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1.- OBJETO



Desde la antigbedad, el hombre ha conocido las aplicaciones de las plantas en sus
aspectos mas diversos, de todos ellos, su utilizacion en terapética es la que presenta un

mayor interés para el farmaceutico.

Actualmente, como resultado de los modernos procedimientos de aislamiento de
principios activos y de investigacion farmacologica, nuevas drogas vegetales encuentran su

camino hacia la medicina.

Desde hace algun tiempo en nuestro laboratorio venimos estudiando la especie
Achillea ageratum L., tanto desde el punto de vista fitoquimico como farmacologico,
obteniendose resultados muy prometedores en el campo de la inflamacion, unas de las lineas

prioritarias en nuestro grupo de investigacion.

En el presente trabajo hemos profundizando en la actividad antiinflamatoria de esta
especie, utilizando diferentes técnicas donde estan implicados distintos mediadores y
receptores. Paralelamente hemos realizado algunos ensayos de actividad citostatica (otra
de las lineas de investigacion de nuestro grupo) debido a la intima relacién entre los

procesos inflamatorio y neplasico.



IL.- REVISION BIBLIOGRAFICA



IL1.-ACHILLEA AGERATUM L.

I1.1.1.-DESCRIPCION DE LA ESPECIE

La especie Achillea ageratum L., es conocida como agerato (Caballero, A.; 1940)
(Colmeiro, M.; 1871) (Lazaro e Ibiza, E.; 1906) (Reyes Prosper, E.; 1915); que en griego
significa "todo aquello que nunca envejece", debido a que conserva sus flores largo tiempo.
Pertenece a la familia Asteraceas, uno de los grupos mas numerosos y naturales de Angiospermas.
Formada por 1100 géneros y 25000 especies (Heywood, V.H.; 1985), se encuentran repartidas
por todo el mundo a excepcion de los territorios antarticos, con una amplia representacion en

regiones de clima semiarido y mediterraneo.

Achillea ageratum L. es una especie de tallos comprendidos entre 50-90 cm, erectos,
generalmente ramificados en la parte superior. Las hojas basales son largamente pecioladas, suelen
ser pinnatifidas y las hojas medias y superiores subsentadas, elipticas o lanceoladas y dentadas.
El tallo principal puede contener hasta 60 capitulos y las ramas laterales entre 8-20 capitulos. El
involucro mide 3-5 x 2-8 mm. con bracteas desiguales dispuestas en varias filas. El receptaculo
es conico en la fructificacion y las flores amarillas hemiligualadas con limbo de 0,9-1,5 mm y

aquenios de 1-1,5 mm. Las flores internas son flosculosas, de unos 2mm (Fig 1).

Esta especie se extiende por la region oeste mediterranea, preferentemente sobre suelos

hiimedos y basicos. Florece y fructifica de mayo a septiembre (Talavera, S.; 1987) (Fig 2).



Fig 1.- Achillea ageratum L.
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Fig. 2.- Area de distribucion de la especie Achillea ageratum L. % Lugar de recoleccion




11.1.2.- NOMBRES VULGARES.

Se le conoce popﬁlarmente como agerato (Font Quer, P., 1990) (Caballero, A.; 1940)
(Colmeiro, M.; 1971) (Lézaro e Ibiza, B.; 1906) (Reyes Prosper, E.; 19i-5), pero tambien recibe
muchos otros nombres vuigares como son: altarreina (Font Quer, P., 1990), altarreina oficinal
(Colmeiro, M.; 1981), hierba julia (Caballero, A.; 1940) (Font Quer, P., 1990) (Lazaro e Ibiza,
E.; 1906), eupatorio de Mesué (Font Quer, P., 1990) , artemisa r;al (Caballero, A 1940)
(Reyes Prosper, E.; 1915), artemisa basta (Font Quer, P., 1990) camamita (Reyes Prosper, E.;

1915) y herbolin (Caballero, A.; 1940) (Reyes Prosper, E.; 1915).

I1.1.3.- FITOQUIMICA

Los flavonoides, junto con las lactonas sesquiterpénicas, constituyen los componentes
mas caracteristicos del género Achillea, como ponen de manifiesto los estudios realizados. Asi
en el caso de la especie A. ageratum L. se han aislado compuestos flavonicos tales como:
luteolina, quercetina y 7-O-8 glucosil luteolina (Garcia, M.D. y col; 1997), asi como

chrisoplenetino, penduletino, hispidulino, cirsiciol y ageratriol (Vieira, L. M. y col; 1997b).

Ademas de este tipo de compuesto ha sido estudiado la composicion de sus aceites
esenciales , siendo los mayoritarios: artemisia cetona, artemisia alcohol, 3-carboxileno y 1,8-

cineol ( Puerta, Ry col; 1996).



IL1.4.- ACCIONES FARMACOLOGICAS Y EMPLEOS TERAPEUTICOS.

La mayoria de las aquileas presentan una accion tonico estimulante y antiinflamatoria,
(Della Loggia, R. y col.; 1992) (Goldberg, A.S. y col.; 1969) (Al Hindawi, M.K. y col.; 1989)
usandose ampliamente en patologias digestivas (Elgamal, M.H.A. y col.; 1990) (Font Quert, P_;

1990).

Achillea ageratum muestra una actividad antimicrobiana debida a sus aceites esenciales
(Puerta, R. y col; 1995) e igualmente se ha visto que una serie de sesquiterpenos aislados de A.
ageratum son activos frente a las células leucemicas P-388 de raton in vivo (Tozyo, T. y col,

1994).

Tambien ha sido puesta de manifiesto la actividad espasmolitica, analgésica y antipirética

de esta especie (Puerta, R. y Herrera, M.D_; 1995) (Martinez, S.; 1995).

Igualmente se ha puesto de manifiesto la actividad inmunomoduladora del extracto

metanolico de esta especie (Vieira, L.M. y col.; 1997a)



IL.2.- TRITERPENOS Y ESTEROLES

11.2.1.- TRITERPENOS

Los triterpernos constituyen un grupo muy diverso de productos naturales derivados del
escualeno. Se han aislado mas de 4000 triterpenos, se han identificado mas de 40 tipos de
esqueletos y continuamente de una forma regular se publican revisiones sobre el aislamiento de

nuevos triterpernos.

En general, los triterpenos se forman por la ciclacion del escualeno o del isomero (35) 2,3-
epoxi-dihidroescualeno. Con la ciclacion de éste se obtienen 3 -hidroxitriterpenos, los cuales por
oxidacion y reduccion pueden transformarse en 3 a-hidroxitriterpenos. Solo en bacterias (sistemas
celulares libres) se forman directamente por la ciclacion del isomero (3R) del 2,3 epoxido

escualeno (Bouvier, P. y col.; 1980).

Escualeno 2,3-epoxi-dihidroescualeno

La formacion de los diversos tipos de esqueletos puede ser ingeniosamente organizado
por la ruta bioenergética del isopreno (Ruzicka, L.; 1959) en términos de la conformacion

adoptados por el escualeno o su 2,3 epdxido antes de la ciclacion. El cation inicialmente formado

8
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Fig 3.- Transformacion del escualeno: origen de los triterpenos y esteroides



puede suftir una serie de modificaciones, como por ejemplo las migraciones de metilos (Fig 3).
11.2.1.1.- TIPOS ESTRUCTURALES

Los triterpenos pueden ser clasificados en grupos grupos segun los tipos de esqueletos,

en términos de su origen biosintético (Connolly, J.D. y Overton, K H.; 1972).

a) Protostanos, Fusiranos, Lastostanos, Cicloartanos y Curcubitanos.

A este grupo pertenecen, entre otros, algunos compuestos relacionados con los
antibioticos como el acido fusidico, y compuestos precursores de los fitoesteroles como el
cicloartenol (Von Daechne, W. y col.; 1979). Tambien se han aislado del mundo marino una

sapogenina con genina del tipo lanostano (Kitagawa, I. y col.; 1971).

b) Dammaranos, Eufanos y Tirucallanos.
Compuestos de este tipo se han aislado de la especie Panax ginseng (Tanaka, O. y Kasai,
R.; 1984) y tambien algunos quasinoides pertenecientes a la familia de las Simaroubaceas con una

potente actividad citotoxica (Connolly, J.D. y Hill, R A.; 1989).

¢) Baccharanos, Sionanos, Lemmafillanos, Lupanos, Oleanos, Ursanos y derivados.
Es un grupo muy numeroso al que pertenece la mayoria de triterpenos pentaciclicos

derivados del nucleo oleano, ursano, friedlano y lupano.

d) Hopanos y Tetrahidromanoles.

Son trniterpenos con un grupo oxigenado en C3. A este grupo pertenecen el
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tetrahidromanol, metabolito del protozoo Tetrahymena pyriformis y otros compuestos

producidos por bacterias (Aberhart, D.J. y Céspi, E.; 1979) (Rohmer, M. y Ourisson, G.; 1976).

e) Moretanos, Neomotioles, Ferranos, Adiananos y Filicanos.
A este grupo pertenece un numero limitado de compuestos de estructura pentaciclica,

como adianeno vy filiceno.

f) Arborinol, Estistanos y Flavicanos.
Es otro gurpo minoritario, donde se encuentran algunos compuestos aislados de liquenes

principalmente del genero Sticta (Wilkins, A.L.; 1977).

g) Onoceranos, Serratanos, Ambreinos, Polipodatetranos y Malabaricanos.
En este grupo se encuentran en los que el escualeno esta parcialmente ciclado como el a-

polipodatetraeno (Shiojima, K. y col.; 1973).

h) Miscellaneos.
Numerosos triterpenos de este grupo han sido aislados de organismos marinos (algas,
esponjas, crustaceos, etc.), aunque tambien se han aislado algunos representantes en el género Iris

(Suzuki, T. y col.; 1985).
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11.2.1.2.- DISTRIBUCION EN LA NATURALEZA.

Los triterpenos estan extendidos por todo el Reino Vegetal pero no es facil generalizar

su distribucion (Pnat, P. y Rastogi, R.P.; 1979).

Los ursanos y los oleanos suelen aparecer juntos, siendo especialmente abundantes en las
familias: Araliaceas, Asclepiaceas, Asteraceas, Bignoniaceas, Cactaceas, Campanulaceas,
Celastraceas, Ericaceas, Fagaceas, Labiadas, Leguminosas, Fitolacaceas, Primulaceas, Rosaceas,

Rubiaceas, Sapotaceas, Teaceas, Umbeliferas y Urticaceas.

Los lupanos estan bastante extendidos principalmente en las familias Apocinaceas,

Asteraceas, Celastreaceas, Euforbiaceas, Labiadas y Ramnaceas.

Los lanostanos, que estan ampliamente distribuidos en hongos y organismos marinos, se
encuentran tambien en las plantas superiores como por ejemplo en Ranunculaceas, Orchidaceas

y Pinaceas.

Los esqueletos que estan mas restringidos en su distribucion son los curcubitanos de las
Curcubitaceas, los serratanos de Lycopodium spp. y Pinaceas, los friedelanos de las Celastraceas
y Buxaceas y los stignanos en los liquenes. Los hopanos, comunes en liquenes, son tambien
importantes constituyentes del aceite de esquisto, pudiendolos ademas encontrar en las familias

Fagaceas y Molluginaceas.

Los dammaranos han sido aislados en las familias Anarcadiaceas, Rutaceas y Rubiaceas,

12



y los quasinoides estan restringidos a la familia Simarubaceas.
I1.2.2.- ESTEROLES

Los esteroides se consideran triterpenos tetraciclicos que han perdido, como minimo, tres
metilos. Bioenergeticamente, las dos series tienen un precursor comun, la diferenciacion se realiza
precozmente en funcion de los impedimentos estéricos impuestos por la enzima. La; proximidad
de las dos series se pone en evidencia por la antigbedad (y a veces la confusion) de la
nomenclatura. Asi es corriente hablar de fitoesteroles para los compuestos que son triterpenos

tetraciclicos.

Desde el principio de los afios veinte los esteroles viene siendo el foco de numerosas
investigaciones sobre actividades de productos quimicos naturales, sintéticos, bioquimicos y
clinicos. Las razones estan muy relacionadas con la complejidad quimica que presentan estos

compuestos y sus funciones bioquimicas en los organismos vivos.

Al principio, los esteroles presentaban muchos problemas en la elucidacion de su
estructura, pero gracias a las nuevas técnicas analiticas (rayos-X, cristalografia, espectroscopia
de masas y resonancia magnetica nuclear) se solucionaron estos problemas. En segundo lugar, los
esteroles son excelentes compuestos para que los quimicos organicos practiquen su pericia en
el desarrollo de nuevas reacciones y procesos sintéticos (Gibbons, G.F. y col.; 1982). En tercer
lugar, los esteroles de los animales, hongos y plantas difieren considerablemente; teniendo
diferentes rutas biosintéticas dependiendo del tipo de organismo del que se trate (Benbeniste, P.;

1986). En cuarto lugar, la formacion de esteroles ha contribuido a la mayoria de las
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investigaciones detalladas sobre la estereoquimica de varias reacciones biosinteticas, las cuéles
han requerido de una gran imaginacidn e ingenio por parte de los investigadores (Goodwin, T.W ;
1973). En quinto lugar, la funcion bioldgica de los esteroles, como constituyentes esenciales de
las membranas de las células eucariotas ha sido uno de los descubrimientos mas innovadores en
la bioquimica de los lipidosﬂ(Gennis, R.B.; 1989). Finalmente, la implicacion de la biosintesis de
esteroles anormales en el metabolismo de algunas enfermedades humanas, como la
arterioesclerosis, han proporcionado un impetu de recientes investigaciones a los enzimologos,
biologos moleculares y clinicos. Estos trabajos han despejado el mecanismo de regulacion de la
biosintesis de esteroles, el transporte de esteroles en lipoproteinas y la relacion del metabolismo

de los esteroles con otros lipidos (Goldstein, J.L. y Brown, M.S.; 1990).

A pesar de que los comentarios anteriores revelan principalmente la intensidad de las
investigaciones en la bioquimica de los esteroles en mamiferos, hay tambien considerables
esfuerzos en el desarrollo de investigaciones de esteroles en hongos, algas, plantas superiores y

0rganismos marinos.
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11.2.2.1.-TIPOS ESTRUCTURALES

Los esteroles en general poseen una estructura base comun, y en funcion de éstay segun

los sustituyentes que posean podemos clasificarlos en:

a) 4,4-Dimetilesteroles
b) 4a-Metilesteroles

c) Esteroles

Estructura base de los esteroles.
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11.2.2.2.-DISTRIBUCION EN LA NATURALEZA

Los primeros estéroles que se aislaron de plantas superiores y hongos guardan un
parecido estructural con el colesterol. Entre estos se encuentran el sitosterol aislado del grano de
trigo, estigmasterol del haba de calabar (Physostigma venenosum) y ergosterol en el cornezuelo
de centeno (Claviceps pz:rpufea). En general la mayoria de las plantas supedpres, algas y hongos |

producen esteroles alquilados principalmente en el carbono C-24.

El colesterol, a pesar de haber sido encontrado en algunas plantas, raramente excede de
un pequefio porcentaje de la mezcla de esteroles. Hay excepciones en algunas especies que
pertenecen a la familia Solanaceas, las cuales pueden producir una cantidad considerable de

colesterol acompafiado de 24-metil y 2-¢til esteroles (Itoh, T. y col.; 1975).

En las algas rojas (Rodoficeas) el colesterol es uno de los méas abundantes, algunas veces
acompafiado de demosterol y 22-dehidrocolesterol y a veces acompafiado de 24-alquilesteroles

(Goad, L.J; 1976).

La mayoria de los hongos Ascomicetos y Basidiomicetos producen 24-metil esteroles ,
siendo predominante el ergosterol . Por el contrario los miembros pertenecientes a los Uredinales

producen esteroles con un grupo 24-etildien en el C-18 (Alais, J. y col; 1976).

Los Oomicetos son un grupo de organismos muy diversos que aparentemente son

incapaces de sintetizar esteroles teniendo un requerimiento obligatorio de ellos para completar
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la fase sexual de su ciclo vital, por lo que deben tomarlos de otras fuentes.

Los esteroles con grupos 24 3-metil o etil son generalmente considerado caracteristicos
de algas pertenecientes a las Clorofitas, Crisofitas y Euglenofitas (Patterson, G.W.; 1975); sin
embargo, los 24a-esteroles se han encontrado en las Diatomeas, las cuales contienen 24 o-metil-

cholesta-5,22-dien-3 -ol.

Las Dinoflageladas (Pirrofitas) han recibido una atencion considerable, pudiendose pensar
que contribuyen a proporcionar la mayor parte de esteroles encontrados en la cadena alimenticia
marina y esto influye logicamente en el perfil de los esteroles encontrados en los animales marinos

invertebrados (Withers, N'W_; 1983).

Las plantas superiores vasculares en su mayoria, contienen 24-metil y 24-etil esteroles,
predominantemente con formas 24«. Muchas de ellas producen esteroles del tipo A® como el
campesterol, sitosterol y estigmasterdl, pero algunas estan mas predispuestas a acumular esteroles
del tipoA” como el espinasterol (Fenner, G.P. y col.; 1986), aunque las Gltimas técnicas han
demostrado la presencia de epimeros 24, particularmente 24 f-metilesteroles acompafiado de

24a-esteroles.(Nes, W.R. y col.; 1975).
En los ultimos afios se han realizado analisis intensivos de los organismos marinos, tales

como esponjas, corales, etc., los cuales han revelado la existencia de nuevos esteroles con

alquilaciones en posiciones diferentes a las habituales (Dejrassi, C.; 1981).
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IL3.-INFLAMACION

El término inflamacion aparece por primera vez en el papiro de Smith que se remonta al
afio 1650 a J.C. Posteriormente Hipocrates (460-380 a J.C.), lo denomino "phlegmone” (algo
caliente) y afios después Galeno (100 a J.C.) describid con términos clinicos los principales

- sintomas de la inflamacién: rubor, dolor, tumor y calor.

A finales del siglo XIX con la llegada de la experimentacion animal Cohneheim (1867)
escribio un tratado sobre el proceso inflamatorio usando como modelo experimental la membrana
mesentérica de rana. A partir de este momento, el proceso inflamatorio ha sido ampliamente
estudiado llegandose a la conclusion de que la respuesta es esencialmente similar en las distintas
especies animales utilizadas, y que numerosos componentes y mediadores celulares (macrofagos,

histamina, bradikinina, prostaglandinas, leucotrienos, etc.) estan intimamente implicados.

I1.3.1.- CARACTERISTICAS DEL PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacidn es un proceso que ocurre como consecuencia de un dafio celular.

De forma simplificada, en la inflamacion puede considerarse una fase aguda caracterizada
por vasodilatacion y aumento de la permeabilidad capilar, y una fase cronica en la que se produce
la infiltracion tisular por leucocitos y células fagociticas, finalizando en degeneracion y fibrosis

tisular.
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Por tanto, la reaccion inflamatoria es un mecanismo vital de defensa, destinado a focalizar

los medios inmunoldgicos protectivos en una region localizada dentro del tejido.

-Mecanismeo de formacion de la inflamacién.

Pocas horas después de producido el dafio tisular o la infeccion, se observa enrojecimiento

intenso, edema y dolor alrededor del tejido dafiado.

Este proceso (Fig 4) se inicia con una constriccion local momentanea de arteriolas
seguida de dilatacion de los vasos locales, produciendose un gran incremento de flujo sanguineo

en la zona afectada, que puede durar de varios minutos a muchas horas.

Mientras los vasos sanguineos estan dilatados, hay un incremento de la permeabilidad
vascular, que produce una exudacion del plasma rico en proteinas al tejido, causando edema e

hinchazén. A veces el flujo sanguineo disminuye y retorna de forma gradual a la situacién normal.

A las pocas horas de que aparezcan los cambios vasculares los neutroéfilos, eosindfilos y
eventualmente los monocitos, comienzan a adherirse al endotelio vascular en un proceso llamado
de "pavimentacion”. Si los vasos sanguineos se encuentran seriamente dafiados, las plaquetas
pueden adherirse a la paredes de los mismos liberando sustancias vasoactivas y coagulantes
(Tromboxanos, 12HETE); los leucocitos comienzan a migrar por los espacios intracelulares de
las células endoteliales con un movimiento vectorial en presencia de un gradiente de

concentracion de los factores quimiotacticos y casual si falta dicho gradiente . Esta accion puede
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ejercerse por via directa, o mediante la activacion del sistema complemento a través de la via
clasica o alterna. De los componentes del complemento los factores C3a y C5a (péptidos
derivados de C3 y C5 respectivamente), estan dotados de un poder quimiotactico muy notable,
a&nque los factores C5, C6 y C7 pueden tambien desarrollar actividad quimiotéctica. Los

neutrofilos y eosindfilos son los mas moviles de todos los leucocitos y, por lo tanto, estas células

son las primeras en llegar al tejido; los monocitos sanguineos son mas lentos y llegan mas

.

tardiamente.
Una vez en el tejido, los leucocitos son atraidos por factores quimiotacticos al sitio de

invasion bacteriana o tejido dafiado. Alli proceden a fagocitar y destruir el material extrafio y, en

el caso de los monocitos, a remover las células muertas (Florez, J. y Reig, E.; 1993).
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- Generacion de mediadores lipidicos:

En muchos sistemas celulares el estimulo de los receptores de membrana superficial
provoca metilacién de los fosfolipidos, activacion de fosfolipasas, liberacion de acido
araquidonico, y posterior oxidacion de dicho acido por vias lipooxigenasa y ciclooxigenasa. En
la inflamacion, la ocupacion de los receptores de superficie por quimiotactivos, opsoninas (IgG
en los complejos de anticuerpo, C3b) u otros agentes, da lugar a estas reacciones en granulocitos,
monocitos-macrofagos, mastocitos, plaquetzis y células endoteliales. Es probable que las
~ reacciones de metilacion sean las mismas para todas estas células, sin embargo, los principales
productos finales de la oxidacion del 4cido araquidonico: prostaglandinas, tromboxanos,

leucotrienos y otros derivados de hidroperoxi-acidos, pueden ser diferentes.

La metilacion de fosfolipidos tiene lugar a los pocos segundos de la estimulacion de los
receptores de la membrana superficial. Comienza en la superficie citoplasmatica donde un enzima
denominada metiltransferasa I cataliza la transferencia de un grupo metilo de la 5 adenosil
metionina a la fosfatidiletanol amina. En el curso de la reaccion el sustrato es traslocado a la
superficie plasmatica de la membrana donde, catalizada por un segundo enzima, metiltransferasa
11, se agregan al fosfolipido otros dos grupos metilo para dar fosfatidilcolina. De acuerdo con
estudios realizados en mastocitos de rata, estas reacciones de metilacion estan vinculadas, pero
no precéden al ingreso de calcio extracelular en la célula y la siguiente activacion de la fosfolipasa
A,. La activacion de la fosfolipasa A, libera acido araquiddnico de la fosfatidil colina y produce
tambien la formacion de lisofosfatidilcolina (Fig 5), sustancia con propiedades de tipo detergente
que podria intervenir en la fusion de las membranas de los organulos con las membranas

plasmaticas durante la desgranulacion.
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Tambien es activada otra fosfolipasa, la fosfolipasa C, cuando son estimulados los
leucocitos o las plaquetas. Se diferencia de la fosfolipasa A, por su independencia del calcio y
porque se usa como sustrato del fosfatidil inositol (PI), del cual desdobla el éster fosfato para
formar diacil glicerol. Este ultimo es cf;-nvenido entonces en monoglicerol y acido araquidoénico,
o acido fosfatidico (PA), el cual puede ser reciclado a PI. Estudios in vitro con liposomas
demuestran que el acido fosfatidico actua como un ionéforo del calcio y que el ciclo PI-PA-PI
podria actuar como "compuerta” para regﬁlar el flujo de calqio a través de la membrana superﬁcial
de células estimuladas. La contribucion relativa de la fosfolipasa A, y la fosfolipasa C ala
liberacion del acido araquidonico parece que varia en diferentes células. Los granulocitos
neutrofilos pueden utilizar principalmente fosfolipasa A, , mientras que las plaquetas

aparentemente utilizan ambas fosfolipasas (Rang, HP. y Dale, M.H.; 1992).

La oxigenacion del 4cido araquidonico por medio de la via ciclooxigenasa (Fig 6) produce
la formacién de endoperdxido PGG, , que luego es reducido a PGH,. En esta reaccion se libera
oxigeno reactivo, utilizado en diferentes células, para producir prostaglandinas y tromboxanos.
Las principales prostaglandinas formadas por granulocitos, monocitos y mastocitos son PGE, y

PGD,,

Las prostaglandinas que producen incremento del AMPc (PGE,, PGD, y PGI,) participan

en la tltima fase de la inflamacion: pérdida de la funcion celular a través de la respuesta inmune.

Por otra parte, las lipooxigenasas son enzimas que catalizan la via de conversion del acido

araquidonico en hidroperéxidos no ciclicos (HPETE) (Fig 7)
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En los distintos sistemas celulares existen lipooxigenasas especificas que dan origen a
diversos mediadores lipidicos: la 5-lipooxigenasa predomina en basofilos polimorfonucleares y
macrdfagos dando origen al hidroperdxido 5-HPETE; la 12-lipooxigenasa da origen‘a 12-HPETE
en plaquetas, pancreas y glomerulo renal; y la 15-lipooxigenasa en reticulocitos, eosinofilos y

linfocitos T, dando origen a 15-HPETE (Cedric, M. y col.; 1992).

Los leucocitos, a partir exclusivamente del 5-HPETE, forman una familia de acidos 5-

hidroxieicosatetraédricos llamados leucotrienos.

La importancia biologica de los leucotrienos C,, D, y E, como mediadores quimicos de
la inflamacion en el lecho microvascular, producen exudacion de plasma de las vénulas
poscapilares, con una eficacia 100 veces mayor que la histamina. El aumento de permeabilidad
producida por estos leucotrienos es directo sobre las célula endoteliales, ocurre rapidamente y no
requiere liberacion de histamina, prostaglandinas, ni presencia de polimorfonucleares,
contribuyendo asi a la presencia de uno de los signos cardinales del proceso inflamatorio (Luis

Chiesa, J.A. y Petersen, A.C.B.; 1983).
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I1.3.2.-ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS ESTEROIDES

Los glucocorticoides, esteroides con una poderosa accion antiinflamatoria, sea cual fuere
la causa de la inflamacién (infecciosa, quimica, fisica o inmunoldgica), pueden inhibir tanto las
manifestaciones inmediatas de la inflamacién (rubor, dolor, etc.) como las tardias, entendiendo
por tales , ciertos procesos de cicatrizacion y proliferacion celular. Inhiben la vasodilatacion

vascular, reducen la transudacion liquida y la formacién del edema, disminuyen el exudado celular

y reducen el deposito de fibrina alrededor del area inflamada.

La respuesta de estos es tan intensa, que los glucocorticoides se consideran los

antiinflamatorios mas eficaces.

Varios son los mecanismos responsables. En primer lugar, reducen la acumulacion de
leucocitos en el foco inflamatorio; kfacilitan la liberacion de neutrofilos a partir de la médula 6sea
y su paso a la circulacion, inhiben la liberacién de monocitos y eosinofilos reduciendo la actividad
de alguna de estas células. Asi, disminuyen la capacidad de liberar histamina por parte de los
basofilos y mastocitos, reducen la activacion de los macrofagos y la liberacion de metabolitos
toxicos del oxigeno e inhiben la sintesis y secrecion de interleucina 1 (IL-1) en los macréfagos.
Todo ello repercute en una accion bloqueadora sobre la cascada de reacciones lesivas que se

ponen en marcha en los procesos inflamatorios.

Se ha demostrado tambien que los glucocorticoides inhiben la induccion de la NO-sintasa,
enzima responsable de producir NO en macrofagos activados y en endotelio vascular; ademas

inhiben la produccion de procolageno en los fibroblastos y en otras células debido a la inhibicion
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de la expresion del gen de transmision.

- Mecanismo de accion

Los efectos biologicos de los corticoides estan, en su mayoria, mediados por la activacion
de receptores intracelulares. Los corticoides difunden pasivamente a través de la membrana
celular, er; el interior de la célula se unen a receptores c%?oplasméticos de alté afinidad y
especificidad, formando un complejo corticoide-receptor que posteriormente se traslada al nucleo,
donde se une a la cromatina modificando la tasa de transcripcion del DNA, y por tanto, la sintesis
proteica (Fig 8). Esta es la base de las llamadas "acciones gendmicas" de los glucocorticoides

(Alexis, MLN_; 1987).

El receptor corticoesteroide posee tres centros activos: 1) de union con el esteroide, 2)
de union con la cromatina nuclear y 3) centro inmunoreactivo, que actua modulando la interaccion

con el DNA.

Al unirse con el esteroide se produce una modificacion conformacional en el receptor, de
manera que quede expuesto al exterior el lugar deunion de union la material nuclear. El complejo
se traslada al nucleo e interacciona con sitios control "especificos" de genes sensibles a esteroides,
pudiendo tanto incrementar como disminuir la tasa de transcripcion genética. En el caso de
estimulacion de la sintesis proteica se produciria un incremento de la sintesis de ARNm. Las
proteinas formadas son las mediadoras de la mayoria de las acciones de los corticoides. Ademas
parece que los corticoides tambien influyen en el procesamiento postranscripcional de las

proteinas (Firestone, G.L. y col.; 1980)
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Tambien se ha descrito acciones "no genémicas" de los corticoides .En algunos modelos
experimentales los corticoides inducen efectos de aparicion rapida que no parecen mediados por
modificaciones en el DNA. Estos efectos se producirian a través de modificaciones en la
permeabilidad ionica de la membrana celular y a este grupo de efectos de membrana parece que
se debe gran parte de la retroalimentacion negativa de los corticoides en el hipotalamo y otros

efectos centrales (McEwen, B.S.; 1991).

A través de sus acciones nucleares, los corticoides inducen la sintesis y liberacion de una
familia de proteinas cuyas acciones median gran parte los efectos corticoesteroides . Las
lipocortinas son "licoproteinas" que inhiben la sintesis de eicosanoides por antagonizar la accion
de la fosfolipasa A, impidiendo asi la liberacion del acido araquidonico a partir de los fosfolipidos
de membrana celular. Parece haber un pool intracelular de lipocortina en el interior de algunas
células. Los corticoides tendrian una accion dual, causando una rapida liberacion de ese pool (en
1-2 h), asi como un efecto posterior inducido por un incremnto de la sintesis de lipocortinas (3-6

h) (Flower, R.G.; 1981).

La accion antifosfolipasa A, de la lipocortina produce una inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos, algunos de los cuales son potentes sustancias proinflamatorias.
La lipocortina tembien interfiere con la sintesis del factor activador plaquetario (PAF) y esta
implicado en la formacion de factores de Ig E, que inhiben la respuesta mediada por esta
inmunoglobulina, de manera que las lipocortinas podrian constituir un mecanismo fisiologico
endogeno en el control de la respuesta inflamatoria (Vede, T. y col. ; 1983). Pero no todos los

efectos biologicos de los corticoides se deben a las acciones de las lipocortinas.
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Estructuralmente, los corticoides se caracterizan (como su nombre indica claramente) por
la presencia de un nicleo esteroidico, derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno, con
disposicion espacial todo-TRANS. Existen una serie de condiciones espaciales (estéricas y
electronicas) indispensables para la existencia de la actividad. En primer lugar, es imprescindible
la presenqia de un grupo carbonilo en C3 y una insaturacion en 4-5. Ademas debe haber dos
grupos metilos en C10 y C13 que deben situarse por encima del plano tedrico del nicleo. Un
grupo hidroxilo en C11, que puede ser sustituido por un halogeno, aunque algunos corticoides
en lugar del hidroxilo en C11 tienen un grupo carbonilo (cortisona y prednisolona); estas formas
son inactivas, precisando de la transformacion metabolica de ese grupo en el correspondiente
hidroxilo.En posicién C17 (por debajo del plano) debe haber un grupo hidroxilo. Finalmente,

en C21 tiene que haber un grupo hidroxilo esterificable o sustituible por un haldégeno.
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11.3.3.-TRITERPENOS Y ESTEROLES CON ACTIVIDAD

ANTIINFLAMATORIA.

Los triterpernos y esteroles aislados en los ultimos afios, con probada actividad

antiinflamatoria se detallan a continuacidn:

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

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

- Acido «-glicirricético (Recio, M.C. y col.; 1995).

- Acido B-glicirricético (Recio, M.C. y col.; 1995).

- Acido oleanoico (Recio, M.C. y col.; 1995).

- Acido tormentico (Recio, M.C. y col.; 1995).

- Uvaol (Recio, M.C. y col.; 1995).

- Faradiol (Della Loggia, R. y col.; 1994).

- y-Taraxasterol (Della Loggia, R. y col.; 1994).

- Lupeol (Della Loggia, R. y col.; 1994)(Recio, M.C. y col.; 1995).
- Taraxasterol (Della Loggia, R. y col.; 1994).

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

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

-Palmitato de a-amirina (Kweifiookai, G. y col.; 1994).

- Linolato de a-aminna (Kweifiookai, G. y col.; 1994).

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

- 21-ol-acetato de la 6-metoxicarbonilprednisolona (Hong, D. y col.; 1994)
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- 7,21-diol-acetonido de la 6-metilcarboxiprednisolona (Hong, D. y col.; 1994).
- Stigmast-4-ene-3,6 dione (Probstle, A. y col,; 1993).

- Acido 24, 3a- dihidroxiolean-5, 12-dien-28-oico (Chawla, A.S.; 1992).

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

- B-Sitosterol-B-D-glucopiranosa (Handa, S.S. y col.; 1992).

- Stigmasterol-B-D-glucopiranosa (Handa, S.S. y col.; 1992).

- a-Spinasterol (Handa, S.S. y col. ; 1992). §

- Acido 3B, 60, 19a- trihidroxiurs-12-en-28-oico (Aquino, R. y col.; 1991).

- Metil 118, 17a-trihidroxi-3, 20-dioxopregna-14-dien-16a-carboxilato (Heiman, A.S. y col,;
1990).

- 22,23-Dihidroxiestigmasterol (Benzanger-Beauquesne, L.; 1982).
-B-Sitosterol (Benzanger-Beauquesne, L.; 1982).

- Acido ursolico (Cappalletti, E.M. y col.; 1982) (Kuo Hsiung, L. y col.; 1987).
- Acetato de a-amirina (Chatuverdi, A.K. y col.; 1974).

- Acetato de B-amirina (Chatuverdi, A K. y col.; 1974).

- Friedlina (Chatuverdi, A XK.y col.; 1974).

- Friedlan-3 f-ol (Chatuverdi, A K.y col.; 1974).
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IL4.- CANCER

Los primeros indicios sobre la existencia del cancer en el hombre se remontan a los
escritos de los ar;;tiguos griegos y persas. Logicamente no ha sido posible investigar la presencia
de tumores en tejidos blandos en los antiguos cadéveres, pero algunos de los esqueletos
descubiertos en Egipto presentaban deformaciones Oseas similares a las producidasv por los

canceres de hueso. : .

Copsarow (1952) cit6 tres referencias del Antiguo Testamento en las que se mencionaba
una enfermedad que posiblemente fuera cancer, asi, por ejemplo, en el libro segundo de las
cronicas, 21, 18-19, puede ser que se hable de cancer intestinal, siendo significativo el hecho de
que esta enfermedad se considerase como" incurable”. En el afio 300 a. J.C. ya se conocia el fatal
desenlace producido por el cancer y se diferenciaba de los tumores benignos tales como el
carbunco y las Ulceras. Se trataba, siempre que fuera posible, con la extirpacion o bien con

pomadas arsénicas o similares de accién corrosiva.

Arquimedes de Apanea, contemporaneo del famoso Aurelio Cornelio Celso (25 a de J.C.
- 50 d. de J.C.), perfeccioné el método para la amputacién de los miembros, efectuaba
histerectomias y lleg6 a operar carcinomas de mama. Claudio Galeno (131-203) creia que el
cuerpo humano contenia cuatro fluidos importantes: la sangre del corazon, la flama de la cabeza,
la bilis amarilla del higado y la bilis negra del bazo. El equilibrio entre estos cuatro fluidos se
consideraba de una gran importancia para la salud del individuo, de forma que su alteracion era

causa de enfermedad.



La sugerencia de Galeno de que el cancer era el resultado de un exceso de bilis negra se

mantuvo a lo largo de todas las épocas barbaras.

Con el descubrimiento del microscopio y el impulso vitalizador del Renacimiento sobre
la ciencia exp‘erirhehtal, las nuevas teorias, basadas en la observacion, sustituyeron rapidamente
a las antiguas. Rudbeck, en 1652, describié por primera vez los vasos linfaticos, y con este
descubrimiento naci6 la teoria del origen linfatico del cancer, lo cual no es sorprendente si se

considera que muchos tumores suelen propagarse por medio de la circulacion de la linfa.

Asi mismo, se comprendio el papel que juega la irritacion tanto quimica como mecéanica
en la produccidn y exacerbacion del cancer; observacion ésta, que se intensificO enormemente

gracias a los estudios de Percival Pott sobre los canceres de escroto en los deshollinadores.

El establecimiento por Schwann (1838) de la estructura celular y las caracteristicas del
"neocrecimiento” de los tumores sugirid que los canceres podian derivar de las células

germinativas que se encuentran esparcidas entre los elementos de los tejidos normales.

Con el descubrimiento de las bacterias comenzaron, como era de esperar, las afirmaciones
de que tal o cual bacteria era causa del crecimiento tumoral. Después de las bacterias,
consideradas como organismos subcelulares productores de la enfermedad, aparecieron los virus,
mas pequefios y mas dificiles de descubrir que las bacterias pero que, por supuesto, fueron

igualmente considerados como la "causa” del cancer.

36



Las ultimas décadas del siglo XIX se caracterizaron por el estudio detallado de la

estructura celular de los tumores y la elucidacion de las células de las cuales procedian.

Las primeros cinco décadas de este siglo se han distinguido por un gran auge en la
investigacion de la estructura interna de las células, forma de responder a las sustancias toxicas
y a las agresiones, etc, y por un énfasis en el intento de solucion al problema del cambio de una

célula normal en una anormal (cancerosa) que s6lo puede hallarse en e} interior de la célula misma.
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I1.4.1.- CARACTERISTICAS DEL PROCESO CANCEROSO.

La verdadera causa de que en un organismo aparezca un cancer parece residir en un
cambio en el comportamiento biolégico de alguna de las células que constituyen dicho
organismo. Si bien esta células se habian comportado hasta el momento de una forma consecuente
con la vida del organismo, obedeciendo las "reglas" del crecimiento y de la diferenciacion, de
pronto dejan de responder a tales indicaciones y se lanzan hacia un proceso desordenado de
mayor division, a una invasion de los tejidos adyacentes normales, e incluso a 11;1 migracion
(metastasis) a través del torrente circulatorio y de los conductos linfaticos hacia otras partes del

cuerpo.
Existen diversos tipos de células que constutuyen el organismo animal o humano. Del
mismo modo hay diferentes tipos de de cancer: el cancer no es una enfermedad, si no toda una

una familia de enfermedades relacionadas entre si.

La proliferacion neoplasica se caracteriza por la aparicion de las clonas celulares que se

reproducen con aparente insensibilidad a los mecanismos de regulacién del crecimiento celular.

Todas las células se reproducen siguiendo una serie de fases que se repiten periodicamente

y que reciben el nombre de Ciclo Celular (fig 9).
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Fase G,. Intervalo comprendido entre la terminacion de la mitosis y el comienzo de la
sintesis de DNA; hay células en periodo de latencia que no se preparan para la reproduccion

celular y se encuentran en una subfase de G,, denominada G,
Fase S. En la que tiene lugar la sintesis de DNA, dura de 6-8 horas.
Fase G,. En la que tiene lugar la sintesis de proteinas, pero no de DNA, dura 2 horas

Fase M, o periodo de mitosis, subdividido en profase, metafase, anafase y telofase; se

separan los cromosomas y se reparten entre las dos células hijas.

Las células en reposo quedan en la fase G,, auque tambien se han encontrado en la fase

G,. El tiempo que dura el ciclo completo se llama "tiempo de generacion”.

Aun no se conocen bien los mecanismos por los cuales la células en reposo prosigen el
ciclo reproductivo, pero se considera que este suceso ocurre al azar cuando el nivel de
metabolitos, necesarios para sintetizar DNA, alcanza en una de sus oscilaciones un valor critico

0 umbral.

Cuando se alcanza una masa critica, el conjunto de células deja de multiplicarse. Estos
mecanismos no parecen actuar en la proliferacion cancerosa; el crecimiento tumoral como el de
los tejidos normales (por ejemplo el feto humano) se desarrolla segun una curva Gompertz, que
consiste en una disminucioén exponencial de una funcién exponencial: el crecimiento inicial es

exponencial y durante esta fase logaritmica la fraccion de crecimiento es elevada, el tiempo de
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duplicacion volumétrico es breve y un gran nimero de células es sensible a los farmacos

cicloespecificos y fase especificos (Fig 10)

Por otra parte, la poblacién celular de los mamiferos adultos puede subdividirse segun el

tipo de renovacion en tres grupos o compartimentos principales:

* Células en proliferacion continua: células epidermiales, células precursores del sistema
hematopoyéticos, etc.
* Células en proliferacion discontinua: hepatocitos, josteocitos, etc.

* Células no proliferativas: neuronas y células musculares, etc.

El tipo de célula es importante, ya que esta relacionado con la sensibilidad a distintos

agentes (Fig 11).

El cancer puede ser causado por agentes fisicos, quimicos o biologicos. Estos agentes
lesionan o alteran el DNA, de modo que el cancer es una verdadera enfermedad del genoma. La
iniciacion y promocion son fenomenos establecidos en forma rotunda en carcinogénesis quimica.
Es probable que el inicio sea un dafio en el DNA, pero los mecanismos requeridos para la

promocion no se han establecidos en su totalidad.

Gran parte del interés actual en el cancer se enfoca en el estudio de oncogenes y de genes

supresores del tumor.
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PROFASE

METAFASE

ANAFASE

TELOFASE

1g 9.- LEsquema del ciclo celular.
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Compartimento D

Ej.. Lisis, exfoliacion)

Pérdida celular

_Compartimento A

Células en proliferacién
continua, clonogénicas.

T

Compartimento B

Compartimento C

Células temporalmente no
proliferativas, no clonogénicas.
Pueden reentrar en <<A>> si es
Necesario.

Células
permanentemente no
proliferativas (han
perdido la capacidad de
ello); no clonogénica.

Muy sensibles a los farmacos
empleados de forma optima y
a la radioterapia (independiente
Del tipo de neoplasia)

Poca o ninguna sensibilidad a los
firmacos (depende del tipo de
farmaco y de la neoplasia)

De poca o ninguna importancia

Fig 14.- Compartimentos celulares principales y su sensibilidad a los agentes
antiproliferativos (Skeel, R.T. y col.; 1987).




Las células normales contienen precursores potenciales de oncogenes, designados
prooncogenes. La activacion de prooncogenes a oncogenes se logra, al menos, por cinco
mecanismos: insercion de promotor y de amplificador, traslocacion cromosomica, amplificacion
genética y mutacion en un punto. Los oncogenes activados influyen en la multiplicacion celular
por perturbacion de sus mecanismos normales de control de proliferacion, por actuar como
factores de crecimiento o receptores y quiza tambien por otros medios. La accion de los
factores de crecimiento puede ser endocrina , paracrina o autocrina, afectan la division celular y
algunos pueden ejercer efectos negativos (por ejemplo, TGF-B). Los productos de algunos
oncogenes (por ejemplo, de sis) (Fig 12) funcionan como factores de crecimiento y el efecto de
ellos sobre la proliferacion celular se ha comparado con poner el pie en el acelerador de un
automovil, en tanto que la accion de inactivar los genes supresores de tumor es semejante a quitar
el pie del freno. Los genes supresores de tumor mas importantes son RB1 y p53, ambos codifican
a fosfoproteinas nucleares y es probable que estos productos genéticos afecten a la transcripcion
de genes que intervienen en eventos reguladores del ciclo celular. El progreso del tumor refleja

una inestabilidad del genoma tumoral .

El fenomeno de la metastasis se esta investigando de forma intensa y es posible que
comprenda cambios en glucoconjugados de superficie, alteracion de la actividad proteasa y
trastornos en moléculas de adhesividad celular. Los farmacos usados en quimioterapia de cancer
actuan en diversos Joci bioquimicos y la resistencia a estos medicamentos es un fendmeno

importante, en muchos casos con implicacion de la glucoproteina P.
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I1.4.2.-ACTIVIDAD CITOSTATICA Y ANTICANCEROSA DE LOS ESTEROLES

_ Durante los ultimos afios se han realizado verdaderos avances en el tratamiento y la
prevencion del cancer con principios aislados de plantas. Algunas lineas de investigacion estan
profundizando en una serie de productos con escasa capacidad citotoxica pero elevada efectividad

supresora del crecimiento tumoral.

Se han realizado numerosos ensayos para ver el efecto toxico de los esteroles sobre el
DNA (Heltzel, C.E. y col.; 1994), pero una de las lineas de mayor interés son el grupo de
modificadores de membranas celulares, siendo estos capaces de estabilizar las células neoplasicas
y reducir, e incluso anular la capacidad de division de las mismas, pero sin llegar a destruir la
célula. Los fitoesteroles podrian incluirse dentro de este grupo, ya que en estudios recientes sobre
el tratamiento y prevencion del cancer de colon se ha visto que la inhibicion del crecimiento
celular por fitoesteroles puede ser mediado a través de la sefial de traduccién, camino que
envuelve a la membrana lipidica frente a la linea celular humana HT-29 (Awad, AB.y col;
1996). También se ha visto que un tratamiento con una dieta rica en fitoesteroles produce una
disminucion de los niveles de ciertos promotores del cancer en el lumen de colon, influyendo a
su vez, en los niveles de proliferacion de células epidermiales de colon (Janezic, S.A. y Rao,

AV 1992).

En los ultimos afios, numerosas evidencias muestran la presencia de importantes moléculas
lipidicas y proteicas en la membrana plasmatica, que actuan como mediadoras de las sefiales
celulares. Los fosfolipidos del inositol constituyen tan sélo entre 2-8 % del total de lipidos de las

membrana de células eucariotas, pero estos son esenciales para la produccién de segundos
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mensajeros moleculares, como el inositol 1,4,5 trifosfato (IP,) y diaciglicerol (DAG) por accion

de la fosfolipasa C (PLC) (Fig 13).

El IP, moviliza Ca* intracehﬁar y el DAG estimula la actividad de la proteincinasa C
(PKC). La PKC representa una familia de enzimas fosforilantes activadas pﬂor‘ciertos lipidos de
membrana; antes de su activacién, la PKC se encuentra en el citoplasma de forma inactiva, pero
cuando aumenta la concentracion intracelular de Ca* por efecto movilizador de IPy, la PKC es
transferida a la membrana celular y alli es activada al fijarse a los fosfolipidos, fijacion que es

reforzada o estimulada por el DAG.

Sin embargo, la PKC puede ser también activada de modo persistente por un grupo de
compuestos llamados esteres del forbol, que imitan los efectos del DAG con mayor intensidad

y con una velocidad de metabolizacion mas lenta.

Hay evidencias que nos indican la necesidad de la fosforilacion para iniciar la proliferacion
celular. La fosforilacion de la molécula de MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich kinase C
Sustrate) produce un incremento en la unién de la calmodulina al MARCKS, produciendo asi,
una activacion de enzimas Ca**-calmodulinas dependientes. El complejo Ca*/Calmodulina regula
enzimas tales como proteincinasas, adenilciclasas, fosfodiesterasas, oxido nitrico-sintasa y
ATPasa-Ca®, Mg” y algunas de caracter estructural que conforman el citoesqueleto celular
(tubulina, proteina 1, fodrina, etc.). La PKC también puede fosforilar el factor de trascripcion

CREB en el nucleo y de ese modo iniciar la transcripcion de un gen (Fig 14).
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ﬁ.4.3.— TRITERPENOS Y ESTEROLES CON ACTIVIDAD CITOSTATICA Y

ANTITUMORAL.

A continuacion relacionamos los principales triterpenos y esteroles, aislados en los ultimos

afios, con actividad citostatica y antitumoral:

- 29-Hidroperoxistigmasta-5,24(28)-dien-3 f-ol (Shen, J.H. y col.; 1997).
- 29-Hidroxistigmasta-5,24(28)-dien-3 3-ol (Shen, J.H. y col.; 1997).
- 24-Hidroperoxi-24-vinil colesterol (Shen, J.H. y col.; 1997).
- Fucosterol (Shen, J H. y col.; 1997).
- (25 S)-Spirost-5-ene-38 (Mimaki, Y. y col.; 1994).
-(25R, 26R)-26-metoxispirost-5-en-3 -ol 3-O- {O a-L rannopiranosil- (1-2)-O- [6 O-acetil-p-D-
glucopiranosil- (l—'4)}-{3-D glucoplranosa} (Nakamura, O. y col.; 1994).
- Ergosterol (Yasukawa, K. y col.; 1994).
- Ergosterol peroxido (Yasukawa, K. y col.; 1994).
- Acido3-ox0-olean-12-en-29-oico (Kaneda, N. y col.; 1992).
- Acido katonico (Kaneda, N. y col.; 1992).
-B-Sitosterol (Yasukawa, K. y col.; 1991).
- Acido ursolico (Lee, H-K y col.; 1988).
- 16a-metoxi-2a, 3B, 12B-trihidroxipregna-4, 7-dion- 20-ona (Dush, Ch-Y y col.; 1987).
- 3B, 12B-trihidroxipregna-4, 7-dion- 20-ona (Dush, Ch-Y y col; 1987).
- 12-Hidroxi-5Sa-pregna-16-ene-3,20-diona (Shun, Y. y col.; 1987).
- 12B-Hidroxi-4,16 -dien-3,20-diona (Shun, Y. y col.; 1987).

- Celastrol (Zhang, W.J. y col.; 1986).
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- Withaferina A (Gonzalez, A.G. y col.; 1982).

- Cardenolidos (Piatak, D.M.; 1985).

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

- Acido betulinico (Benzanger-Beauquesne, L.; 1982).
- Lupeol (Proliac, A.; 1980).

- Withanolido E (Muchandani, N.B. y col.; 1979).



II1.- PARTE EXPERIMENTAL



HL1.- MUESTRAS

IIL1.1.- RECOLECCION Y PREPARACION.
Las muestras constituidas por las sumidades floridas de la especie Achillea

ageratum L., fueron recolectadas en el mes de Mayo en Prado del Rey (Cadiz).

La desecacion de las muestras se realizo a la sombra sobre superficie lisa, a una
temperatura media de 23 °C y posteriormente se conservo en un lugar seco, 0scuro y

cerrado.
El material vegetal ha sido determinado en el Departamento de Biologia Vegetal

de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla por el Dr. Silvestre, quedando

depositado un ejemplar testigo del mismo en el herbario de dicha Facultad (SEV-F).
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IL2.- ESTUDIO FITOQUIMICOQ

ML2.1- OBTENCION DE LOS EXTRACTOS A ESTUDIAR

Partimos de 500 g de planta desecada y troceada que introdujimos en el cuerpo
mntermedio de un extractor tipo Soxhlet y sometimos a una extraccion continua, operando
con tres disolventes disolventes de polaridad creciente: n-Hexano, Cloroformo y Metanol
(Dominguez, X.A., 1961). El proceso esquematizado de la extraccion queda recogido en

la Figura 16.

Los rendimientos de las extracciones, expresados en gramos de residuo

seco (1.s.) por 100 g de planta fueron los siguientes:

Extracto hexanoico...............cccooiveveeiiiii. 2,00 %
Extracto clorofomico............ccooooooeeiiii 6,33 %
Extracto metanolico...............cococccooii L. 12,53 %

Para nuestro estudio seleccionamos los extractos hexanoico y clorofomico.
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IIL2.2- TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La separacion de los distintos componentes de los extractos obtenidos se realizd

por cromatografia en columna de gel de silice.

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

columna.

111.2.2.1.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Material
Cromatofolios PL de silicagel 60 F,;,, Merck.
Cubetas cromatograficas de vidrio.
Lampara 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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Fases méviles
n-Hexano / Eter etilico (70/30).
n-Hexano / Cloroformo a distintas proporciones.

Cloroformo /Acetato de etilo a distintas proporciones.

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

Luz Ultravioleta (Wagner y col.; 1984).

Método

El desarrollo de los cromatofolios se realizo en camaras previamente saturadas con
las fases moviles. 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. revelandose a continuacion y observandose, en

algunos casos, de nuevo alaluzU.V.
I11.2.2.2.- CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Material

Columnas de vidrio de diversas longitudes y diametros.
Colector de fracciones LKB 8070 Ultrorac II.

Rotavapor Buchi.
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Reactivos
Absorbentes: 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.

Método

Se sigue el procedimiento clasico de crmatografia solido-liquido en columna.

El empaquetamiento se realiza formando una suspension de silicagel (0,063-0,200
mm) en n-Hexano, dejandose 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.

I1.2.3.- TECNICAS INSTRUMENTALES

- Determinacion del punto de fusion:

El punto de fusion 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 maximo grado de pureza.
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Los espectros de masa (E.M.) se realizaron en un espectrofotometro de masas
KRATOS MS 80 RFA. La temperatura de la fuente fue de 250 °C y la energia de

ionizacion 70 e.v.

La cromatografia gaseosa se realiz6 en un cromatografo de gases

CHROMATOPAC C-RGA usando helio como gas portador.

La cromatografia de gases-Espectrometria de masas se realizo en un aparato

CARLO EBRA/KRATOS MS 80 RFA.

Los espectors de masa se realizaron a una resolucion de 1000 y la medida exacta
de las masas, bajo una resolucién de 10000.

El barrido espectral se ajusté dependiendo de la muestra.
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IIL2.4.- ESTUDIO DEL EXTRACTO HEXANOICO.

Partimos de 4 g de residuo seco del extracto hexanoico, que procedimos a
cromatografiar en columna de gel de silice. La elucion se comenzo con n-Hexano, para
continuar con Cloroformo, Acetato de etilo y Metanol, en distintas proporciones,

aumentando progresivamente la polaridad.
Se recogieron 193 fracciones de aproximadamente 15 mL cada una, que se

agruparon segun su comportamiento cromatografico en capa fina. Los resultados se

expresan en la tabla L.

60



1-8 n-Hexano Mezclas
9-15 n-Hexano Mezclas
16-23 . } n-Hexano/Cloroformo (95/5) Mezclas
24-34 I n-Hexano/Cloroformo (90/10) Mezclas
3548 n-Hexano/Cloroformo (80/20) Mezclas
49-51 n-Hexano/Cloroformo (75/25) | Mezclas
52-59 n-Hexano/Cloroformo(75/25) Mezclas
60-64 n-Hexano/Cloroformo (75/25) Mezclas + A
65-85 n-Hexano/Cloroformo (75/25) Mezclas

86-112 | n-Hexano/Cloroformo (65/35) Mezclas

113-124 n-Hexano/Cloroformo (50/50) Mezclas

125-133 n-Hexano/Cloroformo (40/60) Mezclas + B

134-142 n-Hexano/Cloroformo (20/80) Mezclas + B

143-150 Cloroformo/Acetato etilo Mezclas
(90/10)

151-162 Clorof/Ac etilo(50/50) Mezclas

163-172 Cloroformo/Acetato etilo Mezclas
(10/90)

173-182 Acetato etilo/Metanol (50/50) Mezclas

o
183-193 Metanol Mezclas

Tabla I.- Desarrollo de la columna correspondiente al extracto hexanoico de 4.

ageratum L.




II1.2.4.1.- IDENTIFICACION DEL COMPUESTO A

Las fracciones 60-64 se cromatografiaron en capa fina poniendose de manifiesto

una mancha de color parpura al revelar con Oleum, por lo que procedimos al estudio de

dicha fraccion, y tras la realizacion de una preparativa con fase movil n-Hexano/Eter

dietilico 70/30, y con recorrido y medio, se obtuvo un polvo blanco cristalino que

denominamos A.

11.2.4.1.a - Resultados

- Punto de fusion: 182-184 °C

- Cromatografia en capa fina:

El estudio realizado mediante cromatografia en capa fina en soporte de silicagel,

nos proporciono los siguientes valores de Rf'y coloraciones:

62



———s

(50:50)

3y

n-Hexano/Eter dietilico 0,27 marron-purpura
(70:30)

n-Hexano/Eter dietilico 0,50 marron-purpura
(50:50)

Cloroformo/Acetato etilo 0,91 marron-purpura

- Espectro U.V. (realizado en cloroformo)

U.V.: A(max): 202 (Fig 17)

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

426 (M, 20), 218 (100), 203 (16), 189 (15), 135 (18) (Fig 18)

1I1.2.4.1.b.- Discusion de resultados

El espectro U.V. con una A maxima a 202 se encuentra dentro del rango de

absorbancia de los triterpenos.
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El espectro de masa de alta resolucion presenta un i6n molecular a m/z 426
correspondiente a la formula empirica C;, Hy, O. La presencia del pico base a m/z 218
es la caracteristica principal de la fragmentacion de los triterpanos pertenecientes a la
serie ursan 12-en. Este i6n por pérdida de un metilo nos proporciona el i6n m/z 203

que nos da idea de la presencia de un triterpeno con una insaturacion en C,,-C,,.

—].4-

218
[C 16H26]+

203
[CysHas]"
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Todos estos datos junto con los encontrados en bibliografia, nos permiten

deducir que ¢l compuesto A es el Ursan-12-en-3-ol conocido como e-AMIRINA.

a-Amirina es un triperpeno aislado de numerosas especies botanicas, cuyas
principales acciones demostradas han sido la actividad antiinflamatoria (Recio, M.C. y
col.; 1995) (Handa, S.S. y col.; 1992) (Keweifio-Okai, G. y col.; 1994), citostatica y
antitumoral frente a la linea celular UMR (osteosarcoma de raton); obteniendose en

ambos casos resultados muy esperanzadores (Keweifio-Okai, G. y col.; 1994).

Este compuesto es la primera vez que se describe en esta especie, aunque ya se
habia puesto de manifiesto con anterioridad en este género, concretamente en la

especie 4. millefolium (Chandler, R.F. y col.; 1982).
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A =202

Fig 17.- Espectro U.V. del compuesto A.
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I11.2.4.2.- IDENTIFICACION DEL COMPUESTO B

Se cromatografiaron en capa fina las fracciones 125-142 (Tabla I), poniendose
de manifiesto una mancha de color violeta al revelar con Oleum.

Para el estudio de dicha fraccidn, se realizo un fraccionamiento en columna,
usando como fases moviles n-Hexano, Eter dietilico y Acetato de etilo .

Se recogieron 57 fracciones de aproximadamente 15 mL cada una , que
volvieron a reagruparse segun su comportamiento cromatografico (Tabla II).

De las fracciones 10-17 obtuvimos un compuesto de color amarillo y aspecto

siruposo que denominamos B.

El estudio del mismo realizado mediante cromatografia en capa fina en soporte

de silicagel, nos proporciono los siguientes valores de Rf:

n-Hexano/Eter dietilico 0,86 T Violeta
(70:30)
n-Hexano/Eter dietilico 0,91 Violeta
(50:50)
Cloroformo/Acetato de etilo 0,97 Violeta
(50:50)
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Este estudio nos orienté hacia la presencia de un sélo componente, sin embargo
las técnicas espectroscopicas nos indicaron que se trataba de una mezcla de

componentes con Rf semejantes.

Para proceder a su separacion se aplicé cromatografia en fase gaseosa, con

columnas capilares y detector de ionizacion de llamas.

La identificacion de los constituyentes se llevo a cabo mediante la obtencion de
los espectros de masa de los picos cromatograficos, utilizando un sistema combinado

cromatografico de gases-espectrometro de masas.

ortador: Helio (1 ml/min)

[emperatura:
Inyector ------ 275°C
Columna ------- 5 °C/min desde 50 °C a 150 °C
10 °C/min desde 150 °C a 250 °C
Detector ------ 325 °C
lumna:

Longitud --------—- 30m

Diametro interior -- 0,32 mm
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Con las condiciones experimentales que acabamos de describir se procede a
realizar el analisis cromatografico 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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n-Hexano
10-17 n-Hexano/Eter dietilico B )
(90/10)
18-23 n-Hexano/Eter dietilico Mezcla+B
(80/20)
24-32 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas
(60/40)
33-40 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas
| (70/40)
41-43 Eter dietilico Mezclas
44-46 Eter/Acetato etilo(90/10) Mezclas
47-49 Il Eter/Acetato etilo(20/80) | Mezclas
50-57 H Acetato etilo u Mezclas

Tabla II.- Desarrollo de la columna correspondiente a las fracciones 125- 142

del extracto hexanoico de Achillea ageratum L.



111.2.4.2.a.- Resultados

Cromatografia de gases

El cromatograma obtenido se presenta en la figura 19.

S

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

picos detectados (tiempo de retencion y areas relativas) se detallan a continuacion.

Los resultados nos indican que se trata de una mezcla de compuestos donde

hay un componente mayoritario (T = 20,69).

PIC T, _AREARELATIVA (%)
1 7.13 1,38
2 19.18 14,60
3 20.69 47,10
4 23.21 5,18
5 25.95 3,30
6 27.98 3,77
7 30.84 3,67
8 31.84 6,36
9 32.61 5,18
10 33.15 6,59
11 33.71 2,36
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Cromatografia de gases-Espectrometria de masas

Los datos correspondientes a los espectros de masas de los componentes de B
se expresan a continuacion. Los numeros entre parentesis indican la abundancia
relativa en %:

P,: m/z 83(M", 100), 56 (22), 55 (15), 53 (10) (Fig 20).

P,: m/z 222 (M", 11), 204 (58), 189 (47), 161 (77), 122 (67), 109 (100), 95 (70), 81

(87), 55 (59) (Fig 21).

Py m/z 204 (MY, 7), 161 (6), 135 (20), 119 (39), 107 (60), 93 (100), 79 (59), 69 (78),

55 (73) (Fig 22).

P m/z 256 (M, 45), 213 (20), 129 (35), 73 (100), 71 (40), 60 (92) (Fig 23).
P, m/z 300 (M, 26), 285 (100), 239 (90), 197 (32), 141 (17), 91 (10) (Fig 24).
P, m/z 330 (M, 55), 315 (100), 237 (27), 150 (23), 103 (27), 91 (39) (Fig 25).

P, m/z 386 (M, 68), 371 (100), 293 (48), 178 (19), 119 (50), 103 (15), 91 (40), 79

(5), 57 (28) (Fig 26).
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La interpretacion e identificacion de los espectros se realiza por comparacion

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

I11.2.4.2.b.- Discusién de resultados.

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

compuestos:

P,: La medida exacta de la masa, nos da un i6n molecular impar a m/z 83 indicativo de

la presencia de nitrogenos, correspondiente a la formula empirica C;H,N;.

La fuerte intensidad del ion molecular que en este caso se corresponde con el

pico base, es indicativo de aminas ciclicas aromaticas.

Eli6n m/z 56 (M"-27) nos indica la presencia de N unido aromaticamente que
se corresponde con el 16n CH,-C=N"-CH,. A su vez, la presencia de este ion es

caracteristico de los derivados aromaticos pentagonales.
Estos datos junto con los encontrados en la bibliografia nos llevan a la

conclusion de que el compuesto P, es un derivado del imidazol o glioxalina,

concretamente 2-AMINO IMIDAZOL
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P,: El espectro de masas de alta resolucion muestra el ién molecular a m/z 222 al que

corresponde una formula empirica C,5H,, O.

El pico a m/z 204 (M*-18) es caracteristico de la perdida de H,0" e indicativo
de la presencia de un [OH], la pérdida de m/z 15 nos indica la presencia de grupos

metilos.

[C1sHy T
204 |

> CH,

[C1Hp]"



El pico base a m/z 109 se corresponde a la formula empirica [Cg H,;]" indicativa

de la ruptura del anillo pentagonal.

Con estos datos junto con los encontrados en bibliografia proponemos como
estructura de P, el 1H-Cicloprop(e)azulen-4-ol, mas conocido con el nombre de

LOBULOL

P;: El 16n molecular a m/z 204 se corresponde con una formula empirica C,s H,,.

El pico base a m/z 93 es caracterisco de alquenos poliinsaturados y se
corresponde con una formula empirica [C, Hy], y el i6n a m/z 69 [C; Hy]" es también

caracteristica de alquenos.
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Con todos estos datos juntos con los encontrados en bibliografia podemos
proponer como estructura del compuesto P;: 2, 6, 10 trimetil, 2, 6, 9, 11

dodecatetraeno conocido como FARNESENOQ.

P,: El ion molecular de m/z 256 se corresponde com una formula empirica C,s H; O,.

El pico base m/z 73, [C; H; O,] *, es caracteristico de acidos.

La sucesiva pérdida de iones [CH,]", correspondiente a m/z 14 (87, 101, 115,

129, 143,157,171, 185, 199, 213, 227) es caracteristica de una cadena alifatica.

Con estos datos, juntos con los proporcionados con la base de datos

consultada, deducimos que el compuesto denominado P, es el ACIDO

HEXADECANOICO.
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P,: El espectro de masas de alta resolucion nos da un ion molecular a m/z 300, de

formula empirica C,, Hyg O,.

La fragrhentacién de la molécula nos da un pico base a m/z 285 caracteristico
de pérdidas de metilos y un i6n a m/z 239 que se corresponde con la pérdida de un
fragmento de masas 46 que pone de manifiesto la presencia de un grupo carboxilico.

El pico m/z 91 es caracteristico de un anillo aromatico.

Conzsoz
300

I-—-—> CH,

[C1H,50,]

|——> (H,0 + CO)

[Cv18H23]
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Con todos estos datos proponemos como posible estructura del compuesto P,

la del ACID 2.3.4,4A,9, 10, 10A OCTAHIDRO:; 1, 4A DIMETIL; 7(1

METIL ETIL) 1 FENANTRENO CARBOXILICO.

P,,: La medida exacta de la masa nos muestra €l i6n molecular a m/z 330,

correspodiente a la formula empirica C,, H,¢ O.

El pico base a m/z 315 se corresponde a la pérdida de metilos.

La presencia del pico a m/z 119 [C, H,,]" es caracteristico de compuestos
alquil-aromaticos, y los picos a m/z 115 [CoH,]", m/z 91 [C, H,]" y m/z 77 [C,H,] son

también indicativos de la presencia de nicleos aromaticos.

El pico a m/z 79 es tipico de anillos aromaticos con sustituyentes portadores de

hidrégenos.
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Estos datos junto con los encontrados en bibliografia nos orienta a identificar el

compuesto P,, como el 2.4 BIS (DIMETIL, BENCIL) FENOL.

v SO
Q

©

P,,: El 16n molecular de este compuesto a m/z 386 se corresponde con la formula

emptrica Cy, Hs, O.

La pérdida de un metilo da lugar al pico base m/z 371.

La presencia de los iones a m/z 119, m/z 91 y m/z 77 son caracteristicos de

anillos aromaticos.
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CH,
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K=l
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0 —
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La fragmentacion de esta molécula nos hace proponer como posible estructura

del compuesto Py, la del 2.4 BI IMETIL BENCIL), DIMETIL ETIL FENOL.
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El cromatograma en fase gaseosa nos muestra la existencia de cuatro
compuestos que se corresponden con los picos 4, 5, 7'y 8 que no han sido_

indentificados.

Consultando la bibliografia, no hemos encontrado ninguna referencia de que
estos compuestos hayan sido identificados anteriormente en la especie Achillea
ageratum L., aunque si han sido aisladas_.ﬂotros de estructuras quimicas similares, tanto
en esta especie (Vietra, L.M. y col; 1997a; 1997b) como en otras del mismo género,

como por ejemplo 4. ,millefolium (Tozio, T. y col.; 1994).
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II1.2.5.- ESTUDIO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO

Partimos de 4 g de residuo seco del extracto cloroformico, que procedimos a
cromatografiar en columna de gel de silice. La elucion se comenz6 con n-Hexano, para
continuar con Eter dietilico, Acetato de etilo y Metanol, en distintas proporciones,

aumentando de forma progresiva la polaridad.
Se recogieron 175 fracciones de aproximadamente 15 ml cada una, que se

reagruparon segun su comportamiento cromatografico en capa fina. Los resultados se

muestran en la tabla IIL
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B 1-27 l n-Hexano Mezclas
I ,
28-40 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas
(80:20)
41-65 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas
-
(70:20)
66-77 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas
(40:60)
78-85 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas + C
(30:70)
86-115 n-Hexano/Eter dietilico Mezclas + C
| (10:90)
116-129 " Eter/Acetato etilo (80:20) Mezclas + D
130-145 Eter/Acetato etilo (50:50) Mezclas
146-155 Eter/Acetato etilo (30:70) Mezclas
156-165 Eter/Acetato etilo (10:90) Mezclas
166-168 Acetato etilo/Metanol Mezclas
(50:50)
169-175 Metanol Mezclas

Tabla III.- Desarrollo de la columna correspondiente al extracto cloroférmico

de Achillea ageratum L.



I11.2.5.1.- IDENTIFICACION DEL COMPUESTO C

Las fracciones 78-115 se cromatografiaron en capa fina poniendose de
maniﬁestg una mancha de color gris-verdoso al revelar con Oleum, por lo que
procedimos al estudio de dichas fracciones. Mediante cromatografia en capa fina
preparativa de silicagel utilizando como fase movil Hexano/Eter dietilico (30:70)

separamos un compuesto que denominamos C.
II1.2.5.1.a.- Resultados.

- Punto de fusion: 165-167 °C

- Cromatografia en capa fina:

El estudio realizado mediante cromatografia en capa fina en soporte de

silicagel, nos proporcion¢ los siguientes valores de Rf:

n-Hexano/Eter dietilico 0,11 gris verdoso
(70:30)
n-Hexano/Eter dietilico 0,24 gris verdoso
(50:50)
Cloroformo/Acetato etilo 0,66 gris verdoso
(50:50)
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- Espectro U.V. (realizado en cloroformo)

U.V.: A(méax): 203 nm (Fig 27)

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

412 (M, 30), 394 (17), 300 (21), 255 (38), 133 (26), 97 (29), 83 (72), 69 (58),

55 (100), 43 (33) (Fig 28)

- Resonancia Magnética Nuclear:

Se ha realizado un espectro C,, y de protones .

Las asignaciones tentativas del espectro C,; se relacionan a continuacion:
BC-RMN (CDCl,, 500 Hz): & = 140.8 (C-5), 138.4 (C-22), 129.3 (C-23),
121.7 (C-6), 70.8 (C-3), 42.3 (C-13), 42.0 (C-4), 36.8 (C-1), 36.6 (C-10), 31.8

(C-2) (Fig 29)

El espectro de protones se detalla a continuacion:

'H-NMR (CDCl,, 300 Hz):8 = 0.687 (s, 18-H,), 0.842-0.746 (d, 26-H,, 27-H,,
29-H,), 1.001 (s, 19-H,), 1.017 (d, 21-H,), 4.95-5.20 (m, 22-H y 23-H), 5.35

(d, 7 5.18, 6-H) (Fig 30).
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A =203

- Espectro U.V. del compuesto C.

Fig 27
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II1.2.5.1.b.- Discusion de resultadeos.

El punto de fusién y los valores de Rf'y coloraciones obtenidos en los ensayos
cromatograficos realizados con el compuesto denominado C coinciden con los

encontrados en bibliografia para el Estigmasterol (Rubinstein, 1. y col.; 1976) .

El espectro de masas de alta resolucion muestra un i6n molecular a m/z 412 con

una formula empirica C,0H,;O. El pico a m/z 255 es indicativo de monoenos.

La pérdida de masa 111 [C,H,,0] se corresponde con un i6n a m/z 301
caracteristico de la rotura de 3[3-hidroxiesteroles con un radical etilo en el C,,. El pico

base a m/z 55 [C,;H,O]" es caracteristico de la rotura del anillo A.

Todos estos resultados nos orientan a que el compuesto que denominamos C es

el (22E)-stigmasta-S, 22-dien-3p-ol conocido como ESTIGMASTEROQL.

HO
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Consultando la bibliografia, no hemos encontrado ninguna referencia de que
este compuesto haya sido identificado en esta especie , aunque si ha sido aislado en el

género, concretamente de la especie Achillea millefolium.(Chandler, RF. y col.; 1982).
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IIL.2.5.2 - IDENTIFICACION DEL COMPUESTO D

En el estudio cromatografico en capa fina de las fracciones 116-129 se observo

una mancha gris-verdosa al revelar con Oleum. Separamos dicho compuesto (D) por

cromatografia preparativa de silicagel, utilizando como fase movil n-Hexano/Eter

dietilico (40:60).

I11.2.5.2.a.- Resultados.

- Punto de fusion: 139-142 °C

- Cromatografia en capa fina:

El estudio realizado mediante cromatografia en capa fina en soporte de

silicagel, nos proporcion¢ los siguientes valores de Rf y coloracion:

n-Hexano/Eter dietilico 0,07 gris-verdoso
(70:30)
n-Hexano/Eter dietilico 0,20 gns-verdoso
50:50
(50:50) | |
Cloroformo/Acetato etilo 0,62 gris-verdoso
(50:50)
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- Espectro U.V. (realizado en cloroformo)

U.V.: A(méx): 240 nm, 260 nm (s.h.) (Fig 31)

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

414 (M™ 15), 396 (17), 318 (20), 329 (22), 303 (41), 213 (45), 107 (85), 81

(100), 67 (86) (Fig 32)

- Resonancia magnetica nuclear :

Las asignaciones tentativas del espectro C,; se relacionan a continuacion:
BC-RMN (CDCl,, 500 MHz): 8 = 140.7 (C-5), 121.7 (C-6), 71.7 (C-3), 36.1
(C-4),33.9(C-1),33.7(C-2), 31.6-24.3 (C-7, C-11, C-12, C-15, C-16, C-22,

C-23, C-28) (Fig 33).
El espectro de protones se detalla a continuacion:

'H-RMN (CDCl,, 300 MHz): & = 0.676 (s, 18-H,), 0.829 (d, J = 6.8 Hz, 26-

H,), 0.912 (d, J = 6.5 Hz; 21-H,),1.013 (s, 19-H,), 5.38 (m, 6-H), (Fig 34).
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I11.2.5.2.b.- Discusion de resultados

El punto de fusion y los valores de Rf 'y coloraciones obtenidas en los ensayos
cromatograficos realizadas con el compuesto denominado D, coinciden con los

encontrados en bibliografia para el B-Sitosterol (Garg, UK.y Nes, WR.; 1984).

El espectro de masas de alta resolucion muestra un ion molecular a m/z 414 con

una férmula empirica C,,H,,O.

La pérdida de masa 111 (C,H,,0) se corresponde con un i6n a m/z 303

caracteristico de la rotura de los 3f-hidroxiesteroles con un radical etilo en el C-24.

C.H,,0

CaoHy,
303
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El pico a m/z 213 es caracteristico de la presencia de una insaturacion en el

anillo B.
El pico base a m/z 81 es caracteristico de los ciclohexanos.
Todos estos datos junto con la base de datos consultada y con los encontrados

en bibliografia (Kobayashi, M.; 1995) nos permite deducir que el compuesto que

denominamos D es el Stigmast-5-en-3f3-ol conocido como $-SITOSTERQL.

HO

Tras consultar la bibliografia, no hemos encontrado ninguna referencia de que
este compuesto haya sido aislado en la especie Achillea ageratum L., aunque si en otras

especies de este mismo género (A. millefolium) (Chandler, R.F. y col.; 1982).
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11.3.- ENSAYOS FARMACOLOGICOS
m13.1.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD CITOSTATICA

I11.3.1.1.- ENSAYOS EN CULTIVOS DE CELULAS VEGETALES

(Meristemos de Allium cepa L)

Un antimitético es todo aquello que dificulta la division celular, siendo esta una

de las acciones ideales que debe poseer un preparado anticanceroso.

Cuando exponemos una poblacion de células a una sustancia o condicion
antimitotica, sélo podemos determinar en un examen microscopico:
1) Si las células entran o no en mitosis, y

2) En caso de que lo hagan, si su proceso hacia la telofase es normal o no.

El material experimental mas apropiado es una poblacion sincronizada de células
que pueden ser estudiadas rapidamente en lo que se refiere a la respuestas a distintos
agentes en diversos estadios del ciclo. Se han obtenido bastantes éxitos con células en
cultivos de tejidos, en los que se destacan los meristemos radiculares de las plantas
(Wilson, G.B.; 1969).

LEVANy LOTFY en 1994 introdujeron el empleo de raices 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 A/lium cepa L. var.
denominada "francesa" , debido a su facil manejo, su gran produccion de raices, y por

presentar dichos meristemos un nimero elevado de células en division.

H1.3.1.1.a.- Condiciones generales de la experiencia

Los ensayos se realizaron con los extractos hexandicos y cloroformico de Achillea

ageratum L., a diferentes concentraciones, comparando en cada caso con un control.

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

tamafio medio y peso comprendido entre 20-40 g.

~Cultivo celular

Los bulbos se cultivaron en tubos de vidrio de aproximadamente 70 mL de
capacidad, con agua filtrada mediante un depurador de agua Brawn 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 aislo 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 sdlo sus bases
permanecieron sumergidas en agua, manteniéndose asi, hasta que sus raices alcanzaron

una longitud de 2-3 cm.
-Tratami

Se realizo trasladando los bulbos con raices desarrolladas a otros recipientes de
cultivo conteniendo las disoluciones a ensayar. Este momento se consider¢ "tiempo cero”

o "tiempo de iniciacion de las pruebas”.

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

mantuvo el sistema de aireacion mediante burbujeo.

- Fijacié incion

Transcurridos los tiempos de tratamiento, tomamos mediante pinzas 3-4 raices de
cada bulbo y se fijaron inmediatamente en la solucion Carnoy (etanol/ absoluto/ acido

acético 3:1) (Wilson; 1971). Se procur6 siempre elegir raices bien desarrolladas, que no

presentaron anomalias morfoldgicas visibles, y de un tamafio medio.
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Todas las pruebas se realizaron con un minimo de tres bulbos, fijandose un minimo

de seis raices a cada uno de los tiempos indicados.

La tincion se efectué mediante la técnica de TJIO y LEVAN con orceina ac€tico-

clorhidrica (Tjio y Levan; 1950).

Orceina (Merk)..........cocooooiiiiin . 2g
Acido acético glacial. .......... e 45 mL
Aguadestilada cs.p.........cooiii 100mL

Para preparar el colorante, la orceina se adiciona al acido acético glacial y se lieva
a ebullicion a reflujo durante 10 minutos. Dejamos enfriar a temperatura ambiente y
afiadimos agua destilada hasta completar 100 mL; después de 12 horas de reposo se filtra.

La solucion de orceina, asi obtenida, tiene una concentracion de 2 %.

La " solucion de trabajo" se obtiene afiadiendo una parte de acido clorhidrico

1 N por cada nueve de la solucion descrita anteriormente.

Las raices previamente fijadas, se colocan en un vidrio de reloj con solucion
colorante hasta cubrirlas totalmente. A continuacion se calienta a la ilama de un mechero

de alcohol, sujetandolo con unas pinzas espatuladas y haciendolo girar suavemente
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Se establece mediante el siguiente cociente:

n° células en division

M= x 100

n° células totales
El indice de fase (LF.) expresa el nimero de células observadas en cada una de las
fases mitoticas, por cada 100 células meristematicas en curso de division.
Se establece por el cociente siguiente:

n° células en una fase determinada

IF = x 100

n° de células en division

En todos los casos, estos indices se determinaron contando un niimero variable de

células, que siempre fue superior a 2000.
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II1.3.1.1.b.- Muestra ensayadas

Las muestras ensayadas han sido los residuos secos procedentes de los extractos

hexanoico y cloroférmico de la sumidad florida de la especie Achillea ageratum L.

-Tr ien recu 10

Las dosis ensayadas han sido 0,25 y 0,5g der.s./ 100 mL de agua filtrada.

En todos los casos, las raices se fijaron a las 4, 8, 24, 48 y 72 horas de
tratamiento. Antes de iniciar los tratamiento, se recogieron raices que fueron fijadas como

prueba control.

La recuperacion del .M., prueba necesaria, en caso positivo, para comprobar la
reversibilidad del efecto nocivo ejercido sobre las raices, se determind a continuacion del
tratamiento de las 24 horas. Para ello, una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se
colocan los bulbos en contacto con el medio normal de cultivo, el cual se mantiene durante
10, 12, 14 y 16 horas. El tiempo se eligio basandonos en las experiencias deL 0pez-Saenz
y col. (Lopez-Saenz, I.F. y col.; 1966) que fijan el tiempo de duracion del ciclo celular

entre 13-14 horas.
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II1.3.1.1.c.- Resultados.

Los valores de los indices mitoticos e indices de fase obtenidos con los extractos
hexanoicos, a las diferentes dosis, se presentan en las tablas IV y V, y los correspondientes

a los extractos cloroférmicos en la tabla VI 'y VIL
Las tablas VIII y IX muestran los valores de IM. e LF. a las 24 horas de
tratamiento y posterior recuperacion, correspondientes a los extractos hexanoico y

cloroformico.

La representacion grafica de estos resultados se muestran en las figuras 35, 36 y

37.

En las figuras 38 y 39 se observa las células meristematicas de Allium cepa antes

y después de 72 h de tratamiento con el extracto hexanoico (2,5 mg r.s./ ml).

La figura 40 muestra la inhibicion producida en la mitosis con la dosis de 2,5 mg

r.s. / ml del extracto clorofomico, a las 72 h de tratamiento.
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Tiempo

Células

Células

Tratamiento Totales Division .M. Prof. Metaf. Anaf. Telof. IFp IFm IFa IFt
Control 2178 204 93 | 114 33 14 43 55,88 | 16,17 | 6,86 | 21,07
4h 2231 134 578 | 65 32 15 22 485 | 2388 | 11,19 | 16,41
8h 2040 116 568 | 54 32 14 16 46,55 | 27,58 | 12,06 | 13,79
24 h 2158 108 504 | 41 32 20 15 37.96 | 2962 | 1851 | 1388
48 h 2456 109 443 | 24 35 25 25 2202 | 32,11 | 2293 | 22,93
72 h 2344 57 2,43 9 36 3 9 15,78 | 63,15 | 526 | 15,78

Tabla IV.- Valores de I.M. e I.F. a distintos tiempos de tratamiento,

correspondientes al Extracto Hexanoico de A. ageratum L.
(Dosis: 2.5 mg r.s./ml)




Tiempo

Células

Células

Tratamiento Totales | Divisién .M. Prof. Metaf. Anaf. Telof. IFp IFm iFa IFt
Control 2178 204 9,3 114 33 14 43 55,88 | 16,17 6,86 21,07
4 h 2172 95 4,37 45 7 16 27 47,36 7,36 16,84 | 28,72
8 h 2075 45 2,16 9 0 6 30 20,01 0 13,33 | 66,66
24 h 2100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 h 2257 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 2030 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla VII.- Valores de |.M. e |.F. a distintos tiempos de tratamiento,

correspondientes al Extracto Cloroférmico de A. ageratum L.

(Dosis: 5 mg r.s./ml)




Tr;i:gi‘;to ?ft':l'j: gf/'::gf\ (M. | Prof. | Metaf | Anaf. | Telof | IFp | IFm | IFa | IFt
Control 2433 304 111 | 196 | 35 2 43 | 6447 | 1151 | 986 | 1414
24 h 2285 8 003 | 20 13 7 3 | 5063 | 3421 | 526 | 7.89

10 h 2597 89 348 | 63 11 3 g | 7078 | 12,35 | 7,86 | 898
12h 2143 76 342 | 55 13 8 5 | 7236 | 17.056 | 35 | 6,57
14h 2200 94 427 | 66 8 8 12 | 7021 | 85 | 85 | 1276

16 h 2211 160 723 | 115 | 17 30 50 | 7187 | 1062 | 501 | 125

Tabla VIIl.- Valores de I.M. e I.F. a distintos tiempos de tratamientos y porterior recuperacion
correspondientes al Extrato Hexanoico de A. ageratum L.
(Dosis: 5 mg r.s./ml)
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Fig 35.- Variacion del I.M. en funcién del tiempo de tratamiento
del Ext° Hexanoico de A. ageratum.
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Fig 36.- Variacion del .M. en funcién del tiempo de tratamiento
del Ext® Cloroférmico de A. ageratum.
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~ECI (2,5 mg/mi)
]-«?@ECI (5 mg/mi)




-+ Control
~EH (5mg/ml)
*=ECI (5mg/ml)

0 24 trat. 10 12 14 16
Tiempo (horas)

Fig 37.- Variacidn del I.M. tras 24 horas de tratamiento

y posteror recuperacion de los Ext® Hexanoico (EH) y Cloroférmico(ECI)
de A. ageratum (5mg/mi).




Fig 38.- Células meristematicas de Allium cepa correspondientes a la preparacion
control (20 X 1,2).



Fig 39.- Células meristematicas de Allium cepa a las 72 h de tratamiento con el extracto
hexanoico (5 mg r.s./ml) (20 x 1,2).

Fig 40.- Células meristematicas de Allium cepa a las 72 h de tratamiento con el extracto
cloroférmico (5 mg r.s./ml) (20 x 1,2).



11.3.1.1.d.- Discusién de resultados

Los extractos hexanoico y clorofémico de Achillea ageramum L. originan un
descenso del LM. a medida que se prolonga el tiempo de tratamiento, siendo este mas
marcado a la dosis mas alta ensayada (5 mg/ml) con la que se alcanza el LM. =0 a las
24 h de tratamiento. Sin embargo, esta total inhibion del desarrollo celular también se
consigue con la dosis de 2,5 mg/ml del extrato clorofomico. Esta accion tan marcada
puede ser atribuida al contenido en derivados terpénicos de dichas muestras, compuestos
que ya han sido descrito con esta accion (Knoshima, T. Y col.; 1995) (Kaminaga, T. Y

col; 1996) (Ahumada, M.C. y col.; 1997) (Yasukawa, K. Y col.; 1998).
La detencion provocada en la mitosis se restablecid con los dos extractos
ensayados, después de someter las raices a tiempos variables de recuperacion en agua,

pero sin alcanzar en ningun caso el valor inicial.

Durante todo el tratamiento las células presentaron un aspecto normal, sin

deformaciones protoplamaticas, ni alteraciones nucleares.
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I11.3.1.2.- ENSAYOS EN CULTIVOS DE CELULAS ANIMALES

(Linea celular HEp-2 y Mc Coy)

A menudo es necesario determinar la proporcion de células viables en una
poblacion, ya sea, como un paso en el control de 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 de una linea celular con una droga

citotoxica o un anticuerpo (Freshney, R. I; 1983).

I11.3.1.2.a.- Condiciones generales de la experiencia

- Cultivos utilizados. Preparacion de subcultivos.

Ensayamos la actividad citostatica frente a las lineas celulares: HEp-2 y Mc Coy
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 inoculacion, 24 horas, 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. Para dispersar las células se

utilizé una solucion de tripsina-verseno (T-V) previamente calentada a 37 °C (para
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favorecer la accion enzimatica de la tripsina), lavamos la monocapa con 5 mL de dicha
solucion 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
7 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 continuacion se afiaden 8 mL del medio de crecimiento
"medio esencial minimo de Eagle" (M.EM.) y se dispersa el masa celular. Posteriormente
resuspendemos el células en 30 mL de M.E. M. y tomamos una pequefia muestra para
realizar un contaje y asi saber el nimero de células para poder disponer del nimero de
frascos y cantidad de medio que sea necesario. Ajustamos dicha suspension celular a
100.000 cél/mL afadiendo la cantidad necesaria de M.E.M. Por dltimo, distribuimos la
células en frascos de 25 cm? de superficie y 50 mL de capacidad, a razon de 5 mL por

frasco, incubamos a 36 °C durante 24 horas para la obtencion de una monocapa continua.

Las caracteristicas de las células estan recogidas en Jas tablas X y XI.
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- Inoculacion de las muestras.

Todas las muestras antes de ser inoculadas, se esterilizaron por filtracion a través
de una membrana Millipore de 0,22 p.

Se inocul6 0,5 mL de la muestra a ensayar (tanto para las muestras problemas
como patron) en cada frasco que contenia 5 mL del medio de crecimiento, dejando\\
siempre frascos controles.

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

- Determinacién de la concentracién de las proteinas celulares.

Antes de la determinacion de las proteinas celulares, sometemos el cultivo a un
proceso de purificacion. Para ello, eliminamos el medio una vez transcurridos las 72 horas
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 afadimos 5 mL de MEM. y
centrifugamos 10 minutos a 200 r.p.m.. Recogemos el precipitado y lo lavamos con 10 mL
de PBS (tampon fosfato, pH 7,2) con el fin de eliminar los aminoacidos que quedan en el
medio. Centrifugamos durante 10 minutos. E! precipitado se resuspende nuevamente en

1 mL de PBS y asi lo empleamos para hacer la determinacion proteica.
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Dicha determinacion se realizo por el método colorimétrico descrito por
BRADFORD (Bradford, M.M.; 1976); basado en la observacion de que el colorante
"azul brillante de Coomasie" puede presentar coloracion roja o azul segin esté libre o
unido a proteinas, dando méaximos de absorcion a 465 nm y 595 nm respectivamente
(Reisner, A.H. y col ; 1975).J
El complejo proteina-colorante tiene un alto coeficiente de extincion molar, por lo que la
técnica puede detectar ug de proteinas. La unién a proteinas se realiza en un corto espacio

de tiempo (2 min) y el color es estable durante 1 hora aproximadamente.

El reactivo utilizado es BIO-RAD (Gimb H).

La determinacion se realizo en tubos de vidrio de 10 mL, cada uno de los cuales

contenia:
Tubo n° I 1 1m 1v Vv VI
Standard albumina (uL) - 20 40 60 70 -
Triton X-100 1% (uL) 10 10 10 10 10 10
Agua bidestilada (uL) 9 70 50 20 20 85
Solucion a valorar (pL) - - - - - -
Reactivo (mL) 1 1 1 1 1 1
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El standard de albimina se prepar6 a una concentracion de 100 pg /mL , por lo

que las cantidades de proteinas en cada tubo correspondian a:

Tubo n° I 1 m IV V VI

u g Albamina 0 2 4 6 7 -

Después de mezclar bien el contenido de todos los tubos, se dejan a temperatura
ambiente durante 3-5 minutos, y a continuacién medimos las absorbancias a 595 nm en
un espectofotometro PERKIN ELMER lambda 3.

Todas las determinaciones fueron dobles.

Con los valores obtenidos para las soluciones de albiiminas, 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 fue:

y = 0,00651 x - 0,00875.

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

partir de esta ecuacion.

Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion del crecimiento celular

frente al control.



- Fijacién y tincion del cultivo celular.

Se realizo para observar la morfologia caracteristica de las células cultivadas y asi

poder detectar la posible presencia de trasformaciones.

Previamente a la fijacion del cultivo, decantamos el medio de crecimiento de las
células (una vez transcurrido el periodo de incubacioén) y lavamos con solucion-salina

tamponada (P.B.S) a 37 °C.

Fijamos con alcohol etilico del 70 % durante 24 horas, donde se mantiene hasta

el momento de hacer la tincion, que se llevo a cabo con Hematoxilina-Eosina.

Para ello lavamos (2 veces) con agua destilada y tratamos con Hematoxilina de
Harris (Difco), durante 3 minutos, y a continuacion con carbonato de litio unos minutos
més (hasta que aparezca un cambio de coloracion de morado a azul). Volvemos a lavar
(dos o tres veces mas) y mantenemos el agua durante 5 minutos. Decantados nuevamente,
tratamos con Eosina (Difco) durante 20 segundos, se vuelve a decantar y lavamos

seguidamente con agua.

Las preparaciones, mantenidas en glicero-gelatina, se observaron y fotografiaron

con un equipo microfotografico Olimpus BH.
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Células procedentes de carcinoma

epidermoide de laringe de un hombre

Establecida adulto, establecidas por A.E. Moore,
L. Sabachewshy y A-W. Toolan en
1952 (Cancer 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 Eagle + suero bovino

fetal 5 % + solucion penicilina-

estreptomicina (5000 U/mL- 5000 pg/ml)

2%

Cambio de cultivo

Diarios a partir del tercer dia de siembra

T® de incubacion

36°C

Tabla X .- Caracteristicas de la linea celular HEp-2.




Células procedentes del fluido sinovial

de la articulacion de rodilla de un

Establecida paciente con artritis degenerativa,
establecidas por Pomerat y col. (Z.
Zellforsch, 47 ,158-174; 1957).

Morfologia Predominio de leucocitos

polimorfonucleares.

N° modal de cromosomas

Subcultivos

Cada tres dias

Tiempo de tripsinizacion

0,2 %; aproximadamente 5 minutos

Medio

Medio esencial minimo de Eagle +
aminoacido no esenciales+ BBS Earle

90 % -+ suero bovino fetal 10 %

Cambio de cultivo

Diarios a partir del tercer dia de

siembra

T° de incubacion

36 °C

Tabla XI .- Caracteristicas de la linea celular Mc Coy.




111.3.1.2.b.- Muestras ensayadas.

- Extractos hexanoico y clorofémico.

Las dosis a ensayar se tomaron de acuerdo con los protocolos dados por el
National Cancer Institute (N.C.I.) (Anon, P; 1962) (Geran, R1. y col; 1972) que
recomienda la dosis maxima de 30 pg r.s/mL como DE;, para los extractos vegetales
en estos cultivos celulares . Como patron se utilizo 6-Mercaptopurina a la dosis de 0,5

pgr.s./mL .

Una vez inoculados los frascos de cultivo con las cantidades correspondientes para
obtener las concentraciones anteriormente indicadas, se incubaron a 36 °C durante 72

horas.

A continuacién, y previa purificacion, se procedié a la determinacion de las
proteinas celulares por el método colorimétrico de BRADFORD, expuesto en el apartado

IM1.3.1.2.a

- Com islados: Esti terol, §-Si rol v o-Amirina.

Las dosis de 4, 6 y 8 pug r.s./mL se seleccionaron en base a que el N.C.I
recomienda una dosis méxima de 6 pg r.s./mL como DE;, para principios activos, en

estos dos cultivos celulares.
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Para facilitar la disolucion, al ser compuestos poco solubles en agua, se afiadid

Tween 80 en una proporcidn no superior al 10 %.

Estas soluciones fueron medidas frente al control y a la solucion patron de

6-Mercaptopurina.

I11.3.1.2.c.- Resultados.

Los valores de absorbancia de las muestras, sus equivalentes en pg de proteinas,
y los porcentajes de inhibicion del crecimiento celular frente al control para cado uno de
los extractos ensayados con respecto a las células HEp-2 se recogen en la tabla XII 'y los

correspondientes a los cultivos de células McCoy en la tabla XTII.

Las tablas XIV y XV muestran los valores de inhibicion obtenidos al tratar los

cultivos celulares Hep-2 y Mc Coy con los compuestos aislados.

La representacion grafica de estos resultados se muestran en las figuras 41, 42, 43 y 44.

Las figuras 45 y 46 corresponden a culturas controles de células de Hep-2 y Mc

Coy respectivamente. En la figura 47 se observa las células Hep-2 después del tratamiento

con el extracto hexanoico (15 pug) y en las figuras 48 y 49 dichas células depués de

tratarlas con -Sitosterol (8ug) y la a-Amirina (4pg) respectivamente.
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. Concentracién Inhibicién .
Dosis (ug/ml) Abs (595 hm) proteinas (ug) Celular (%) Dl
Control - 0,074 = 0.001 11,38 -
6- Mercaptopurina 5 0,014 + 0,008 4,26 52,85
*k%
Ext® Hexanoico 30 0 0 100
*kk
15 0,031 £ 0,009 52 85,44 8,47
* %
5 0,050 + 0,019 7,95 30,13
*
Ext® Clorofémico 30 o} 0 100
* k%
i5 0,057 = 0,011 9,3 91,87 11,35
* %k
5 0,063 + 0,020 9,79 13,94
n.s.

** p<0,01 * p<0,05 n.s. no significativo
Tabla XlI.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los Extractos Hexanmco y Cloroférmico

de A, ageratum a distintas dosis en las células HEp-2.




Concentracién Inhibicién
Dosis (ug/mi) Abs (595 nm) proteinas (ug) Celular (%) DI
Control - 0,115 + 0,006 18,77 -
6- Mercaptopurina 5 0,059 % 0,0028 10,49 44 11
* %
Ext°® Hexanoico 40 0,033 + 0,0018 6,35 66,16
*
30 0,052 + 0,0070 9,41 49,86 26,5
n.s.
20 0,074 + 0,0041 10,15 45,9
n.s.
Ext° Clorofédmico 40 0.041 + 0.0010 7,35 60,79
* %k
30 0,079 = 0,0031 10,79 42,47 34,23
*
20 0,1038 £ 0,005 14,61 22,16
n.s.

** p<0,01 * p<0,05 n.s. no significativo
Tabla Xlil.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los Extractos Hexanoico y Cloroférmico

de A. ageratum a distintas dosis en las células Mc Coy.



Concentracion

Inhibicion

n.s.

Dosis (ug/ml) Abs (595 nm) proteinas (ug) Celular (%) Di s
Control - 0.095 £ 0.001 18,77 -
6- Mercaptopurina 5 0.014 £ 0.0080 4,25 52,85
Estigmasterol 8 0,042 + 0,0021 7,78 27,82
8 0,077 £ 0,0041 13,16 0 10,39
4 0,092 + 0,0015 15,46 0
R-Sitosterol 8 0,019 £ 0,0070 4,25 60,52‘_.‘
6 0,071 + 0,0073 12,24 23,1 7,43
n.s.
4 0,103 £ 0,0060 17,15 0
o-Amirina 8 0,007 + 0,0067 242 77,55
6 0,044 £ 0,0083 4,11 61,87 5,65
4 0.018 + 0.0029 8,1 24,86

** n<0,01 * p<0,05 n.s. no significativo
Tabla XIV.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los compuestos aislados de

A. ageratum a distintas dosis en las células HEp-2.




Dosis (pug/ml) Abs (595 nm) g?oqgiennat;a(ciigr)] c'g:ﬂ:’;f'ﬁz) DI so
Control - 0,115+ 0,006 18,77 -
6- Mercaptopurina 5 0,059 + 0,0028 10,49 44,11
.
Estigmasterol 8 0,050 £ 0,0018 9,02 51,94
ik
6 0,057 + 0,0056 10,17 45,81 7,19
4 0,089 + 0,0098 15,09 19,56
n.s.
f3-Sitosterol 8 0,037 £ 0,0064 7,05 62,43
6 0,058 + 0,0031 10,17 45,85 6,14
-
4 0,065 + 0,0072 11,45 38,99
o-Amirina 8 0,023 + 0,0034 4,88 74
6 0,036 + 0,0052 6,68 63,4 4,5¢
o
4 0,059  0,0076 10,41 44,53

** p<0,01 * p<0,05 n.s. no significativo
Tabla XV.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los compuestos aislados de

A. ageratum a distintas dosis en las céluas Mc Coy.
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Fig 41.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los Extractos
Hexanoicos y Clorofémico de A. ageratum a distintas dosis en las células HEp-2.
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Fig 42.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los compuestos

de A. ageratum a distintas dosis en las células HEp-2.
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Fig 43.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los Extractos
Hexanoicos y Clorofédmico de A. ageratum a distintas dosis en las células Mc Coy.
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Fig 44.- Valores obtenidos en las pruebas realizadas con los compuestos

de A. ageratum a distintas dosis en las células Mc Coy.




Fig 46.- Cultivo control de células Mc Coy (20 x 1,2).




Fig 48 .- Células Hep-2 tratadas con B-Sitosterol a la dosis de 8 pg (10 x 1,2).



Fig 49.- Células Hep-2 tratadas con a-Amirina a la dosis de 4 ug (20 x 1,2).
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Fig 51.- Células Mc Coy tratadas con B-Sitosterol a la dosis de 4 pg (40 x 1,2).




I11.3.1.2.d.- Discusion de los resultados.

La actividad citostatica obtenida con los dos extractos estudiados, frente a las dos
lineas celulares ensayadas, es mas acentuada frente al cultivo celular Hep-2, obteniendose
en este caso unas Dy, inferiorés z;las recomendadas por el Instituto Nacional del Cancer
de Estados Unidos (IN.C.) (Geran, R.1 y col.; 1972) para extractos de plantas; donde las
dosis deben ser igual 0 menor 30 pg /ml en uni primer ensayo y menor de 20 pg/ml en un

segundo ensayo, para considerar estos ensayos potencialmente citotoxicos.
De todos los compuesto ensayados solo a-Amirina presenta una DI g, inferior a
la recomendada por el IN.C. para compuestos puros, siendo ligeramente mas activa

frente a células Mc Coy.

Tdo esto, nos hace pensar en la posibilidad de que otros compuestos existentes en

el extracto puedan contribuir a las actividad citostatica de Achillea ageratum L.
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I11.3.2.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

Desde el siglo I (Font Quer, 1990) hay datos referentes a la utilizacion de esta
especie como antiinflamatorio en medicina popular. Esto unido, a que los extractos
hexanoicos y cloroférmicos son ricos en esteroles y triterpenos, es lo que nos ha inducido
al estudio de esta actividad.

Para ello, de las numerosas técnicas de valoracién de principios con actividad
antiinflamatoria hemos seleccionado los mas interesantes, realizando métodos de estudio

"in vivo" e "in vitro".



I11.3.2.1.- METODOS DE ESTUDIO "IN VIVO".

N1.3.2.1.1.- EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR CARRAGENINA

Se ha elegido el método propuesto por Winter (Winter, NW v col; 1962), que
es una técniqa preliminar que nos permite valorar la actividad a.ntiinﬂamatoria sobre un
modelo de inflamacion aguda , ya que la utilizacion del pletismometro de mercurio permite
una rapida y reproducible determinacion cuantitativa de la reaccion inflamatoria

consecuente a la inyeccion subplantar de carragenina en la pata de la rata.

La carragenina es un mucopolisacarido 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 mas facilmente reproducible el resultado; ademas
de la correlacion existente entre las dosis utilizadas a nivel de laboratorio y clinico

(Otterness, 1.J. y Gans, D.J. ; 1988).

La determinacion cuantitativa del edema de la pata de la rata se efectua mediante
un pletismometro de mercurio de LENCE (Lence, P. ; 1962), especialmente disefiado para
medir el volumen de la pata. Se marca con tinta la pata de la rata a nivel del maledlo 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 1, 3 y 5 horas posteriores a la misma.

Se calcula en cada caso, el porcentaje de inflamacion en relaciéon con el volumen inicial.
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La carragenina produce una reaccion inflamatoria de tipo bifasico (CooK, L. et al;
1957), es decir, durante la primera hora tras su administracion se eleva rapidamente debido
al trauma de la inyeccion (Di Rosi, M. y col. ; 1971) (Doherty, M.A_ y Robinson, L.M,;
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 liberacion de los mediadores de la inflamacion,
histamina y serotonina. Por el contrario, la segunda parece deberse a la liberacion de

quininas.

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

tres horas.
Pero el efecto inflamatorio se mantiene hasta transcurridas seis horas desde la

administracion, ya que la migraciéon de leucocitos al lugar de la inflamacion libera una

prostaglandina que colabora con la permanencia del edema.
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II1.3.2.1.1.a.- Condiciones generales de la experiencia
Se han utilizado ratas de la 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 inyeccion de 0,1 mL de una suspension de

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

Una hora antes de la inyeccion del agente flogdgeno se procede a la administracion

de los extractos a ensayar por via oral.

Para facilitar la disolucién en solucion salina fisiologica de los extractos insolubles

en agua, se ha utilizado Tween 80 en una proporcién no superior al 10 %.

Al lote control se le administro solucion salina fisiologica (10 mL/Kg animal) con

Tween 80.

El antiiflamatorio seleccionado como patrén ha sido Indometacina, administrada

a una dosis de 25 mg/Kg animal.
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I11.3.2.1.1.b.- Muestras y dosis ensayadas
* Extracto hexanoico de Achillea ageratum L. a las dosis de 250, 500 y 750 mg/Kg
de animal.

* Extracto cloroformico de Achillea ageratum L. a las dosis de 250,500 y 750

mg/Kg de animal.

I11.3.2.1.1.c.- Resultados

El porcentaje de inhibicion del edema para cadaensayo se determina por la

expresion:

(V, -V, ) control - (V, - V, ) muestra

% Inhibicion = x 100

(V,-V,) control

(LANHERS, M .C. ycol.; 1992)

V, = Volumen antes del tratamiento con carragenina.

V, = Volumen de la pata a las 1, 3 y 5 horas después de la administracion de la

carragenina.
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Las dosis efectivas 50 (DE,,) se han calculado mediante el analisis de Probit .

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas XVI, XVII y XVIII y se

representan graficamente en las figuras 52 y 53.
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* p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Tabla XVI.- Actividad antiinflamatoria del extracto hexanoico de A. ageratum

dek

*k

Dosis Variacion del Volumen (mi) Inhibicién del edema (%)
(mg/kg animal) Vo 1h 3h 5h 1h 3h 5h
Control - 1.60 £ 0.01 2.01+£0.04 2.77 £0.08 2.80+0.11 - - -
Indometacina 25 1.40 £ 0.07 1.60+£0.03 1.60 £ 0.04 1.65 £0.005 67,2 75,9 69,14
Ext® Hexanoico 250 1.72 £ 0.03 2.09 £ 0.009 2.60 +£0.02 2.74 £ 0.006 0 27,21 16,39
500 1.93 £0.01 1.83 £0.07 1.99 £ 0.05 2.031+0.06 1,46 51,45 50,1
el n.s. b n.s.
750 1.50 £ 0.02 1.87 £0.028 1.95+£0.025 2.02+0.02 8,29 61,7 56,33




% Inhibicién

|==EH 250
- EH 500
EH 750
- Indometacina

Tiempo (h)

Fig 52.- Actividad antiinflamatoria del extracto hexanoico (EH) de A. ageratum
a distintas dosis a lo largo del tiempo.
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Fig 53.- Actividad antiinflamatoria del Ext°® Clorofémico (ECI) de A. aqeratum

a distintas dosis a lo largo del tiempo.




111.3.2.1.1.d.- Discusién de resultados

Los dos extractos ensayados, hexanoico y cloroformico, muestran actividad
antiinflamatoria, siendo mucho mas acusada en el caso del extracto cloroférmico con la

dosis mas alta ensayada.

El extracto hexanoico se muestra mas activo tres horas después del tratamiento, con
una DE,; de 544,16 + 17,11 mg r.s./ml. Sin embargo, en el caso del extracto cloroformico
el efecto méaximo se produce a las 5 horas de tratamiento con una DE,, de 87,71 + 11,07

mgr.s./ml.

Segtin estos resultados, el extracto hexanoico podria ejercer, en parte, su actividad
sobre la 2* fase de la inflamacion aguda. Esta es inducida por la liberacion de mediadores
como prostaglandinas, proteasas, bradiquininas y enzimas lisosomales, con lo cual el
mecanismo de accion pudiera estar relacionado con la inhibicion de la liberacion de algunos

de estos mediadores.

Sin embargo, en el caso del extracto cloroformico, al presentar una mayor actividad
ala 5" hora después del tratamiento, su mecanismo de accion podria estar relacionado con
la migracion leucocitaria, ya que los leucocitos liberan en el lugar de la inflamacién

prostaglandinas que colaboran con la permanencia del edema (Vinegar, R. Y col.; 1987).
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11.3.2.1.2.- EDEMA AURICULAR INDUCIDO POR ACETATO DE
TETRADECANOIL FORBOL (TPA) Y ACIDO ARAQUIDONICO (A4)

(Paya, M. y col.; 1993). -

El edema es un fendmeno caracteristico de la reaccion inflamatoria aguda, para su
evaluacion y estudio uno de los métodos mas utilizados es el "test del edema “auricular de
raton". Este modelo "in vivo" es de gran utilidad para valorar la actividad antiinflamatoria
topica, permite ademas evaluar el acumulo de neutréfilos que accede a la zona dafiada, a

partir de los homogenados de las orejas de raton.

El test del edema auricular inducido por 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA)
y éacido araquidonico (AA) permite valorar la actividad de inhibidores de las vias
cicloxigenasa (CO) y lipoxigenasa (LO) en un modelo "in vivo", ya que , inhjbidorés dela
via 5-LO son generalmente mas efectivos frente al edema inducido por AA (Calixto, J.B.
y col; 1991) y aquellos que son inhibidores de la via CO son mas efectivos frente al

inducido por TPA(Carlson, R.P. y col.; 1985).
El edema que se produce tras la aplicacion de AA (Fig.-54) es debido a una rapida

generacion de PGE, y LTC, /D,. Transcurridos 30 min., se produce una intensa migracion

de neutrofilos que alcanza el maximo a la hora, momento en el que el edema es maximo.
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El TPA (Fig.-55) (Krauter, G. y col.; 1996), es un agente promotor aislado del
aceite de Croton (Croton tiglium) (Hecker, E ; 1968) (Van Duren, B.L.; 1969), que induce
la liberacion de acido araquidénico causando, el acumulo de PGE, yA la aparicion del edema

(Hara, H. y col.; 1992) (Miyake, A. y col.; 1993).

La estimulacion de las células epidermiales con TPA o ionéforos de calcio produce
una fosforilacién y consecuentemente una disminucion en la regulacion del receptor,

permitiendo algunas respuestas proliferativas a la respuesta del antigeno.

El TPA puede inhibir la frecuencia repetitiva de Ca®>* del transito de células
separadas, esto puede ser explicado por la accion inhibitoria de la PKC en el sitio

intracelular que se relaciona con este cation (Fig.-56).

Aunque suene paradojico, el papel del feed-back negativo puede extenderse a largo
plazo en respuestas como la proliferacion celular; ya que el receptor para el crecimiento
epidermial (EGF) ha mostrado repetidamente estar fosforilado por PKC, tanto in vivo como

in vitro (Nishizuca, Y.; 1988).
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_COOH

Fig 54.- Estructura del acido araquidonico.

R,: -(CH,),,-CH;

R,: CH,

Fig 55.- Estructura de 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (Krauter, G.y col.; 1996).

Control feedback negativo
[(on 7 Ca™ ATPasa
! @ ¢{Unién al * @ . . A
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1 RGN PRC e — @)
L Activacién :
L_JTPA : subcainea ;
Factor de o @ -------------------------------------------------------------------------
trecimiento epidermal 1 Control feedback negativo (de baja regulacién)
>

0

Fig 56.- Modelo de accion dual de PKC y de TPA (Nishizuca, Y.; 1988).



.111.3.2.1.2.a.- Condiciones generales de la experiencia

Se han utilizado ratones de raza Swiss machos y hembras de aproximadamente 20-

30 g de peso correctamente alimentados, los cuales fueron agrupados en lotes de seis.

La inflamacion es provocada por la aplicacion topica de TPA (1 mg / 8ml acetona) -
o de AA (100 mg / ml acetona) ayudandonos con una micropipeta, (iepositando en cada
caso 10 uL del agente irritante en la superficie externa e interna de la oreja izquierda del
raton, de tal modo que la cantidad final sea de 2,5 ug / oreja para el TPA y de 2,0 mg

/oreja en el caso del AA.

La adminitracion de las muestras a ensayar es diferente dependiendo del agente
flogbgeno. Se administra simultaneamente o inmediatamente después en el caso de que el
irritante sea el TPA, o bien 30 minutos después en el caso de que la fuente de inflamacion

sea el AA.

Todas las muestras se disolvieron en acetona, por ser un disolvente de suficiente

volatilidad e inerte farmacologicamente en relacion al proceso inflamatorio

Transcurridos 4 horas de la aplicacion de TPA (Paya, M. y col.; 1993) 0 90 minutos
de la del AA (Griswold, D.E. y col.; 1987), los animales son sacrificados por dislocacion
cervical y, con ayuda de un sacabocados, se corta una porcion circular central de la oreja

inflamada e idénticamente otra de la oreja no inflamada, que posteriormente pesaremos para
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evaluar el edema producido.

1I1.2.1.2.b- Muestras y dosis ensayadas

El ensayo con TPA se ha realizado con:

* Ext°® hexanoico de Achillea ageratum L. a las dosis de 1, 3 y 5 mg/ oreja.

* Ext® cloroformico de Achillea ageratum L.a las dosis de 1, 3 y 5 mg/ oreja.
* Estigmasterol a la dosis de 0,5 mg/oreja.

* B-Sitosterol a la dosis de 0,5 mg/oreja.

En el ensayo con AA se ha utilizado:
* Estigmasterol a la dosis de 0,5 mg/oreja.

* B-Sitosterol a la dossis de 0,5 mg/oreja.

Las dosis han sido seleccionadas segiin Paya (Paya , M. y col.; 1993).

En ambos casos como patron se ha seleccionado Indometacina a una dosis de 0,5

mg / oreja, y ademas en el caso del ensayo del AA se ha empleado también Dexametasona

a una dosis de 0,05 mg / oreja, teniendo de esta forma tanto patrones inhibidores de la via

CO como de LO (Tadimeti, S.R. y col; 1993).
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I11.3.2.1.2.c.- Resultados

La actividad antiinflamatoria se determiné por gravimetria, calculando la diferencia
de peso entre la oreja tratada y la no tratada , calculando asi el porcentaje de inhibicion con

respecto al grupo control (Lanhers, M. C. y col.; 1992).

(P, - P,) control - (P, - P,) muestra

% Inhibicidon = x 100

(P, - P,) control

P, = peso de la oreja no tratada con el agente flogbgeno.
P, = Peso de la oreja a las 4 h después de la aplicacion de TPA o 1 h'y 30 min.

después de la administracion de AA.

Las dosis efectivas 50 (DE;, ) han sido calculadas mediante el analisis de Probit.

Los valores obtenidos en el estudio de la actividad antiinflamatoria topica aguda

inducida por TPA de los extractos hexanoico y cloroformico se muestran en la tabla XIX,

y los correspondientes a los principios activos en la tabla XX.
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Las figuras 57, 58 y 59 corresponden a la representacion grafica de estos resultados.

Los valores correspondientes a la actividad antiinflamatoria topica inducida por AA

se presentan en la tabla XXT; y la figura 60 corresponde a una representacion grafica de los

mismos.
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% Inhibicién

*kk

Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Edema DE 50
Control 17,60 = 0,56
Indometacina 0,5 3,12 £ 0,48 82,27
dkdk
Ext® Hexanoico 1 10,66 + 1,57 39,43
*k¥
3 9,10 £ 2,23 51,7 3,06 0,49
* k¥
5 7,40 = 1,32 57,95
*k¥k
Ext® Clorofdrmico 1 8,70 = 0,18 50,56
*k%k
3 591 1,56 66,42 093015
*%kk
5 3,08 +0,57 825

*** p< 0,001

Tabla XIX.- Actividad antiinflamatoria topica aguda inducida por TPA de los extractos
hexanoico y cloroférmico de A. ageratum.




Dosis (mg/oreja) Edema (mg) % :En dh;ﬂc;ién
Control - 17,60 + 0,56 | -
Indometacina 0,5 3,12+ 0,48 8.‘2,27
Estigmasterol 0,5 7,22 £ 1,37 58,97
R-Sitosterol 0,5 6,18 + 0,37 64,88

**p< 0,01 *** pa 0,001

Tabla XX.- Actividad antiinflamatoria topica aguda inducida por TPA de los principios activos
aislados de A. ageratum. |



Dosis (mg/oreja) Edema (mg) % Inhibicion
Control (AA) 2 15,31 £ 0,62 -
Dexametasona 0,05 9,41 £ 0,82 38,01
Indometacina 0,5 14,68 £ 0,79 4 41
n.s.
Estigmasterol 0,5 9,88 +£0,78 35,46
R-Sitosterol 0,5 11,00 £1,02 28,15

*

n.s. no significativo *p<0,05 **p<0,01 **p<0,001

Tabla XXI.- Actividad antiinflamatoria tépica inducida por el acido araquidénico

de los compuestos aislados de_A. ageratum.
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Fig 57.- Variacion de la actividad antiinflamatoria topica a distintas dosis
inducida por TPA del Ext° Hexanoico de A. ageratum.
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Fig 58.- Variacion de la actividad antiinflamatoria topica a distintas dosis

inducida por TPA del Ext®° Cloroformico (ECI) de A.ageratum.
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Fig 60.- Variacién de Ia actividad antiinflamatoria tdpica inducida
por acido araquidoénico de los compuestos aislados de A. ageratum.




111.3.2.1.2.d.- Discusion de resultados.

La administracién topica de los extractos, tanto el hexanoico como el cloroformico,
presentan una elevada actividad antiinflamatoria, especialmente con el extracto
cloroformico, en el edema inducido con TPA, obteniendose como resultado unas DE;; de

3,06 £ 0,49 pgforejay de 0,93 + 0,15 pg/oreja respectivamente.

En el caso de los principios activos ensayados, se obtiene una respuesta
antiedematogénica, tanto en el modelo del edema de oreja inducido por TPA como por el

inducido por AA.

El primer modelo (TPA) depende principalmente de los niveles de PGE, mientras
que el edema inducido por AA esta relacionado con prostaglandinas y leucotrienos. Pero
ademas el acumulo de neutréfilos en la oreja de raton y la liberacion de mediadores de la
permeabilidad vascular como histamina o bradicinina, pueden también jugar un papel

importante en la respuesta inflamatoria por TPA o AA (Carlson, R.P. y col; 1985).

Con los resultados obtenidos en nuestros ensayos, no es posible poner de manifiesto
con claridad si es la via CO, o bien, la via LO la que esta implicada en el mecanismo de
accion de los esteroles ensayados (Young, J M. y col; 1984) (Chang, J. y col.; 1986)

(Tadimeti, SR y col.; 1993).
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111.3.2.1.3.-EDEMA AURICULAR INDUCIDO POR MULTIPLES APLICACIONES DE

TPA (INFLAMACION TOPICA CRONICA) (Stanley, P.L. y col.; 1991)

Esta técnica utiliza tambien TPA como agente irritante aplicadolo repetidas veces
durante varios dias, lo que nos permite valorar la actividad antiiflamatoria sobre un modelo
cronico de inflamacion donde la via de administraciéon es tambien topica (Stanley, P.L. y

col.; 1991).

II1.3.2.1.3.- Condiciones generales de la experiencia

Se han utilizado ratones de raza swiss machos y hembras de peso medio

comprendido entre 20- 30 g, los cuales fueron agrupados en lotes de seis animales.

De acuerdo con la modificacion del método de Stanley (Stanley, P.L. y col.; 1991),
se aplico topicamente 10 pL de TPA (2,5 pg/oreja) en cada una de las caras de la oreja
derecha del raton con ayuda de una micropipeta en dias alternos los dias 0, 2,4, 7y 9 a las

10:00 horas.

Los compuestos testados se disolvieron en acetona y fueron aplicados topicamente
(0,5 mg/oreja), dos veces al dia, durante cuatro dias consecutivos; los dias 7.8 y 9 a las
10:00 h (inmediatamente después de la aplicacion de TPA) y alas 16:00 h (6 h después

de la aplicacion de TPA) y tan sélo una vez a las 10:00 h el dia 10) (Tabla XXII).
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Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical el dia 10 a las 16:00 h

después de la ultima aplicacion del compuesto testado.

Con la ayuda de un sacabocados se corta una porcidn circular central (6mm) de la
oreja inflamada y de la no inflamada , que posteriormente pesaremos para evaluar el edema

producido.



II1.3.2.1.b.- Muestras y dosis ensayadas

- Extracto hexanoico a una dosis de 5 mg/oreja.
- Extracto cloroférmico a una dosis de 5 mg/oreja.
- Estigmasterol a una dosis de 0,5 mg/oreja.

- B-Sitosterol a una dosis de 0,5 mg/oreja.

Como patron de referencia se utilizo Dexametasona (0,05 mg/oreja)disuelta en el

mismo vehiculo de los compuestos testados (acetona).

11.3.2.1.c.- Resultados

La actividad antiinflamatoria se determiné por gravimetria midiendo la diferencia

de peso entre la oreja tratada y la no tratada, calculando asi el porcentaje de inhibicion con

respecto al grupo control.

(P, - Py) control - (P, - P,) muestra

% Inhibicion = x 100

(P, - P,) control

P, = peso de la oreja no tratada con el agente flogogeno (TPA).

P, = Peso de la oreja después de multiples aplicaciones con el agente flogogeno (TPA).
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Los resultados obtenidos con los extractos hexanoico y cloroformico, asi como los
principios activos aislados se muestran en la tabla XXIII y XXIV respectivamente.

Una representacion grafica de los mismos se presenta en la figura 61 y 62.
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% Inhibiciéon

*kk

Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Edema
Control - 22,50+ 1,95 -
Dexametasona 0,05 9,75+0,86 56,66
Ext® Hexanoico 5 19,56 + 0,799 13,06
Ext® Clorofémico 5 16,58 + 0,98 26,31

* p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Tabla XXIIl.- Actividad antiinflamatoria tdpica crénica inducida por la aplicacion
multiple de TPA de los extractos hexanoico y cloroférmico de A. ageratum.




% Inhibicion

14,30 £ 0,66

F*kk

Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Edema

Control - 22,50 + 1,950 -
Dexametasona 0,05 9,75+ 0,860 56,66
Estigmasterol 0,5 13,37 + 0,907 40,57
3-Sitosterol 0,5 36,44

**p<0,01 ***p<0,001

Tabla XXIV.- Actividad antiinflamatoria tépica crénica inducida por la
aplicacion muitiple de TPA de los principios aislados de A. ageratum.
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Fig 62.- Variacidn de la actividad antiinflamatoria tépica inducida por la
aplicacion multiple de TPA de los compuestos aislados de A. ageratum.
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Fig 61.- Variacién de la actividad antiinflamatoria topica inducida
por la aplicacion multiple de TPA de los extractos hexanoico y cloroformico.




II1.3.2.1.d.- Discusién de resultados

Los resultados obtenidos en los extractos ensayados nos muestran una leve actividad
antiinflamatoria topica cronica, siendo algo mas elevada en el caso del extracto

cloroformico.

Por el contrario, los principios activos testados muestran una moderada actividad
antiedematogeénica, llegando a unos valores de inhibicion de un 40,57 % en el caso del

Estigmasterol y un 36,44 %con el B—SifoSterol.

En este sentido, estos compuestos testados parecen ser activos en la antagonizacion
de la fase crénica de la inflamacién, en la cual la secrecion de enzimas hidroliticas y la
activacion de las células mononucleares fagociticas son las protagonistas de la
degeneracion del tejido. En esta fase TPA aumenta la actividad de la ornitin-descarboxilasa

y 8-lipoxigenasa e induce la transcripcion del gen IL-1f (Recio, M.C. y col.; 1995).
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I11.3.2.1.4.- EDEMA AURICULAR INDUCIDO POR ETILFENIL PROPIOLATO
(EPP) (Toneli, G. y col.; 1965).

Una vez puesto de manifiesto la actividad antiinflamatoria de los compuestos
aislados, para tratar de elucidar su posible mecanismo de accion hemos establecido unas
condiciones experimentales en los que hemos usando EPP como agente irritante, para la
induccion del edema auricular; ya que la inflamacion causada por este agente flogogeno es
solamente inhibida por compuestos tipo corticoides (Dexametasona) y no por agentes

antiinflamatorios no-esteroideos (Brattsand, M. y col.; 1982).

Etil fenil propiolato causa respuestas morfoldgicas y bioquimicamente similares a
las inducidas por TPA, siendo acciones aparentemente mediadas por un mecanismo que
no implica una interaccion directa con la proteina quinasa C (PKC), como ocurre con TPA

(Nishizuka, Y.; 1988).

111.3.2.1.4 - Condiciones generales de la experiencia

Se han utilizado ratones de la raza Swiss, machos y hembras de aproximadamente

20-30 g de peso, correctamente alimentados, los cuales fueron agrupados en lotes de seis

animales.

La inflamacion es provocada por la aplicacién topica de EPP (50 mg/ ml de

acetona), depositando con la ayuda de una micropipeta, 10 pL del agente flogégeno en la
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superficie externa y en la interna de la oreja izquierda del raton, de tal forma que la
cantidad final de EPP sea de 1 ing/oreja; mientras que a la oreja derecha tan solo se le

aplica el vehiculo (acetona).

Las muestras a ensayar se administran 16 horas antes de la induccion del edemz;
auricular. Transcurrida 1 hora tras la administracion topica de EPP, los animales son
sacrificados por dislocacion cervical y con ayuda de un sacabocados se corta una porcion
circular central de la oreja inflamada e idénticamente igual de la oreja no inflamada, que

posteriormente pesamos para evaluar el edema producido.

I11.3.2.1.4.- Muestras y dosis ensayadas

* Estigmasterol a la dosis de 0,5 mg/oreja.

* B-Sitosterol a la dosis de 0,5 mg/oreja.
Como patrén se utilizo Dexametasona, a una dosis de 0,05 mg/ oreja.
I11.3.2.1.4.- Resultados
La actividad antiinflamatoria se determind por gravimetria , midiendo la diferencia

de peso entre la oreja tratada y la no tratada, calculando asi el porcentaje de inhibicion con

respecto al grupo control .
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(P, - P, ) control - (P, - P,) muestra

% Inhibicioén = x 100

(P, - P, ) control

P, =Peso de la oreja no tratada con el agente flogdgeno.
P, = Peso de la oreja a la hora después de la administracion del agente

flogégeno (EPP).

Los resultados se muestran en la tabla XXV, y una representacion grafica de los

mismos en la figura 63.
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Dosis (mg/oreja) Edema (mg) % gg‘ggén
Control - 597 +£0,70 -
Dexametasona 0,05 2,07 £ 0,43 65,26
Estigmasterol 0,5 3,60 + 0,44 39,69
}-Sitosterol 0,5 3,51 +£0,57 41,37

* p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Tabla XXV .- Actividad antiinflamatoria tpica inducida por
EPP de los compuestos aislados de A. ageratum.




111.3.2.1 4 - Discusié

Los compuestos ensayados B-Sitosterol y Estigmasterol, producen una importante
reduccion del edema topico inducido por Etil Fenil Propiolato, siendo los valores obtenidos

de 39,69 % y 41, 37 % respectivamente.

Debido a que la inflamacion producida ;;or EPP es tan solo inhibida por compuestos
tipo corticoide y no por antiinflamatorio no esteroideos (Braltsand, M. y col.; 1982), parece
ser que el mecanismo de accion de los principios ensayados podria ser similar al que

presentan estos compuestos.



MIL.3.2.1.5.- BLOQUEQ PRODUCIDO POR ANTIGLUCOCORTICOIDES SOBRE

LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA. (Tsurufuji, S. y col.; 1979)

Para profundizar en el estudio del mecanismo de accién antitnflamatoria,
hemos realizado esta técnica, en la que se provoca un aumento de la permeabilidad
vascular por administracion de serotonina, provocando con anterioridad un bloqueo
de los receptores glucocorticoides con Progesterona, una inhibicion de ARNm con
Actinomicina D e una inhibicion de la sintesis de proteinas con Cicloheximida; ya
que los compuestos a ensayar son de naturaleza esteroidica y podrian tener un

mecanismo de accion similar.

La accion antiinflamatoria de los glucocorticoides se debe en parte , a su
efecto mhibitorio sobre la produccién de prostaglandinas. Esto ha sido demostrado
en diferentes tejidos y cultivos celulares (Kantrowitz, F. y col.; 1975) (Tashjian,
A.H.y col; 1975) (Floman, Y. y Zor, U.; 1976) (Blackwell, G.F. y col.; 1978)
(Tam, S. y col.; 1997). Igualmente se ha puesto de manifiesto que la inhibicién de
ARNm, por Actinomicina D y la sintesis de proteinas por Cicloheximida interfieren

el efecto inhibitorio de produccion de protaglandinas por agentes esteroidicos.

194



Con la siguiente técnica se pretende estudiar la accion antiexudativa de los

principios aislados, sobre el edema de pata de raton inducido con serotonina:

Para ello nos basamos en:

a) La utilizacion. de inhibidores competitivos de los receptores

glucocorticoides con progesterona (Fig 64).

b) La inhibicién de ARNm con Actinomicina D y de sintesis de proteinas con

Cicloheximida (Fig 65).

195



GCS

>

Citoquinas proteina enzima

receptor
citoquina

Membrana celular

e

GR ¢

Interaccion directa
AP-1 NE

Secuencia promotora

w\m

IVAVANRN

ARNm

Fig 64.- Interaccion directa entre el factor de transcripcion AP-1 y el receptor glucocorticoide (GR).




[1.3.2.1.5.a.- Condiciones generales de 15 exgeriencia:

Se han utilizado ratones de raza swiss machos y hembras de
aproximadamente 20-30 g de peso, alimentados correctamente, los cuales fueron

agrupados en lotes de seis.

La inflamacion fue inducida por la inyeccion subplantar de 0,05 mL de una
soluci6n al 1 % de serotonina en SSF (0,9 %, pH= 7,4) en la pata izquierda, 3 horas

después del tratamiento con los productos a ensayar.

Progesterona (100 mg/Kg animal), disuelta en aceite de oliva, fue
administrada subcutaneamente en el area dorsal 1 h antes del tratamiento con los

productos a ensayar.

La administraciéon de Actinomicina D (2mg/Kg animal) y Cicloheximida (6
mg/kg animal) disueltos en SSF (0,9 %, pH = 7,4) se realiz6 simultaneamente con
los compuestos testados, y una hora y media después, con el fin de mantener su

efecto subcutaneamente en el area dorsal.
Los compuestos a ensayar, disueltos en aceite de oliva, fueron inyectados

subcutaneamente en el area dorsal contraria a donde se inyect6 la progesterona,

actinomicina D o cicloheximida, segiin cada caso.
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I11.3.2.1.5.b.- Muestras y dosis a ensayar

- Estigmasterol con una dosis de 50 mg/Kg animal.

- B-Sitosterol con una dosis de 50 mg/Kg animal.

Como patron se utilizo la Dexametasona (0,5 mg/kg animal) diluida en EtOH/0,9 %

Solucién Salina Fisilégica (SSF) (1:19 v/v).
I11.3.2.1.5.c.- Resultados

El porcentaje de inhibicion del edema para cada grupo se determina por la
expresion:

(Lanhers, M.C. y col.; 1992)

(V.- V,) control - (V, - V, ) muestra

% Inhibicion = x 100

(V, -V, ) control

V, = Volumen antes del tratamiento con serotonina.
V, = Volumen de la pata a los 12 minutos después de la administracion de

serotonina.
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En las tablas XXVI, XXVII y XXVIII se presentan los resultados obtenidos

y en las figuras 66, 67 y 68.

La significacion estadistica se ha realizado mediante la “t” de Studient.

200



Edema (ml x10 -2) % Inhibicion
Control 4,60+ 0,41 _
Dexametasona 1,00+ 0,46 78,26
Estigmasterol 2,40 + 0,49 47,82
R-Sitosterol 2,33+0,49 49,33
Control + Progesterona 3,63+ 0,61 _
Dexametasona + Progesterona 3,34+ 0,42 8,33
#HHE
Estigmasterol + Progesterona 9,60+ 0,66 0
#
R-Sitosterol + Progesterona 5,61+0,32 0
#t

***[{Hn<0,001 **/##p<0,01 *Hp<0,05 (* con respecto al control, # con repecto al control mas progesterona)

Tabla XXVI.- Efecto de Progesterona en la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de A. ageratum.



Edema (ml x10 -2)

% Inhibicion

Control

Dexametasona

Estigmasterol

3-Sitosterol

Control + Cicloheximida

Dexametasona + Cicloheximida

Estigmasterol + Cicloheximida

R-Sitosterol + Cicloheximida

4,60 + 0,41

1,00+ 0,46

*hk

2,40+ 0,49

L]

2,33+ 0,49

ok

2,40+ 0,59

2,00+0,32
i
9,20 + 1,21
#
7,00 £ 0,43

#H#

78,26

47,82

49,33

16,66

D <0,001 **fH#p<0,01 *Hp<0,05  (* con respecto al control, # con repecto al control més Cicloheximida)

Tabla XXVIIl.- Efecto de Cicloheximida en la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de A. ageratum
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Fig 66- Efecto de Progestrona en la actividad antiinflamatoria
de los compuestos aislados de A. ageraum.
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Fig 67.- Efecto de la Actinomicina D en la actividad antiinflamatoria
de los compuestos aislados de A. ageratum
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Fig 68.- Efecto de la Cicloheximida en la actividad antiinflamatoria
de los compuestos aislados de A. ageratum.




IM1.3.2.1.5.d.- Discusion de resultados.

Estigmasterol y B-Sitosterol producen una significativa inhibicion del edema

determinandose unos valores de 47,82 %y 49, 33 %, respectivamente.

Al administrar estos compuestos junto con Progesterona desaparece el efecto
antiinflamatorio de ambos, comportandose de un modo similar al patron utilizado
(Dexametasona) (Fig 66), pudiendo deducir por tanto que parte del efecto producido
es debido a que ac@ sobre los receptores glucocorticoides (Rousseau, G.G. y

col.; 1972).

Igualmente cuando son administrados conjuntamente con Actinomicina D y
Cicloheximida (Fig 67 y 68) seproduce un cambio significativo en la respuesta
inflamatoria, por lo que podemos deducir la relacion de la actividad
antiinflamamatoria de estos compuestos en la transcripcion de ARNm y sintesis de
proteinas nos mndica que esta accion esta mediada igualmente, en parte, por nuevos
ARNm vy nueva sintesis de proteinas; procesos que interfieren en el efecto
mhibitorio de la produccion de prostaglandinas (Giri, S.N. y col.;1975) (Tsurufujisi,

S.ycol; 1977) (Floman, Y.y Zor, U.; 1976).
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1I1.3.2.2 .- METODOS DE ESTUDIO "IN VITRO"

I13.2.2.2.- ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MIELOPEROXIDASA (MPQ) (Suzuki, K.

y col.; 1983) (De Young, L. M. y col.; 1989)

El edema de oreja inducido por TPA, ademas de ser un método muy utilizado en la
medida de la actividad antiinflamatoria, es un modelo valido para la elucidacion del mecanismo
de accion de dicha actividad farmacologica. En este sentido, la medida de inﬁltracién celular
puede ser un indicador relevante de la destruccion celular en el tejidp dérmico (Bra&ley, P.P.

y col.; 1982).

La mieloperoxidasa (MPO), enzima caracteristica de PMNs (azurdfilos), constituye
entre un 2 y un 5 % del peso en seco del neutréfilo v su funcion primordial es utilizar el
peroxido de hidrogeno, generado tras la activacion del neutrofilo, para oxidar los iones
cloruros presentes en el medio y dar lugar a compuestos poderosamente oxidantes que han
sido identificados como acido hipocloroso y que es el responsable de la accion bactericida

atribuida a la MPO.(Fig 69)
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Durante €l proceso fagocitario el anidn superoxido es también liberado al exterior junto
con otros agentes oxidantes, lo que ayuda a atacar dianas extracelulares tales como, cclulas
cancerigenas opsonizadas, microorganismos y parasitos; pero al mismo tiempo puéde dafiar
tejidos proximos. Normalmente existen mecanismos homeostaticos que limitan el dafio tisular

mas proximo al lugar de la inflamacion sin difundir a lugares mas lejanos.

La liberacion de enzimas es un proceso complejo en el que intervienen segundos
mensajeros como el calcio y los nucleotidos, complejos enzimaticos como la proteinquinasa

C (PKC) y estructuras celulares como el bitoesqueleto (O'Flaherty, J.T. y col.; 1991).
I11.3.2.2.2.a.- Condiciones generales de la experiencia.

Este método de determinacion enzimatica esta basado en la oxidacion depediente de

H,0, de un donador de electrones artificial.

Para el estudio de la actividad Mieloperoxidasa (MPO) hemos utilizado una
modificacion del método descrito por Suzuki (Suzuki, K. y col.; 1983), similar al descrito por
De Youngy col. (1989). En dicha técnica las secciones de 6 mm de tejido de oreja se
homogenizan con 1,5 ml 80 mM de buffer tampon fosfato de sodio (pH 5.4) que contiene 0,5

% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HETAB).

Estos 1,5 ml se centrifugan a 3000 rpm a 4 °C durante 15 min recogiendose

posteriormente los sobrenadantes.
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* Medida espectrofotométrica

A una alicuota del sobrenadante, 200 pL, se afiade una solucion que contiene 400 pL
de tampon PBS (pH = 7,4), 300 uL de PO,H,Na (0,284M ; pH = 5,4) y 80 uL de H2O? 7
(0,026 %), e incubamos durante 5 min a 37 °C. Pasado ese tiempo afiadimos 80 pL de 3;3 'S,
5’-Tetrametilbencidina HCl (TMB) que se obtiene a partir de una solucion madre de TMB HC]
0,0212 M en n,n-dimetilformamida y se mantiene a 37 °C durante 3 min, y a continuacion se
le afiade acetato de sodio (120 uL) y se colocan los tubos en hielo. De este modo la enzima
cataliza la oxidacion de TMB HCI por H,0, con produccién de un cromégeno azul con

absobancia maxima a 620 nm.

Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro PerKin-Elmer 1310, Lambda 3.

I11.3.2.2.2.b.- Muestras a ensayar

* Ext® hexanoico: 1, 3 y 5 mg / oreja (inflamacion aguda y cronica).
* Ext® cloroformico: 1, 3 y 5 mg / oreja (inflamacién aguda y cronica).
* Estigmasterol: 0,5 mg / oreja (inflamacion aguda y cronica).

* B-Sitosterol: 0,5 mg / oreja (inflamacion aguda y cronica).

Como patrones hemos utilizado:
- Indometacina: 0,5 mg / oreja (inflamacion aguda).

- Dexametasona: 0,05 mg / oreja (inflamacion cronica).
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I1.3.2.2.2.c.- Resultados

Los resultados se expresan en unidades de actividad enzimatica (Uyp) (Grisham, M.B.

y col,; 1990).

Am - Ab

Unmro

T Vr

Am = Absorbancia de la muestra
Ab = Absorbancia del blanco
T = Tiempo de reaccion (3 min)

Vr = Volumen final de la reaccion (4,8050 ml)

Los resultados de actividad MPO en los procesos de inflamacion aguda se recogen en
las tablas XXIX y XXX y en las figuras 70, 71 y 72; las de inflamacion cronica en las tablas

XXX1y XXX1I y en las figuras 73 y 74.



% Inhibicién

Dosis (mg/oreja) U MPO Mieloperoxidasa DE 50
Control o - 0,0506 * 0,0055 -
Indometacina 0,5 0,0002 £ 0,00013 99,41
Ext® Hexanoico 1 0,0178 £ 0,00291 64,93
3 0,0182 £ 0,00180 65,59 0,59 +0,16
5 0,0114 £ 0,00437 77,37
Ext® Cloroférmico 1 0,0186 £ 0,00236 63,28
3 0,0155 £ 0,00145 69,31 0842018
5 0,0751 £ 0,00156 85,2

hik

***P<0,001

Tabla XXIX.- Actividad Mieloperoxidasa de los extractos hexanoico
y cloroférmico de A. ageratum L. en la inflamacioén aguda.




B |
Dosis (mg/oreja) U mpo MiZ;;ggirgi(Ci?:sa
Control - 0,0603 + 0,00479 -
Indometacina 0,5 0,00221 £ 0,00104 96,32
Estigmasterol 0,5 0,0158 + 0,00069 | 73,76
R-Sitosterol 0,5 0,0094 £ 0,00215 84,34

***p<0,001

Tabla XXX.- Actividad Mieloperoxidasa de los compuestos aislados de A. ageratum L.
en inflamacién aguda.




Dosis (mg/oreja)

U wpro

% Inhibicidén
Mieloperoxidasa

Control

Dexametasona

Ext® Hexanoico

Ext® Clorofémico

0,05

0,0520 + 0,00760

0,0321 + 0,00761

*

0,0444 £+ 0,01182

n.s.
0,0413 £ 0,01253

n.s.

38,34

14,66

20,67

*p<0,05 n.s. no significativo

Tabla XXXI.- Actividad mieloperoxidasa de los extractos hexanoico
y cloroférmico de A. ageratum en inflamacidn crénica.




: : % Inhibicién
Dosis (mg/oreja) U MPO Mieloperoxidasa
Control - 0,0520 £ 0,00760 -
Dexametasona 0,05 0,0321 £ 0,00761 38,34
Estigmasterol 0,6 0,0361 £ 0,00638 30,66
n.s.
R-Sitosterol 0,5 0,0333 + 0,00246 34,93

*p<0,05 n.s. no significativo

Tabla XXXIl.- Actividad Mieloperoxidasa de los compuestos aislados de
A. ageratum en inflamacion cronica.




% Inhibicién de la actividad Mieloperoxidasa
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Fig 70.- Actividad Mieloperoxidasa del Extracto Hexanoico
de A. ageratum a distintas dosis en inflamacion aguda.




% Inhibicién de la actividad Mileloperoxidasa
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Fig 71.- Actividad Mieloperoxidasa del Extracto Cloroférmico
de A. ageratum a distintas dosis en inflamacion aguda.




% Inhibicion de la actividad Mileloperoxidasa
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Fig 72.- Actividad Mieloperoxidasa de los compuestos aislados
de A. ageratum en inflamacion aguda.




% Inhibicion de la actividad Mieloperoxidasa
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Fig 73.- Actividad Mieloperoxidasa de los ext’s Hexanoico y
Clorofomico de A. ageratum en inflamacion cronica.




% Inhibicion de la actividad Mileloperoxidasa
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Fig 74.- Actividad Mieloperoxidasa de los compuestos aislados
de A. ageratum en inflamacion cronica.




[11.3.2.2.2.d.- Discusién de resultades.

La medida de la infiltracion celular puede ser un indicador relevante de la destruccion
tisular. En general en los distintos modelos de inflamacion dérmica, la MPO, enzima
caracteristica de los PMNs se utiliza para la cuantificacion de dichas células en el tejido

dérmico (Bradley, P.P. y col.; 1982).

En el caso de la inflamacion aguda inducida por TPA, la inhibicién producida tanto por
los extractos, a distintas dosis, como por los principios activos testados, confirmé la

reduccion del acumulo de neutrofilos en este modelo.

Tanto los inhibidores de la via CO como los de LO, asi como antihistaminicos y
antiserotorinérgicos, pueden alterar de forma significativa la acumulacién de la enzima MPO,
aunque no se corresponda de una forma paralela con la inhibicion del edema; sin embargo,
podemos destacar que el grupo que suprime mas contundentemente la infiltracion celular en
este modelo son los inhibidores de la via CO (Bailey, P.1. y col.; 1983) (Koh, M.S. y col ;

1979) (Issekutz, A.C. y col.; 1986).

Por el contrario, en el modelo de inflamacioén cronica inducida también por TPA, los
extractos muestran una actividad muy baja con respecto al control, no siendo asi en el caso de
los principios ensayados, los cuales se asemejan ampliamente al comportamiento

dexametasona., utilizada como patron de refierencia
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IV.- CONCLUSIONES



1.- En el estudio fitoquimico realizado con el extracto hexanoico de Achillea ageratum
L. se ha puesto de manifiesto la presencia de : a-amirina y una mezcla de
compuestos entren los que se ha identificado : 2-amino imidazol, 1H-
Cicloprop(e)azulen-4-ol 6 Globulol; 2, 6, 10- trimetil 2, 6, 9, 11, dodecatetraeno
0 Fameseno, acido hexadecanoico; acido 1, 2, 3, 4A, 9,10 ,10A octahidro, 1,4A
dimetil, 7(1 metil etil) 1 fenantreno carboxilico, 2, 4 bis(dimetil bencil) fenol

y 2, 4 bis(dimetil béncil), dimetil etil fenol.

2.- En el extracto cloroférmico se han aislado e identificado dos esteroles: (22E)-
Stigmasta-5, 22-dien-3 -0l conocido como Estigmasterol y Stigmast-5-en-3p-ol

conocido como f-Sitosterol.

3.- Los ensayos de actividad citostatica realizados con los extractos hexanoico y
cloroférmico muestran una elevada actividad frente a cultivos celulares vegetales

y animales.

4.- De todos los compuestos ensayados frente a cultivos de células animales, «-

amirina es la que presenta una mayor actividad.



5.- Los estudios realizados en modelos de inflamacion aguda y cronica, ponen de
manifiesto que tanto los extractos como los compuestos ensayados son mas activos
en procesos procesos inflamatorios agudos.

6.- El mecanismo de accion de estos compuestos es similar al de los corticoides.

7.- Con los resultados obtenidos podemos justificar el empleo de la especie Achillea

ageratum L. en procesos inflamatorios.
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