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. INTRODUCCION

La presente Tesis Doctoral continta el estudio previo realizado por parte
de nuestro grupo de investigacion sobre la actividad antiinflamatoria de
especies vegetales empleadas en medicina popular. Parte de nuestro
trabajo se centr6 en el estudio de especies oficinales utilizadas en
medicina tradicional china y como tal estan recogidas en la Farmacopea
Oficial de la Republica Popular China, o bien avaladas por el empleo
milenario en patologias relacionadas con procesos inflamatorios
cutdneos [Cuéllar et al., 1998; 2001]. Como prolongacion de dicho
trabajo iniciado en 1992, se planted realizar una seleccion de especies
utilizadas en medicina popular como antiinflamatorias, particularmente
en procesos que afecten a la piel. En esta primera fase se comenz6 con
la especie Schinus molle, é&rbol originario de Sudamérica pero
aclimatado en paises tropicales y subtropicales. La seleccion se realizé
en virtud de dos caracteristicas fundamentales; una, el empleo de los
frutos en los paises de origen como antiinflamatorios en proceso
cutaneos y artriticos [Ruffa et al., 2002]; y una segunda, por su contenido
en lanostanoides, grupo fitoquimico que nuestro grupo viene estudiando
desde hace algun tiempo y ha permitido llegar a un amplio conocimiento
de su potencial farmacologico [Cuéllar et al., 1996; Giner-Larza et al.,
2000a,b,c; 2002].

La segunda especie seleccionada ha sido Lysimachia foenum-graecum,
planta con un importante contenido en sapondsidos, grupo fitoquimico en
el nuestro grupo de investigacion esta interesado desde hace mas de una
década por sus propiedades antiinflamatorias [Recio et al., 1995b; Just et
al., 1997; Cuéllar et al., 1997; Giner et al., 2000], y que se utiliza en la



2 Introduccién

medicina tradicional china por sus propiedades analgésicas vy
antiinflamatorias [An6nimo, 1993].

En tercer lugar se ha seleccionado la especie Lithospermum
erythrorhizon, planta empleada en medicina tradicional china por sus
propiedades antiiflamatorias y cicatrizantes. Esta especie tiene gran
interés para nuestro grupo debido tanto al potencial farmacolédgico de la
planta, como el de sus principios activos, especialmente shikonina, el
cual ha sido estudiado en repetidas ocasiones y cuya actividad ha sido
recientemente recopilada en una extensa y excelente revision

[Papageorgiou et al., 1999].

Forsythia suspensa es la especie seleccionada en cuarto lugar debido a
su empleo en medicina tradicional china, en cuya farmacopea oficial esta
recogida para el tratamiento del dolor de garganta e inflamacion de la piel
[W.H.O., 1989], propiedades que en parte fueron ratificadas
experimentalmente en nuestro laboratorio [Cuéllar et al., 1998; Schinella
et al., 2002].

Finalmente, se ha elegido la planta Isodon xerophilus por ser endémica, y
aunque es utilizada popularmente no existen referencias previas sobre su
actividad farmacoldgica. Esta especie es originaria de la provincia de
Yunnan en China, lugar de origen de la doctoranda y sobre la que existe
un gran interés por parte del Centro de investigaciéon del cual procede, lo
qgue nos ha permitido establecer lazos de unién para un futuro préximo.

El plan de trabajo establecido consiste en la obtencién previa del material
vegetal mediante los medios adecuados en cada caso, para
posteriormente realizar el proceso de extraccion y fraccionamiento
correspondiente para obtener los extractos que seran objeto de estudio.
La seleccion de los protocolos experimentales especificos para cada
especie, y el fraccionamiento de los extractos activos para obtener los
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potenciales principios para su posterior estudio farmacolégico sera la
antesala de la identificacién de los compuestos aislados, cuando asi
proceda, utilizando los medios espectroscépicos adecuados. Como punto
final de la tesis se plantea el estudio de los efectos farmacoldgicos de los
principios y su posible mecanismo de accion.

Como métodos experimentales in vivo se han seleccionado los clasicos
modelos de inflamacién aguda y crénica en oreja de raton inducida por el
13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) y los modelos de edema
agudo en pata de raton inducido por carragenina y fosfolipasa A, (PLA,).
Con estos protocolos se podra establecer el potencial efecto
farmacologico y su posible forma o nivel de actuacion. La pluralidad de
procesos que intervienen en los modelos in vivo dificulta la determinacién
del mecanismo de accion de los productos aislados, por lo que en
algunos casos se han utilizado técnicas in vitro con el fin de establecer en
algunos casos el nivel de actuaciébn vy cuantificar los efectos

farmacoldgicos.
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I.1. SCHINUS MOLLE

1I.1.1. BOTANICA

Schinus molle L. (Anacardiaceae) o “falso pimentero” es un arbol
perennifolio, de 4 m a 8 m de altura, pero puede alcanzar hasta los 15 m,
con un diametro de 25 cm a 35 cm, de copa redondeada y abierta. Hojas
compuestas, alternas, de 15 cm a 30 cm de largo, colgantes, con savia
lechosa; imparipinnadas, de 15 a 41 foliculos, generalmente apareados.
Tronco nudoso, ramas flexibles, colgantes y abiertas. Corteza rugosa,
fisurada, color pardo oscuro. Flores en paniculas axilares en las hojas
terminales, de 10 a 15 cm de largo, pequenas y numerosas, de color
amarillento. El fruto es un drupa en racimos colgantes, cada uno de 5
mm a 9 mm de didmetro, rosados 0 rojizos, mesocarpo delgado y
resinoso, contiene una o dos semillas. Las semillas poseen un embrion
bien diferenciado que llena toda la cavidad; la testa y endospermo son
delgados [Andnimo, 2005a].

Schinus molle es un arbol de origen tropical, originario de la region
andina de Sudameérica, principalmente Perd, se ha aclimatado bien en
paises tropicales y subtropicales de los cinco continentes. Florece en
primavera y verano, los frutos aparecen en otofo y perduran durante el
invierno. Presenta alelopatia, impidiendo el crecimiento y desarrollo de
especies vecinas [Anonimo, 2005a]. Se han identificado 3 especies (S.
molle, S. aroeira 'y S. terebinthifolius), existiendo cierta confusion entre
ellas a la hora de cultivarlas, ya que las tres tienen caracteristicas y
propiedades similares.
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A) B)

i

Figura 1. Schinus molle: A) arbol; B) hojas; C) frutos

11.1.2. USO POPULAR

Todas las partes del arbol son utilizadas en medicina popular, incluyendo
hojas, cortezas, frutos, semillas y oleoresina. Las hojas y cortezas del
tronco son utilizadas en los paises de origen como cicatrizantes y
astringentes en afecciones diversas de la piel, y como antiinflamatorias
en general y antirreumaticas. La corteza del tronco produce un exudado
resinoso muy aromatico utilizado también en terapia popular para el
tratamiento de tumores locales y verrugas. Las bayas desecadas se
utilizan como sustitutas de la pimienta y las hojas como colorante. En
América los frutos macerados en almibar o vinagre se emplean en la
preparacion de diferentes bebidas para el tratamiento de procesos
inflamatorios, como afecciones reumaticas y patologias inflamatorias de
la piel [Duke, 1985; Ruffa et al., 2002; Schmourlo et al., 2005; Andnimo,
2005a; Andénimo, 2005b].

11.1.3. COMPOSICION QUIMICA

La composicion quimica de Schinus molle es compleja y varia en funcion
del érgano o parte de la planta [Bernhard y Wrolstad, 1963; Dominguez
et al., 1971; Rahman et al., 1974; Terhure et al., 1974; An6nimo, 1976;
Diamantoglou, 1980; Diamantoglou y Kull, 1981; Bernhard et al., 1983;
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Del Valle y Schwenker, 1987;]. Los frutos contienen aceite esencial (3 a
5%) donde predominan componentes como a- y P-felandreno, B-
espatuleno, D-limoneno, silvestreno, o- y p-pineno, perillaldehido,
carvacrol, mirceno, canfeno, o-etil-fenol, p-cimeno y p-cimol como
componentes mayoritarios. La corteza contiene aproximadamente un
23% de taninos y gomoresina (55% de resina y 40% de goma). Las
hojas contienen entre 0,2 y 1% de aceite esencial (con predominio de
felandreno y carvacrol), flavonoides (miricetina, quercetina, kaempferol),
proantocianidinas, é&cidos grasos y esteroles. Las semillas secas
contienen aproximadamente un 8% de proteinas y un 10% de lipidos.

Los frutos contienen una oleoresina de la que se han aislado diversos
triterpenos [Pozzo-Balbi et al., 1976; Pozzo-Balbi et al., 1978]. Estos son
mayoritariamente tetraciclicos, derivados del eufano (20R) y tirucallano
(20S), y en general poseen funciones alcohol o ceto en C-3, aldehido en
C-21 y &cido 6 éster en C-27. Ademas, los derivados 3-hidroxi presentan
posibilidades isoméricas, habiéndose aislado indistintamente los

compuestos 3a- y 3B-hidroxi.

Figura 2. Estructura quimica de triterpenos tipo eufano

11.1.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Diversos ensayos realizados han demostrado las propiedades
antibacterianas y antifingicas del aceite esencial [Gundidza, 1993], con
un amplio espectro, ratificando algunas de las propiedades



8 Revision bibliografica

antiinfecciosas de preparados de esta especie utilizados en diversos
paises sudamericanos como Brasil y Perl [Duke, 1985]. El aceite
esencial obtenido a partir de hojas frescas es activo como antimicrobiano
frente a Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Leuconostoc cremoris, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris,  Clostridium  sporogenes,  Acinetobacter  calcoacetica,
Escherichia coli, Beneckea natriegens, Citrobacter freundii, Serratia
marcescens, Bacillus subtilis y Brochothrix thermosphacata [Gundidza,
1993]. Ademas, el aceite esencial también inhibe significativamente el
crecimiento de los hongos Aspergillus parasiticus, Fusarium culmorumy
Alternaria alternata. Previamente, Dikshit et al. (1986) demostraron el
efecto del aceite esencial obtenido de las hojas de Schinus molle frente
a diversos hongos patbégenos en animales (Microsporum grypseum,
Trichosphyton mentagrophytes 'y Trichophyton rubrum) y otros
contaminates comunes en condiciones de almacenamiento (Alternaria
alternata, Aspergilus flavus y Penicillium italicum). El aceite esencial S.
molle fue el mas potente de todos los ensayados, siendo mas efectivo
frente a los patdogenos animales. Recientemente, Schmourlo et al. (2005)
han investigado la actividad antifingica de diversos extractos de plantas
medicinales y alimenticias frente a diversos hongos. De todos, el
extracto acuoso de Schinus molle fue el mas activo frente a Candida
albicans, con una concentracidon minima inhibitoria (CMI) de 105 ng/mL
frente a 950 ng/mL para anfotericina B. Mediante bioautografia
establecieron que los flavonoides pueden ser los posibles principios

activos.

Las hojas de Schinus molle son tradicionalmente utilizadas en Etiopia
como repelentes de la mosca doméstica. El estudio de la fraccidn volatil
activa permiti6 la identificacion de los principios directamente
relacionados con el potencial efecto repelente, siendo cis-men-2-en-1-ol
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y trans-piperitol los dos compuestos responsables [Wimalaratne et al.,
1996].

El extracto metandlico de cortezas y hojas de Schinus molle fue
estudiado como potencial agente citotéxico frente a células Hep G2
(carcinoma hepatocelular humano) junto a otras especies seleccionadas
de la flora medicinal argentina. El extracto de S. molle inhibié de forma
dosis dependiente el crecimiento de las células tumorales, siendo la
especie mas potente de todas las estudiadas (Clso = 50 ug/mL) [Ruffa et
al., 2002].

El extracto metandlico y diclorometanico de las hojas de Schinus molle
reducen significativamente la presion arterial en ratas normotensas. El
extracto diclorometanico redujo el efecto méaximo contréactil inducido por
noradrenalina, sin embargo el extracto metandlico no tuvo efecto [Bello
et al., 1996]. El extracto diclorometanico tiene baja toxicidad, efectos
depresores del sistema nervioso central y actividad analgésica
[Barrachina et al., 1997]. Finalmente, se han demostrado las
propiedades relajantes de musculo liso in vitro. A dosis de 100 ug/mL el
extracto diclorometanico de las hojas redujo las contracciones inducidas
por serotonina e histamina en Utero de rata, y las contracciones
inducidas por acetilcolina en duodeno aislado de rata. A dosis inferiores
(10 ug/mL) el extracto solo fue efectivo frente a contracciones inducidas

por serotonina e histamina [Bello et al., 1998].

Mediante un aislamiento bio-guiado, Olafsson et al. (1997) aislaron 3
triterpenos con propiedades inhibidoras de la enzima convertidora de
angiotensina. Los compuestos, identificados como triterpenos
tetraciclicos tipo eufano y tirucallano, demostraron un débil efecto
farmacologico (Clsp = 250 uM), claramente inferior a otros congéneres

estructurales, como los principios aislados de Ganoderma lucidum cuyo
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potencia (Clsy) varia en un rango comprendido entre 5 uM y 220 uM
[Olafsson et al., 1997].

En 1996 se patentdé un medicamento cuya base es el aceite esencial de
Schinus molle. Este preparado se utiliza para el tratamiento de
infecciones por Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en
humanos y animales [Camano, 1996]. Un afo después, en 1997, se
concedié una nueva patente para un medicamento antiséptico, de

aplicacién local en heridas abiertas [Camano, 1997].

I.2. LYSIMACHIA FOENUM-GRAECUM

11.2.1. BOTANICA

Lysimachia foenum-graecum Hance (Primulaceae) es una planta
herbacea perenne de aproximadamente 0,5 m de altura, conocida en
China como “Ling xiang cao”’, hermafrodita, se poliniza mediante
insectos. Se distribuye al norte de Guangdong Guangxi, sudoeste de
Hunan, y sureste de Yunnan (provincia de China) y crece a 800-1700 m
de altura. Su habitat natural son los bosques humedos mixtos, arroyos
de valles entre montafas y suelo ricos en humus, y se suele localizar en

macizos cultivados [Anénimo, 1993].

Figura 3. Lysimachia foenum—-graecum. A) flores; B) detalle de la flor
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No existe informacién acerca del cultivo de esta especie. Tan solo se
conoce que se desarrolla faciimente cuando se encuentra con el habitat
adecuado. Por datos extrapolados de otras especies se sabe que es facil
su propagacion por semillas en otofio en épocas frias, y por division en
primavera y otofno [Huxley,1992]. Al igual que otras especies del género,
parece que ésta es inmune a la accién predatoria de algunos animales,
como los conejos [Thomas ,1990].

11.2.2 USO POPULAR

La raiz se utiliza para preparar elixires contra la halitosis. También como
sustituto del incienso y para perfumar el cabello. En general se emplea
como planta perfume y repelente contra los insectos, y en China, para
tratar la cefalea y los sintomas de resfriado [Huxley,1992; Thomas,1990].

11.2.3. COMPOSICION QUIMICA

No existe ninguna informacion previa sobre la composicién quimica de
la especie Lysimachia foenum—graecum. Una completa revisién
bibliografica nos permite conocer la composicion de otras especies del
mismo género, destacando la presencia de saponésidos, flavonoides y
aceites esenciales [Chang et al., 2004]. De las especies estudiadas se
pueden destacar Lysimachia davurica, L. pentapetala, L. christinae, L.
capillipes, L. vulgaris, L. nummulariay L. fortunei.

A partir de Lysimachia davurica se han aislado e identificado dos nuevos
saponésidos, davuricésidos D y J [Tian et al., 2004a], B-amirina,
estigmasterol, soya-cerebrésido, y los acidos triacontanoico, palmitico y
oleandlico [Tian et al.,, 2002]. Los mismos autores han aislado dos
nuevos triterpenoides en la especie Lysimachia capillipes, los cuales han
sido identificados como capillipdsido | y capillipésido J [Tian et al.,
2004b]. Y en la especie Lysimachia pentapetala se ha descrito la
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presencia de triacontanol, B-sitosterol, monopalmitato de glicerol y acido
succinico [Zhang et al., 1999].

Cui et al. (2003) han aislado tres compuestos a partir de la especie
Lysimachia christinae, los cuales han sido identificados como la v-
lactona del acido ramnoénico y el nuevo flavonoide kaempferol-3-O-o.-L-
ramnosil (1—2)-B-D-xilésido denominado lisimachiina. Otra especie con
flavonoides es Lysimachia vulgaris, de la cual se han aislado nueve
heterosidos derivados del kaempferol, quercetina y miricetina
[Rzadkowska-Bodalska et al., 1975]. Previamente, habia sido descrita la
presencia de rutésido en esta misma especie [Oiseth y Nordal, 1952]. De
Lysimachia capillipes fueron aislados dos nuevos glucésidos derivados
del flavonol, quercetin-3-0-(2,6-di-a-L-ramnopiranosil)-B-D-galacto-
piranésido y el denominado capillipésido Il [Xie et al., 2002]. En 1970,
Méndez habia descrito la presencia de diversos glicosidos de miricetina
en Lysimachia punctata.

De la fraccion volatil (0.11%) obtenida por arrastre en corriente de vapor
de agua de la sumidad florida de Lysimachia trientaloides se han
identificado 40 componentes mediante cromatografia de gases acoplada
a un espectrometro de masas (GC-EM), de ellos los mayoritarios son los
siguientes: patchuli alcohol (22,5%), acetato de L-bornilo (16,1%), ¥-
gurjuneno (3,3%), d-guaieno (2,6%), nerolidol (2,0%), linalool(2,0%) y
acido camitico (2,0%) [Zhou et al., 2002]. Diecinueve componentes de la
fracciobn neutra de Lysimachia nummularia y L. vulgaris han sido
identificados mediante CG-EM [Luczak et al. ,1989]. De la fraccion éter
de petroleo de Lysimachia fortunei se aislaron triacontanol y una mezcla
de derivados de la 2,5-dihidroxi-3-alquil benzoquinona. De la mezcla
identificaron la presencia de embelina y cinco homélogos, tres de ellos
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poseen la cadena dodecano, tetradecano y hexadecano [Fang et al.,
1989].

11.2.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La especie Lysimachia sikokiana es conocida por sus propiedades
molusquicidas. Del extracto metandlico se han identificado diferentes
sapondésidos como responsables de la actividad. El principio mas
efectivo de entre los compuestos aislados fue identificado como 3-O-B-
xilopiranosil- (1—2)-B-glucopiranosil- (1—4) -[B-glucopiranosil -(1—2)] -
o-arabinopiranosil  proto-primulagenina A, también denominada
lisikoian6sido o [Kohda et al.,1989].

Un alquilresorcinol citotoxico fue aislado de Lysimachia japonica y
posteriormente identificado por métodos espectroscépicos como
grevillol. Este compuesto ha sido ensayado in vitro frente a diferentes
lineas celulares cancerosas KB, B-16, PC-13, L-5178Y, P-388 y Hep-2, y
posteriormente se han sintetizado diferentes derivados quimicamente
relacionados, para poder establecer la relaciéon estructura quimica y
actividad farmacoldgica [Arisawa et al., 1989]. De la misma especie, se
ha aislado el acido 6-tridecilresorcilico, el cual inhibe de manera dosis
dependiente las contracciones miofribrilares, la superprecipitacion de
miosina B y la actividad ATPasa de miosina y actomiosina [en
preparaciones de musculo esquelético de conejo Kobayashi et al., 1984].

El extracto n-butandlico de Lysimachia hemsleyana (planta entera)
regula la produccién de IL-2 en esplenocitos de raton y mejora la
actividad fagocitica de macréfagos peritoneales de ratén, justificando su
efecto en componentes inflamatorios de patologias autoinmunes [Zhang
et al.,, 2002a]. Los mismos autores estudiaron el efecto de diversos
extractos de la misma planta pero utilizando diferentes estimulantes, y

demostraron que los extractos n-butandlico y cloroférmico mejoran la
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proliferacion linfocitaria inducida con lipopolisacarido (LPS) vy
concanavalina A (ConA) [Zhang et al., 2002b]. Yao et al. (1981)
demostraron el efecto inmunosupresor de esta misma especie y de
Lysimachia christinae [Yao et al., 1982], de la cual Gu et al. (1988)
habian aislado dos compuestos con propiedades antiinflamatorias.

Jiang et al.(1997) estudiaron la actividad anti-peroxidativa de diversas
plantas medicinales, incluyendo Lysimachia christinae, y demostraron
que tiene un gran efecto, justificando las propiedades hepatoprotectoras
de la especie, cualidad por la que es utilizada en medicina tradicional
china.

Finalmente, el extracto acuoso de Lysimachia christinae administrado
per os a ratones hiperuricémicos redujo los niveles de acido Urico a
valores normales comparados con el grupo blanco. En estos ratones, la
administracién de iguales dosis no produjo modificaciones en los niveles

fisiolégicos uricémicos [Wang et al., 2002]

I1.3. LITHOSPERMUM ERYTHRORHIZON

11.3.1. BOTANICA

Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. (Boraginaceae), es una
planta herbacea, perenne, de tallo erecto, que puede alcanzar los 60 cm
de altura, pubescente, con tricomas blancos; las hojas son alternas,
anchas, apice agudo, bases cuneiformes y margenes enteros. La
floracion se produce en otofio. Las flores forman inflorescencias en
racimos terminales de color blanco. El fruto es pequefo, ovoide y de
color negro brillante.
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Figura 4. Lysimachia foenum—graecum. A) hojas y flores; B) Radix Lithospermi

1.3.2. USO POPULAR

La raiz (Zicao, Radix Lithospermi), recolectada en primavera u otofio es
reconocida oficialmente por la Farmacopea China para el tratamiento de
eczemas, quemaduras por calor y sarampion [Tang y Eisenbrang, 1992;
Andnimo, 2005d]. También se emplea en medicina tradicional como
cicatrizante y en procesos inflamatorios de piel y mucosas

[Papageorgiou et al., 1999].
11.3.3. COMPOSICION QUIMICA

La raiz de Lithospermum erythrorhizon contiene principalmente
pigmentos derivados de la naftoquinona. El porcentaje expresado como
alkanina es del 0,47%. De los pigmentos, shikonina es el mas
representativo, constituyendo hasta el 39% del extracto total [Lu et al.,
2004], mientras que alkanina (S-isémero) constituye entre el 0,8% y el
5%. También se han descrito los compuetos acetilshikonina,
isobutirilshikonina, B,B-dimetilacrilshikonina, B-hidroxi-isovalerilshikonina,

isovalerilshikonina, a-metilbutiril shikonina, y deoxishikonina como
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componentes mayoritarios, y lithospermidina A y B, como componentes
minoritarios [Tang y Eisenbrang, 1992]. Otros derivados de la
hidrogquinona (no naftoquinénicos) aislados han sido shikonofurano A-E 'y
dihidroshikonofurano. Ademas se han descrito acido rosmarinico, acido
lithospérmico, y tres glicanos denominados lithospermanos A, B 'y C
[Tang y Eisenbrang, 1992].

OH o HO -H

OH o H "OH

Shikonina Alkanina

Figura 5. Estructura quimica de shikonina y alkanina

1.3.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Diversos extractos de L. erythrorhizon inhibieron el crecimiento in vitro
de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea, y Bacillus
subtilis, pero no tuvieron efecto sobre el crecimiento de Escherichia coliy
Pseudomonas aeruginosa. El extracto acuoso de la sumidad tiene
efectos antagonistas de la gonadotropina, acortando el periodo de
embarazo de ratones y conejos [Tang y Eisenbrang, 1992].

Existen numerosas referencias a trabajos realizados con los principios
aislados de L. erythrorhizon, principalmente shikonina y alkanina. Entre
los estudios destacan las propiedades antiinfecciosas y antiinflamatorias,
lo que lleva a la aplicaciéon en terapéutica de estos compuestos como
cicatrizante de heridas abiertas, pero también se han descrito sus
potenciales propiedades anticancerosas y antitrombéticas [Papageorgiou
et al., 1999].
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A. Propiedades antibacterianas, antifungicas y antiparasitarias

Hay diversas referencias sobre la actividad antibacteriana y antifungica
de L. erythrorhizon, e incluso recientemente se ha demostrado su
potente efecto antiparasitario frente a Tripanosoma cruzi [Lirussi et al.,
2004]. Existen ademas multiples referencias sobre la actividad de los
compuestos aislados frente a diferentes microoganismos, como f,B3-
dimetilacrilshikonina e hidroxi-isovalerilshikonina frente a Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus'y Sarcina lutea, sin embargo, carece de actividad
frente a Escherichia coli [Tang y Eisenbrang, 1992]. Shikonina inhibe el
crecimiento de bacterias Gram positivas (S. aureus, Enterococcus
faeciumy B. subtilis) pero no tiene efecto contra Gram negativas (E. coll,
P. aeruginosa). Aunque los datos iniciales indicaban que se trataba de
efectos bacteriostaticos, recientemente se ha demostrado que se trata
de efectos bactericidas. Shikonina ademas demostr6 una gran
selectividad frente a cepas de S. aureus meticilin-resistentes
[Papageorgiou et al., 1999].

Shikonina y sus derivados también poseen propiedades antifungicas,
inhibiendo el crecimiento de Saccharomyces sake, Trichophyton rubrum,
T. mentagraphoides, T. tonsulans var. sulfureum, Microsporum gypseum
y Epidermophyton fluccosum. Deoxishikonina es el derivado més activo
de todos, y posee efecto fungistatico. Aunque existen resultados
contradictorios, shikonina y deoxishikonina no tiene actividad sobre
Candida albicans [Papageorgiou et al., 1999].

Shikonina a 0.5-10 pg/mL inhibe el crecimiento in vitro de Entamoeba
histolytica, pero solo demostr6 un débil efecto cuando se administré a
ratas con amebiasis experimental [Tang y Eisenbrang, 1992]. Shikonina
inhibe el desarrollo de larvas de Aedes aegypti [Papageorgiou et al.,
1999].
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B. Propiedades cicatrizantes y antiinflamatorias

Diversos estudios demuestran las propiedades antiinflamatorias y
cicatrizantes de shikonina, alkanina, y sus derivados. Los experimentos
demuestran el efecto en diferentes protocolos experimentales de
inflamacion aguda y crénica, incluyendo modelos de artritis e
hipersensibilidad retardada inducida por divesos agentes. Shikonina y
alkanina tienen similares propiedades y potencia, sin embargo, algunas
modificaciones estructurales en la molécula pueden modificar
positivamente la respuesta farmacoldgica [Singh et al., 2003; Tanaka et
al., 1986; Papageorgiou et al., 1999]. De todos los compuestos
obtenidos, el pentaacetil derivado de shikonina tiene la ventaja de ser
activo administrado via oral, y ademas actia como protector gastrico
[Papageorgiou et al., 1999].

Entre los estudios realizados sobre posibles mecanismos de accion,
destaca el de Wang et al. (1994) sobre la capacidad de inhibir la sintesis
de LTB, y 5-HETE. Sin embargo, recientemente se ha demostrado la
implicaciéon de shikonina en otros posibles mecanismos de accion
antiinflamatoria como el efecto antioxidante y captador de radicales
libres [Gao et al., 2000; Kourounakis et al., 2002], inhibicion de la
activacion de la transcripcion del TNF-o [Staniforth et al., 2004], bloqueo
selectivo de la unién quimiocina-receptor de quimiocina CCR1 [Chen et
al., 2001] o bloqueo de diversas uniones proteina-proteina con diferentes
dianas en distintos compartimentos extra e intracelulares [Chen et al.,
2002].

Respecto a las propiedades cicatrizantes, no han podido ser
demostradas claramente con los compuestos aislados. Si existen
indudables efectos cuando se ensayan los extractos de la planta o bien
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preparados comerciales basados en extractos de L. erythrorhizon
[Papageorgiou et al., 1999].

C. Propiedades anticancerosas

El extracto de L. erythrorhizon, alkanina, shikonina y sus derivados
poseen propiedades antitumorales in vivo, inhiben el crecimiento de
diversas lineas celulares y tienen propiedades quimiopreventivas frente
a diferentes agentes [Papageorgiou et al., 1999]. Como ejemplos
relevantes se puede citar que a concentraciones relativamente altas
(superiores a 10 ng/mL) shikonina presenta citotoxicidad y a
concentraciones inferiores (entre 10 ng/mL a 10 fg/mL) tienen
propiedades inmunoestimulantes. Ademas shikonina inhibe los efectos
mutagénicos de diversos agentes carcinogénicos, inhibe la activaciéon
antigénica del virus Epstein-Barr en células Raji inducida por TPA e
inhibe completamente el desarrollo tumoral inducido in vivo en ratén (10
mg/kg/dia). Los mecanismos de accidén pueden ser varios. La actividad
antioxidante, ya comentada o la inhibicion de enzimas vitales para el
metabolismo o replicacion celular, pueden ser las causas directas de la
actividad anticancerosa. En efecto, estudios realizados con diferentes
derivados de shikonina han demostrado una inhibicion selectiva sobre la
topoisomerasa |, sin afectar a la topoisomerasa Il. Este estudio permitié
la obtencidn de diversos derivados y el conocimiento entre la estructura
quimica y la actividad farmacolégica [Ahn et al., 1995; Kweon et al.,
1993; Papageorgiou et al., 1999].

Otros estudios recogen diversas propiedades de shikonina sobre
diferentes lineas cancerosas, entre ellos destaca el efecto dosis—
dependiente antiproliferativo frente a células de carcinoma epidermoide
humano, incrementando los niveles intracelulares de proteinas

fosforiladas proapoptéticas y disminuyendo el de proteinas asociadas
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con la proliferacion en células de carcinoma epidermoide [Sing et al.,
2003a]. Shikonina regula la muerte celular programada via activacién de
caspasa-3 y bloqueo de la sintesis de DNA [Wu et al., 20043a] e inhibe el
crecimiento tiempo- y dosis-dependiente de la linea celular A375-S2
(melanoma humano maligno) a través de el aumento regulado de p53 y
la disminucién regulada de proteincinasa 4 dependiente de ciclina. La
activacién de la caspasa se detectd en la apoptosis celular inducida por
shikonina, la cual implica una via post-mitocondrial dependiente de
caspasa-9. El descenso de los niveles de Bcl-2 y el incremento de Bax
fueron positivamente correlacionados con la elevada expesion de la
proteina p53 [Wu et al., 2004b].

D. Propiedades cardiovasculares

Shikonina y sus derivados tienen propiedades antitromboticas,
inhibiendo la agregacion plaquetaria. EI compuesto méas potente de
todos los ensayados fue acetilshikonina (Clsy 2,1 ng/mL) [Papageorgiou
et al,, 1999]. Este compuesto y sus analogos inhiben la relajacién
inducida por diferentes agonistas en aorta precontraida por fenilefrina en
una forma dependiente del endotelio (rango de I1Cs, entre 0,2 y 1,5 uM).
Ademas, la relajacion inducida por inon6foro de calcio A23187 fue
también inhibida o revertida por shikonina, sin embargo no tuvo efecto
sobre la relajacion inducida por nitroprusiato sédico, lo que indica que
este compuesto puede actuar por inhibicibn de la sintesis de éxido
nitrico en el endotelio [Hu et al., 2004].

E. Toxicidad

La toxicidad de shikonina y sus derivados se puede considerar baja, ya
que los datos experimentales demuestran que si bien la DLs, via
intraperitoneal es de 20 mg/kg, la administracion oral da valores >1000
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mg/kg. Shikonina y sus derivados tampoco tienen efectos mutagénicos
en el test de Ames [Papageorgiou et al., 1999].

F. Farmacocinética

El estudio farmacocinético demuestra que shikonina tiene muy buena
absorcion tras administracion oral 6 intramuscular, apareciendo en
plasma a partir del primer minuto. El pico méximo en plasma aparece a
los 5,78 minutos tras administracién oral y a 7,62 tras administrar
intramuscular. La biodisponibilidad es de 34,3 y 64,7, respectivamente. A
las 96 horas de la administracion intravenosa aparece un 41% en orina y
un 40% en heces. Se metaboliza en higado dando lugar a diez
metabolitos, cinco monémeros y cinco dimeros [Papageorgiou et al.,
1999].

I1.4. FORSYTHIA SUSPENSA

1.4.1. BOTANICA

Forsythia suspensa (Thunberg) Vahl (Oleaceae) es un arbusto de hoja
caduca de entre 2 m y 5 m de altura. Las ramas erectas o colgantes,
delgadas, las jovenes son angulares, mientras que las viejas son
cilindricas. Al inicio de la primavera produce flores amarillas, palidas,
hermafroditas, dispuestas en racimo axilar (1 a 3), de unos 2,5 cm de
largo. El céliz tiene 4 lébulos. Las hojas aparecen mas tarde que las
flores, son ovadas a oblongo-ovadas, glabras, con margenes dentados,
a veces profundamente divididas en 3 lébulos y dispuestas de manera
opuesta. El fruto es una cépsula de sabor amargo y astringente. Esta
especie es originaria de Extremo Oriente y se utiliza como ornamental en
China y Japén [W.H.O., 1989].
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Figura 6. Forsythia suspensa. A) flor; B) Forsythiae Fructus

11.4.2. UsoO POPULAR

Liangiao (Fructus Forsythiae) es una droga ampliamente utilizada en
medicina tradicional china y estd oficialmente recogida en la
Farmacopea Oficial China. Los frutos se emplean fundamentalmente
como antipiréticos y antiinflamatorios en el tratamiento de infecciones
bacterianas [Tang y Eisenbrand, 1992]. El empleo de esta droga se
remonta a 4.000 anos y es ingrediente de mas de 50 preparaciones
fundamentales en China [Brown, 1995].

El fruto es amargo y astringente. Se utiliza como estimulante cardiaco y
del sistema nervioso. Por su contenido en flavonoides mejora el riego y
la resistencia capilar (propiedades vitaminicas P). El fruto también se ha
descrito como antidoto de venenos, antiflogistico, antitusivo, diurético,
febrifugo, laxante y tonico, y para el tratamiento de infecciones agudas
del tracto urinario, en paperas y amigdalitis, y en infecciones alérgicas.
Las flores también tienen propiedades antibacterianas, especificamente
frente a S. aureus, S. disenteriae, S. haemolyticus y Mycobacterium
tuberculosis entre otros. Las hojas se emplean en forma de cataplasma
en Ulceras y hemorroides, y la raiz en ictericia y fiebre [Brown, 1995;
Anbénimo 2005c].
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11.4.3. COMPOSICION QUIMICA

Desde 1960 se han aislado e identificado un gran numero de
compuestos a partir de los frutos de Forsythia suspensa: heterésidos
fendlicos, lignanos, triterpenos y alcoholes. Entre los lignanos destacan
filigenina, y pinoresinol y sus heterdsidos filipina y un glucésido del
pinoresinol, matairesinol, arctigenina y sus derivados arctiina,

matairesindsido y O-metilarctigenina [Tang y Eisenbrang, 1992].

Los compuestos mas caracteristicos de Forsythia suspensa son los
denominados forsitésidos (fenilpropanoide-glicésidos), de los cuales se
han aislado los denominados A, B, C y D. Otros derivados
caracteristicos son los alcoholes: rengiol, rengiéxido, rengiosido A,
rengiolona, cornésido, salidrésido y suspenol [Tang y Eisenbrang,
1992].

Filigenina Matairesinol
OH HO
Ol 00— CH, O/\/@: \Q\/\
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Figura 7. Estructura quimica de principios de Forsythia suspensa
Otros compuestos comunes como acido betulinico, acido oleandlico,
acido ursolico, acetato de B-amirina y rutdésido han sido aislados en
frutos y hojas de Forsythia suspensa[Tang y Eisenbrang, 1992].

11.4.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

El extracto hidroetandlico de los frutos desecados de Forsythia
suspensa tiene propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. El
extracto (0,5 mg/kg) inhibi6 los edemas agudos inducidos en oreja de
ratbn por acido araquidonico (42% de inhibicién) y TPA (88%), la
inflamacién inducida por aplicacion repetida de TPA en oreja de ratén
(37%) y la reaccién de hipersensibilidad inducida por oxazolona (41%, a
las 24 h) [Cuéllar et al., 1998]. A similares conclusiones llegaron Ozaki
et al. (1997) estudiando la actividad analgésica y antiinflamatoria del
extracto hidrometandlico de Forsythia suspensa, demostrando en este
caso que la actividad es debida a compuestos no polares, ya que el
fraccionamiento con disolventes de diferente polaridad les permitié
observar que la fraccion hexanica mantiene la actividad mientras que la
subfracciones mas polares carecen de ella. Posteriormente aislaron del
extracto activo el compuesto triterpénico 3B-acetoxi-20,25-
epoxidammaran- 24-ol, como principio mayoritario responsable de la
actividad [Ozaki et al., 2000].

En un trabajo posterior se demostré6 que el extracto tiene capacidad
antioxidante, inhibiendo la peroxidacion lipidica de microsomas
hepaticos de rata inducida por Fe**—ascorbato (97%, Clsy = 23,7 pg/mL)
y CCIl,—NADPH (72%, Clsyp = 16,0 pg/mL), la captacion del radical
superéxido generado por el sistema hipoxantina/xantina oxidasa (80%,
Clsp = 11,1 ug/mL) y la degradacion de desoxiribosa inducida por
Fe**~EDTA [Schinella et al., 2002].
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De los estudios realizados con los principios activos de Forsythia
suspensa, destaca la actividad antimicrobiana de forsitésido A, C y D,
las propiedades inhibidoras de pinoresinol frente a fosfodiesteras de
AMPc y la capacidad inhibidora de la formacién de 5-HETE de los
cafeoil-glucésidos [Tang y Eisenbrang, 1992]. Un estudio mas reciente
demuestra que el extracto hidroetandlico de Forsythia suspensa inhibe
la actividad de las enzimas elastasa y 5-LOX, con valores de Cls, de 80
ug/mL, lo que en parte justifica los resultados descritos previamente
[Prieto et al., 2003].

Los frutos de Forsythia suspensa poseen propiedades inhibidoras de la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), y las sustancias
responsables son los lignanos tetrahidrofurofuranicos, pinoresinol,
filligenina y siringaresinol, los cuales fueron mas potentes que probucol
sobre la oxidacién LDL inducida por Cu®* [Chen et al., 1999].

lizuka y Nagai (2005) demostraron el efecto vasorelajante sobre anillos
aislados de aorta de rata del compuesto forsitiasido aislado de los frutos
de Forsythia suspensa. Este compuesto presenta un débil efecto
relajante frente a contracciones inducidas por noradrenalina en aorta de
rata con o sin endotelio, no afecta a las contracciones inducidas por
altas concentraciones de K* (60 mM), pero si inhibe la vasocontraccion
inducida por noradrenalina en presencia de nicardipina, lo que
demuestra que el efecto de este compuesto es debido al descenso en el
flujp de calcio desde el espacio extracelular producido por

noradrenalina.

Zhang et al. (2002c) aislaron un nuevo compuesto de Forsythia
suspensa con actividad antiviral frente al virus respiratorio sincitial
(RSV). ElI compuesto denominado &cido renginico tiene la estructura
acido 2-(1,4-dihidroxi ciclohexanil)-acético.
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IL.5. ISODON XEROPHILUS

11.5.1. BOTANICA

Isodon xerophilus (C.Y. Wu et HW. Li) H. Hara (Labiatae) es un arbusto
perenne de aproximadamente 1 m, conocido como “han sheng xiang cha
cai“ es originario de la provincia china de Yunnan. Los tallos ramificados,
de color pardo grisaceo, tienen ramitas de color amarillo violaceo. Hojas
ovado-oblongas, de 1-2,5 cm x 0,5-1,5 cm, peciolo de 1 mm a 3 mm, la
superficie adaxial rugosa y pubescente, la abaxial de color gris,
densamente pubescente, base redondeada, margen acanalado, apice
agudo. Paniculos estrechos de 3,5 cm a 10 cm, cimas pedunculadas, de
3 a 5 flores. Céliz acampanado de aproximadamente 3 mm, densamente
pubescente, con dos labios, dientes desiguales, anchamente triangular,
un tercio mas largo que el caliz. Corola de 8 mm, pubescente, tubo de
unos 3 mm, labio superior de 3 mm e inferior de 5 mm. Estambres
incluidos o ligeramente separados. Semillas de color pardo amarillento,
ovoides de aproximadamente 1 mm, glabras [Wu y Raven, 1994]. Isodon
xerophilus (C. Y. Wu & H. W. Li) H. Hara es sinébnimo de Rabdosia
xerophilaC. Y. Wu & H. W.Li.



Revision bibliografica 27

& Porcin superior de I3 planta con infarescencias
7 Corola ahierta con estambres
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9 Vista adaxial del callz abierto
10 vista abaxial de la semila

Figura 8. Esquema de /sodon xerophilus
11.5.2. Uso POPULAR

Isodon xerophilus es una especie que carece de uso en la medicina
tradicional china al tratarse de un especie endémica. Tampoco hay
referencias escritas sobre el uso popular. EI empleo de otras especies
afines como antiinflamatorias [Tang y Eisemnbrand, 1992] y los estudios
realizados con diterpenos presentes en el género, han permitido centrar
los trabajos de investigacién en obtener nuevos compuestos de este
grupo fitoquimico y su posterior estudio farmacoldgico.

11.L5.3. COMPOSICION QUIMICA

El nimero de articulos publicados sobre esta especie es limitado. Hou et
al. (2000a) a partir de las hojas de Isodon xerophilus aislaron 3 nuevos
diepoxi-ent-kauranos denominados xerofilusina A, B y C, junto a un
conocido compuesto o macrocalina B. En un trabajo posterior, los

mismos autores aislaron otros 3 nuevos ent-kauranos, xerofilusina D, E y



28 Revisién bibliografica

F, junto a 6 conocidos compuestos (filostaquisina-A, acido oleandlico,
acido cafeico, &cido rosmarinico, quercetin-3-O-B-D-glucopiranésido y
quercetina) [Hou et al, 2000b; 2001a;b], xerofilusina G, |, J y K, junto a
los conocidos derivados enanderianina C, rostorina A, longikaurina B y
rabdoternina D [Hou et al., 2001b].

Xerofilusina A Xerofilusina R

Figura 9. Estructura quimica de principios de /sodon xerophilus

Del extracto etandlico de las hojas se aislaron 3 nuevos ent-kauranos,
los cuales fueron denominados como xerofilusina L, M y N, junto con 3
conocidos derivados denominados rabdoternina A, longikaurina F vy
ponicidina [Li et al., 2002]. En esta especie también se han descrito otros
grupos estructurales de diterpenos, como los ent-abietanos aislados e
identificados como xerofilusina Ry S, respectivamente [Niu et al., 2004].

I.5.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La mayoria de los estudios farmacol6gicos sobre los compuestos
aislados de Isodon xerophilus, se han centrado en sus potenciales
propiedades citotéxicas. De todos ellos, macrocalina B, xerofilusina A y
xerofilusina B, presentaron citotoxicidad frente a células K562, HL-60 y
MKN-28 [Hou et al., 2000a]; ponicidina frente a células K562 y T24 [Li et
al., 2002]; xerofilusina G y longikaurin B inhibieron el creciento de las
lineas celulares K562, HL-60, HCT, y MKN-28 [Hou et al., 2001b].
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No existen otros tipos de estudios con esta especie, aunque el numero
de articulos publicados sobre citotoxicidad de diterpenos aislados del
género Isodon o compuestos directamente relacionados es muy amplio.
De ellos destaca el de Suzuki et al. (2004) sobre el possible mecanismo
de accién de algunos de los compuestos de este grupo estructural (ent-
kauranos). Asi, el derivado ent-11a-hidroxi-16-kauren-15-ona inhibe
selectivamente la expresién de NF-xB dependiente de TNF-a. La
administracién conjunta de ent-11a-hidroxi- 16-kauren-15-ona con TNF-
o incrementa espectacularmente la apoptosis de células leucémicas

humanas acompanadas por la activacién de caspasas.

11.6. EICOSANOIDES E INFLAMACION
11.6.1. INTRODUCCION

Los eicosanoides son lipidos insaturados que derivan del acido
araquidénico (AA). Dentro de los eicosanoides se incluyen
prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), tromboxanos (TXs), lipoxinas
(LXs) y varios hidroxi- e hidroperoxidcidos grasos [Slater y McDonald-
Gibson, 1987]. Los eicosanoides juegan un papel importante en la
regulaciéon de diferentes procesos fisiologicos, pero también causan
dolor, inflamacion e hipersensibilidad. Se han encontrado niveles
elevados de estos mediadores en enfermos de artritis reumatoide, asma,
psoriasis, shock anafilactico y colitis ulcerosa [Resch et al., 1998], por lo
que el desarrollo de inhibidores de la sintesis de estos eicosanoides
puede resultar un paso clave en la clinica de muchas enfermedades.

El AA es liberado de la posicién sn-2 de los fosfolipidos de membrana
por acciéon de la PLA, activada por estimulos mecéanicos, quimicos,
fisicos o por otros mediadores. EI AA puede ser metabolizado por dos



30 Revisién bibliografica

vias diferentes, la via ciclooxigenasa (COX) o la via lipoxigenasa (LOX)
para dar lugar a los eicosanoides, mediadores lipidicos de la inflamacién.

| Fosfolipidos de membrana |

Fosfolipasa A,

15-Lipoxigenasa

| 12-Lipoxigenasa

15-HETE | Acido araquidénico 12-HETE
Ciclooxigenasa 5-Lipoxigenasa
PGG, 5-HPETE ——> 5-HETE
TXB,<— TXA,<— PGH, LTA,

| —
i ¢ ¢ ¢ LTB, |_lc4

PGl, PGE, PGD, PGF,,
LTD,
LTE,

Figura 10. Sintesis de eicosanoides a partir del acido araquidénico.
1.L6.2. LIPOXIGENASAS

Las LOX son una familia de enzimas, entre las que se encuentra la 5-,
12- y 15-LOX, que catalizan la oxidacién del AA a sus correspondientes
hidroperdxidos. La 5-LOX convierte el AA en &acido 5-hidroperoxi-
eicosatetraenoico (5-HPETE), el cual se puede transformar en 5-hidroxi-
eicosatetraenoico (5-HETE) o en LTA4, que es el primer paso en la
sintesis del resto de LTs. El LTA, puede, o bien ser convertido en LTB,
por la enzima LTA4-hidrolasa, o bien puede conjugarse con glutatién
reducido para dar LTC, por accion de la LTC, hidrolasa. EI LTC,4 puede
sufrir modificaciones para dar lugar a los peptidil-leucotrienos: LTDy,
LTE, y LTF, [Steinhilber, 1994]. EI LTB,4 es un potente estimulador de las
respuestas de leucocitos como son la quimiotaxis, la adhesién celular, la
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produccion de anion superoxido, la translocacion de calcio y la liberacion
de enzimas hidroliticas [Henderson, 1994]. Los granulocitos,
monocitos/macrofagos, mastocitos y linfocitos B expresan la 5-LOX,
mientras que plaquetas, células endoteliales, células T y eritrocitos
carecen de 5-LOX [Steinhilber, 1994].
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Figura 11. Sintesis de leucotrienos a partir del &cido araquidonico

11.6.3. CICLOOXIGENASAS

Las ciclooxigenasas son un grupo de enzimas responsables de la
sintesis de PGs, TXs y PGl, a partir de AA. Los metabolitos de la COX
tienen una amplia variedad de efectos fisiolégicos y fisiopatolégicos y
estan implicados en muchos procesos homeostaticos. Existen dos
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formas de la COX, la isoforma constitutiva o COX-1 y la isoforma
inducible o COX-2. Aunque la COX-1 se expresa en la mayoria de las
células de los mamiferos bajo condiciones fisiologicas, son las células
endoteliales, las plaquetas y las células tubulares del rifidn las que
expresan mayores cantidades de dicha isoforma, que juega un
interesante papel en la generacién de PGs, mediadores que regulan
importantes procesos fisiologicos como son la citoproteccion
gastrointestinal, homeostasis vascular y funcién renal [Mitchell y Warner,
1999].

La isoforma inducible o0 COX-2 se expresa en grandes cantidades en
estados de inflamacidén aguda y artritis, y da lugar a la sintesis de PGs
proinflamatorias. Durante la reaccion inflamatoria la actividad de la COX-
1 se puede incrementar de 2 a 3 veces, mientras que la actividad de la
COX-2 aumenta hasta 20 veces [Frélich, 1997]. Se ha demostrado que
las acciones farmacoldgicas de los antitinflamatorios no esteroidicos
(AINEs) son debidas a la inhibicion de la COX-2, mientras que los
efectos adversos (toxicidad gastrointestinal y nefrotoxicidad) son debidos
a la inhibicion de la COX-1 [Needleman y Isakson, 1997; Mitchell y
Warner, 1999].
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Figura 11. Sintesis de PGs, prostaciclina (PGl,) y TXs a partir del AA

La COX actia sobre el AA, transformandolo en un derivado
endoperoxido (PGG,) que a su vez se convierte en PGH, por
peroxidacion. A partir de PGH, por accién de la tromboxano sintasa se
sintetiza el TXA,, que actia como agregante plaquetario y
vasoconstrictor, y el acido hidroxiheptadecatrienoico (HHTrE), un potente
inductor endégeno de la produccion de PGl, endotelial [Mezei et al.,
2000]. De la PGH, y por accion de varias enzimas se sintetiza PGl,,
inhibidor de la agregacion plaquetaria y vasodilatador, y las PGs entre
las que destaca la PGE, que media la produccién del edema y dolor en
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el area inflamada, la PGF,, responsable de la vaso- y broncoconstriccion
y la PGE; que produce fiebre y dolor [Ammon et al., 1991].

11.6.4. DETECCION DE METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Existen varios métodos para la deteccion y cuantificacion de los
metabolitos del AA, entre ellos encontramos la cromatografia en capa
fina (CCF), cromatografia de alta resolucion (HPLC) acoplada a un
detector ultravioleta (UV) o fotodiodos (DAD), cromatografia de gases
(CG) acoplada a espectroscopia de masas (EM) (CG-EM),
radioinmunoensayos (RIA) y enzimoinmunoensayos (EIA), que difieren
entre ellos en cuanto a su especificidad y la sensibilidad [Kumlin, 1996].

Los RIA y EIA son muy sensibles y son capaces de detectar cantidades
del orden de pg de eicosanoides, pero el factor limitante es el uso de
radiactividad o la disponibilidad del anticuerpo. La técnica acoplada a
HPLC es capaz de cuantificar varios eicosanoides distintos en un solo
andlisis y no requiere el uso de anticuerpos o radiactividad, sin embargo
s6lo se pueden detectar compuestos que tengan grupos croméforos en

Su estructura.

Estd generalmente aceptado que la actividad 5-LOX medida por la
produccion de 5-HETE, LTB, y sus isbmeros, es un marcador valido
para el hallazgo de inhibidores de la 5-LOX. Todos ellos poseen grupos
cromoforos que absorben a 235 nm 6 274-280 nm y por tanto, son
facilmente detectables y cuantificables, presentando correlacién entre su
absorbancia y su concentracién. Aunque es posible medir PGs por
HPLC con detector UV, éste no es un buen método para evaluar
inhibidores de la COX porque el coeficiente de extincién y los maximos
de absorcion de la PGs son muy bajos (192 nm) [Dannhardt y Lehr,
1992]. Sweeney et al. (1987) demostraron que la cuantificacién del 12-
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HHTrE (méaximo de absorcion a 232 nm) producido por plaquetas
bovinas activadas es un buen indicador de la actividad COX.

OH OH OH
= = X LTB,
X 274 nm
5-HETE LTA
GPx 235 nm
LOX

5
5-HPETE ———> LTA,

5-LOX

— — COOH COX
O =)

TXA,
TXs
— COOH
15-LOX | 12-LOX

15-HPETE 12-HPETE :
12-HHTIE OH
15-LOX 12-LOX 235 nm
15-HETE | — COOH
235 nm _ o ~

OH | 12.HETE
235 nm

Figura 12. Metabolitos del AA que pueden medirse mediante HPLC acoplado a
UV-DAD

1.7. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
11.7.1. INTRODUCCION

La actividad antioxidante es ampliamente utilizada como parametro para
caracterizar diferentes materiales vegetales. Esta actividad se relaciona
con compuestos capaces de proteger un sistema biol6gico del efecto
potencialmente dafino de procesos que causan excesiva oxidacion,
involucrando especies reactivas del oxigeno. Existen diversos métodos
para la evaluacion de la capacidad antioxidante de muestras biologicas.
Algunos de ellos utilizan la produccion de un radical organico o especies
reactivas del oxigeno y otros se basan en la oxidacién-reduccion de
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iones metalicos. Un ensayo universal de la actividad antioxidante in vitro
no existe, debido a que la actividad anti-radicalaria depende
fundamentalmente de la naturaleza del radical y del método de
generacion del mismo. La eleccion de un sistema quimico para generar
especies reactivas es un punto critico en el desarrollo de cualquier
ensayo antioxidante con el fin de obtener resultados relevantes [Aruoma,
2003].

11.7.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Se han desarrollado varios métodos espectrofotométricos para la
determinacién  del potencial antioxidante de diferentes sistemas
bioquimicos. Estos métodos son de rapida aplicacién, escasa
manipulacion de material biolégico y bajas necesidades instrumentales,
por lo que su aplicacion es sencilla. La eficacia antioxidante de las
muestras ensayadas se compara con patrones conocidos como acido
ascérbico o Trolox. Estos ensayos se pueden diferenciar por el
procedimiento de las reacciones. Algunos utilizan el retraso en la
oxidacion (fase lag) como pardmetro de la actividad antioxidante, otros
analizan la capacidad de captaciéon del radical libre, reduccion del ion
metalico o catién radical [Arnao et al., 1999]. Los métodos que se
utilizaran en este trabajo son ampliamente empleados en diferentes
estudios del poder antioxidante de sistemas biolégicos (como plasma
sanguineo o tejidos), tanto de extractos y compuestos aislados de
especies vegetales, como productos derivados de procesos industriales.
Las pruebas seleccionadas para el estudio de la actividad antioxidante
son la reaccion con el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH),
reaccion con el radical 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de

amonio (ABTS") y medida de la capacidad reductora (método FRAP).
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A. Reaccion con el radical DPPH’

El fundamento de esta técnica consiste en la medicién a 517 nm de la
reduccion del radical estable DPPH®. La absorbancia caracteristica de
este radical, que posee un color violeta intenso, disminuye en presencia
de un antioxidante (AH) u otro radical (R®). Por tanto, es posible
cuantificar la capacidad captadora de radicales libres que poseen
determinados compuestos mediante la determinacion del grado de
decoloracién que provocan a una disolucion metandlica de DPPH
[Brand-Williams et al., 1995].

DPPH® + AH DPPH-H + A®
—_—
DPPH'+R" ___ 5 DPPH-H

B. Reaccion con el radical ABTS™

La base del método consiste es formar un radical catiénico ABTS"
(cromoforo verde) basado en la acciéon oxidativa de peroxidasas u
oxidasas sobre ABTS. Una solucién estable de ABTS™ también puede
ser preparada con agentes oxidantes tales como diéxido de manganeso
o persulfato de potasio. El radical ABTS™ presenta maximos de
absorcion a 414 nm y en las proximidades del infrarrojo (645, 732 y 815
nm). Esta propiedad da la posibilidad de evitar interferencias generadas
por cromodgenos de la muestra a estudiar. El fundamento de este método
consiste en observar la decoloracion del radical ABTS debido a la

interaccién con especies donantes de hidrégeno
-1e -
ABTS (incoloro) ——mm> ABTS (verde)

ABTS™ +RH > ABTS+R
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C. Medida de la capacidad reductora: Método FRAP

Este método evalla la capacidad antioxidante de una muestra biolégica
de acuerdo a su capacidad para reducir un determinado compuesto.
Originariamente este método se lo denomind “Ferric reducing ability of
plasma” (FRAP) porque fue utilizado para medir la actividad antioxidante
del plasma humano. Actualmente se lo denomina “Ferric reducing
antioxidant power” y su utilizacion se ha extendido al estudio de
diferentes compuestos, mezclas o extractos biolégicos. La base del
método consiste en la reduccion de un compuesto o mezcla de
compuestos (X) sobre el Fe® presente en un complejo con un
compuesto organico: ftripiridiltriazina (TPTZ). Cuando el hierro del
complejo es reducido a la forma ferrosa toma un color azul que presenta
un maximo de absorcion a 593 nm y cuya intensidad de color es
proporcional a la capacidad reductora del compuesto o compuestos
ensayados [Benzie y Strain, 1996].

X
TPTZ-Fe* (color pardusco) LbTPTZ'Feer (color azul intenso)
+1e

11.7.3. PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacion lipidica es un proceso en cadena mediado por radicales
libres que causa la degradacién de los lipidos, siendo en particular
interesante su accion a nivel de las membranas celulares. Este proceso se
relaciona con numerosas alteraciones patolégicas como procesos
inflamatorios, toxicidad hepatica causada por xenobibticos, trastornos

vasculares y envejecimiento.

La peroxidacién se puede iniciar catalizada por enzimas o por mecanismos
de tipo no enzimatico (radiaciones, catalizado por metales). En ambos
casos, la peroxidacion lipidica se inicia por el ataque de un radical libre
reactivo sobre un &cido graso poliinsaturado (AGP-H), con la abstraccién



Revision bibliografica 39

de un atomo de hidrégeno y la formacion de un radical del acido graso
(AGP®) que sufre una reorganizacién formandose un dieno conjugado (1),
que rapidamente reacciona con oxigeno para formar el radical lipoperoxilo
(AGPOO®) (2). Este radical puede atacar a otros &cidos grasos
formandose hidroperdxidos lipidicos (AGPOOH) (3) y nuevos radicales
libres, propagéndose el proceso. La presencia de trazas de iones metalicos
cataliza la ruptura de los hidroperoxidos lipidicos originando un gran
numero de productos secundarios entre ellos los radicales alcohoxilos. Los
productos finales de la peroxidacion lipidica son muy variados: alcanos,
alguenales, hidoxialquenales, malondialdehido (MDA), epéxidos de acidos
grasos, etc.), algunos de los cuales también contribuyen al dafio celular.

La fase de finalizacion ocurre cuando dos radicales libres reaccionan
entre si, o cuando el radical reacciona con una sustancia donante de
atomos de hidrégeno (llamada antioxidante, reductor o captador de
radicales libres), dando lugar a productos inactivos. Como productos
finales del proceso estan los hidroperdxidos, hidroxiacidos grasos,
epoxiacidos grasos, aldehidos poliinsaturados, hidroxialdehidos,
dialdehidos, cetonas y otros, que pueden reaccionar con grupos amino
de proteinas, fosfolipidos o acidos nucleicos, comprometiendo el buen
funcionamiento y la calidad del sistema bioldgico o elementos que los
contienen. Uno de los productos formados en este proceso es el MDA,
que tiene la capacidad de formar aductos coloreados (rosa) con el acido
tiobarbiturico (TBA), dando un maximo de absorcion a 532 nm. Este es
el mecanismo quimico mas usado para determinar la extension de la

peroxidacion [Schinella et al., 2002; Schinella et al., 2004].
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Acido graso poliinsaturado
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Figura 13. Peroxidacion deacidos grasos insaturados

11.7.4. ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO: RADICAL SUPEROXIDO
A. Introduccion

El oxigeno es esencial para la vida de los organismos aerdbicos. Este
juega un papel vital como aceptor terminal de electrones durante la
respiracion, aunque debido a su naturaleza biradical, el oxigeno y sus
metabolitos son potencialmente téxicos. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) constituyen un grupo que incluye tanto radicales (‘OH,
ROO*, NO* y 0,") como no radicales ('O,, Oz, HOCI, H,0, y ONOO").
Las especies que contienen nitrbgeno se pueden denominar

alternativamente como RNS.

Los radicales libres son especies quimicas que contienen un Unico
electron desapareado en una o6rbita externa. Esta situacién le confiere
una extremada inestabilidad y reactividad, con lo que reacciona con
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sustancias quimicas tanto inorganicas como organicas (proteinas,
lipidos, carbohidratos), y en especial con moléculas clave de las
membranas y con acidos nucleicos. Ademas, los radicales libres
permiten iniciar reacciones autocataliticas, por lo que las moléculas con
las que reaccionan se convierten ellas mismas en radicales libres
capaces de propagar la cadena de lesién. El electron desapareado
puede asociarse casi con cualquier atomo, pero los radicales libres
basados en el oxigeno, carbono y nitrbgeno son los de mayor
importancia biolégica [Gongora, 2002; Schinella et al., 2004].

Desde un punto de vista biolégico, las tres especies de oxigeno mas
importantes son el superéxido (O,"), peréxido de hidrégeno (H.O,) y
radical hidroxilo ("OH). Estos pueden producirse por la actividad de una
variedad de enzimas oxidativas en diferentes lugares de la célula, como

citosol, mitocondrias, lisosomas, peroxisomas y membranas plasmaticas.
B. El radical superoxido

El radical superoxido es el primer producto de la reduccion univalente del
oxigeno. Supone el primer radical formado y ademas de ser activo por si
mismo en el fenébmeno inflamatorio, da lugar a otras especies
oxigenadas de importancia. La xantina oxidasa (XOD) es capaz de
generar O, in vivo por la oxidaciéon de productos que provienen del

catabolismo de las bases puricas a través de la siguiente reaccion:
Hipoxantina — Xantina — Acido Urico + O," + HxO,

Debido a su caracter reductor, el O," generado en esta secuencia de
reacciones puede reducir compuestos como el azul de nitrotetrazolio
(NBT), que al ser reducido por el O, forma un croméforo con un
maximo de absorcion a 560 nm. Aquellos compuestos captadores de

radical O,"~ disminuiran la velocidad de formacion de dicho cromoéforo.



42 Revisién bibliografica

Es conveniente descartar una posible interferencia del extracto con la
enzima mediante una modificacién del ensayo. Igualmente se ha de
determinar si el mismo extracto puede comportarse como reductor del
NBT. Se realiza la determinacién cinética del aumento de la absorbancia
durante 2 minutos. Los resultados se expresan como porcentajes de
inhibicién de la reduccién de NBT [Prieto et al., 2001; Géngora, 2002;
Schinella et al., 2004].

11.8. INFLAMACION: PROTOCOLOS IN VIVO
11.8.1. INTRODUCCION

En la busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios es importante el
empleo de modelos experimentales en animales, ya que dependiendo
del protocolo experimental, los resultados se pueden en parte extrapolar
al posible comportamiento en humanos. Existen varios tipos de
protocolos en funcién de la forma de aplicacion, agente irritante utilizado

o duracion del proceso inducido [Rios et al., 2004].

- En funcién de la forma de aplicacion se emplean métodos que
provocan una irritacion topica, aguda o subcrénica y son validos
para el estudio de sustancias activas en procesos inflamatorios de
piel y mucosas. La administracién oral o parenteral es util para el
estudio de agentes de efecto sistémico, independientemente del
agente irritante.

- El agente irritante varia en funcién del modelo que se quiera
mimetizar, puede ser AA, TPA, serotonina (5-HT), histamina,
carragenina, bradicinina (BK), PLA,, entre otros. Unos de

administracién topica y otros de empleo parenteral.

- La duracion del proceso y del tratamiento va a condicionar la posible
utilidad del extracto o agente antiinflamatorio. En algunos procesos
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agudos se cuantifica el edema inducido, que a veces dura minutos y
otras horas. Otros procesos inducen una auténtica inflamacion, por
lo que ademas de edema se pueden valorar otros parametros, como
enzimas inducidas, o mediadores liberados.

La evaluacion del efecto farmacologico se puede hacer mediante la
medicién del espesor de la oreja o pata inflamada (derecha) y su
comparacion con la oreja o pata no inflamada (izquierda), o bien por la
diferencia de peso entre una seccién calibrada de las orejas, en este
caso se requiere el sacrificio previo del animal. El porcentaje de
inhibicion del edema se refiere al grupo control (no tratado) al cual se le
administra solamente el agente irritante (100% de inflamacion). Es
imprescindible comparar el resultado con una sustancia o farmaco de

referencia [Rios et al., 2004].

A continuacioén se recopilan los métodos mas utiles en la busqueda de
nuevos agentes antiinflamatorios, especialmente se citara su aplicacién

al estudio de extractos vegetales y productos naturales.
11l.8.2. Edema agudo en oreja de raton inducido por AA

La administracién topica del AA provoca un edema de corta duracién,
con un comienzo rapido asociado al incremento de los niveles de PGs,
TXB, y LTBs4, con un ligero aumento de los niveles de LTC,. Varios
minutos después de su aplicacién, comienza la vasodilatacion, a los 10
min se incrementa la permeabilidad vascular, desarrolldndose el edema
que alcanza su maximo al cabo de 1 h y desapareciendo practicamente
a las 6 h, aunque queda un eritema residual [Young y De Young, 1989].
Segun la concentracion de AA administrada en la oreja del ratén, el
metabolismo de éste puede dirigirse hacia la via de la COX o hacia la via
de la LOX. A concentraciones bajas predominan los metabolitos de la via
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COX, mientras que a dosis altas los metabolitos que predominan son los
de la via LOX.

Desde un punto de vista histologico, a los 30 min se observa estasis
sanguinea y a los 60 min se aprecia claramente en la dermis la
infiltracion de células polimorfonucleares (PMN) y mononucleares (MN).
El nimero de células infiltradas comienza a disminuir a las 3 h,
desapareciendo casi completamente a las 6 h. El AA apenas estimula la
actividad mitética epidérmica y la sintesis de DNA, por lo que no hay
hiperplasia epidérmica. El estudio bioquimico demuestra que el AA es
rapidamente metabolizado (aproximadamente 15 min), dando lugar a la
formacion de eicosanoides, principalmente PGE,, LTC, y LTD,. La
reduccion del edema por la administracion tépica de agentes activos
esta relacionada con la inhibicibn de la formacién de mediadores
producidos por la LOX, siendo poco efectivos los inhibidores de la COX.
En ningun caso se puede extrapolar el resultado de inhibicion de edema
con un posible mecanismo de accién, debido a la poca selectividad del
método. Como farmaco de referencia o control positivo en este test se
emplean acido nordihidroguayarético (NDGA) o fenidona, dos inhibidores
de la LOX [Young y De Young, 1989].

111.8.3. Edema agudo en oreja de raton inducido por TPA

El TPA es un potente agente flogégeno y promotor de tumores que se
encuentra en el aceite de croton (Croton tiglium L.). La administracién
topica de TPA provoca un edema agudo con infiltracion leucocitaria. El
TPA actia a través de la activacion de la proteincinasa C (PKC),
dependiente de Ca** y fosfolipidos. La PKC desempefna un papel
importante en la transduccién de sefales de una gran variedad de
sustancias que activan funciones celulares y de proliferacion. La enzima

es activada por diacilglicerol (DAG), mediador liberado a partir de
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inositol-fosfolipidos de la membrana. El TPA y otros ésteres del forbol
cuando se intercalan en la membrana pueden actuar como sustitutos del
DAG, activando la PKC de forma mas permanente que el mediador
endogeno, ya que el TPA es dificiimente degradable. La PKC activada
actua a diferentes niveles, incluyendo la liberacion de AA, formacién de
prostanoides, incremento de radicales libres y sintesis de diversas
proteinas proinflamatorias [Young y De Young, 1989].

Tras la aplicacién de TPA en oreja de raton, se produce un eritema y
vasodilatacién entre 1-2 h, y a las 3-4 h aumenta el grosor como
consecuencia de la extravasacion de liquido, siendo el edema maximo a
las 6-8 h. Transcurridas 12-14 h el edema desaparece, aunque la
vasodilatacién y el eritema persisten hasta las 24-48 h. A nivel
histolégico se observa agregacién plaquetaria a las 2 h, agregacién y
adherencia de leucocitos PMN a las células endoteliales entre 4-6 h, y
migracion hacia el tejido y desgranulacién de mastocitos a partir de las 6
h. Al cabo de 6-24 h comienza el acumulo de leucocitos en la dermis que
dan lugar a abscesos subcorneales a las 48-72 h. Por ultimo, tras 48-96
h se observa hiperplasia en la membrana basal epidérmica, debida al

incremento del nimero de células en division.

El estudio bioquimico demuestra un incremento de AMPc, PGE; y
PGE.,, ademas de actividad de la enzima ornitin-descarboxilasa (ODC)
y de sintesis proteica. Los fa&rmacos de referencia mas adecuados son
los inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, como indometacina,
aunque los inhibidores de la COX, LOX y PLA, dan buenos resultados,
ademas de corticoides y antihistaminicos. La ventaja del método es la
rapidez y poca muestra necesaria para desarrollar un estudio e incluso
una curva dosis-efecto. El principal inconveniente radica en la falta de
selectividad, ya que un elevado numero de farmacos y sustancias objeto
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de analisis suelen dar resultados positivos en este test. Otro problema
adicional es que el farmaco se administra conjuntamente con el irritante,

lo que permitiria conocer un grado de proteccién, no de curacion real.

l.8.4. Inflamacion auricular inducida por aplicacion repetida de
TPA

El método desarrollado por Stanley et al. (1991), se basa en el empleo
repetido de TPA como agente irritante, que desencadena un proceso
prolongado, y caracterizado por el incremento del peso de la oreja,
infiltracion de células inflamatorias e hiperplasia epidérmica,
caracteristicas que pueden recordar algunos de los signos de
enfermedades de la piel tales como la psoriasis. Algunos de los
farmacos que bloquean el edema agudo inducido por aplicacién tépica
de TPA como podria ser indometacina, antihistaminicos H; y
antihistaminicos H,, son incapaces de inhibir la inflamacion crénica, lo
que permite demostrar la selectividad del método. Se ha comprobado
que los corticosteroides son los Unicos farmacos capaces de reducir
significativamente los tres parametros de esta reaccion inflamatoria,
posiblemente porque reducen la actividad PLA, y la consecuente
produccion de eicosanoides estimulada por el TPA. En la aplicacién
repetida de TPA, inicialmente hay una reaccién de caracteristicas
parecidas al edema agudo. El décimo dia, aparece un elevado peso de
la oreja que parece ser debido, no s6lo al edema dérmico sino también a
la hipertrofia dérmica, la infiltracion celular y posible fibrosis [Stanley et
al., 1991]. La ventaja del método es que los farmacos se administran una
vez que ya se ha producido la lesion, por lo que los resultados pueden
ser mas relevantes desde el punto de vista clinico. Es un buen modelo
para ensayar antiinflamatorios topicos.
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El método, considerado un modelo que mimetiza procesos cronicos o
subcronicos de inflamacion cutanea, tiene la gran ventaja de que el
compuesto objeto de estudio se aplica cuando el proceso inflamatorio ya
esta en curso, lo que ocurre en la realidad terapéutica. El modelo es
valido para la evaluacion de farmacos que actien como los
corticosteroides y también se han descrito buenos resultados con los
inhibidores selectivos de la produccién de LTs. El TPA se aplica 5 veces
durante 10 dias. El tercer dia se observa un aumento del espesor de la
epidermis e infiltracion de PMN, hay edema, hiperplasia, infiltracion
celular y fibrosis. En el cuarto dia la hiperplasia ya es uniforme.

Es un buen método, muy selectivo y que permite estudiar potenciales
farmacos con actividad en diversas patologia que cursan produciendo
dermatitis. Ademas siempre actian cuando el proceso inflamatorio esta

establecido, es decir actian como curativos [Stanley et al., 1991].

1ll.8.5. Reaccidon de hipersensibilidad retardada en oreja de ratén
inducida por oxazolona

La oxazolona es un compuesto alergénico que penetra en la piel y se
conjuga con las proteinas de las células epidérmicas, que son las
causantes de la sensibilizacién. En una segunda exposicién al alergeno
hay reclutamiento de células que migran al lugar del segundo contacto,
liberando mediadores proinflamatorios y radicales libres, los cuales
pueden agravar el estado patologico del tejido inflamado. La oxazolona
afecta Unicamente a determinadas areas, caracterizadas por una
necrosis epidérmica importante en los orificios de los foliculos pilosos,
seguida de acumulacion de PMN en la capa epidérmica donde se ha
producido la necrosis. Los PMN se acumulan en las pustulas
intraepidérmicas y se extienden hacia la region subepidérmica. Si se
trata con un farmaco adecuado, hay regeneracién epidérmica y
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reduccién gradual del numero de leucocitos en la dermis, pero si el
tratamiento no es eficaz puede haber pérdida de porciones de tejido
auricular por necrosis [Young y De Young, 1989]. Los corticoides, debido
a sus propiedades antiinflamatorias e inmunodepresoras, son los
farmacos mas efectivos en este protocolo experimental, reduciendo tanto
la fase de induccién como la lesion inflamatoria. Este protocolo es muy
exigente en cuanto a los resultados, ya que a diferencia de los procesos
agudos, solo un numero limitado de compuestos son activos.

111.8.6. Otros protocolos de hipersensibilidad retardada

Existen otros protocolos experimentales de hipersensibilidad retardada
menos agresivos o de menor duracién, por lo que se les prefiere en
algunos estudios. Ejemplos como el dinitroclorobenceno (DNCB) o
dinitrofluorobenceno (DNFB), pueden sustituir a la oxazolona, mientras
que la reaccion frente a eritrocitos de cordero (SRBC), se emplea para
detectar reacciones alérgicas tipo tuberculinicas.

111.8.7. Edema inducido por carragenina en pata de raton

En el método original se utilizaba la rata como animal de
experimentacion. Sugishita et al., en 1981 adaptaron el método para el
estudio en ratén, lo que es de maxima utilidad por el ahorro en animales
y productos a ensayar. La adaptacion del método requiere la
administracién oral de los productos en estudio, para evitar un falso
resultado debido al efecto contrairritante que se puede producir por la
administracién intraperitoneal. EI método consiste en provocar un edema
en la regién subplantar por la administracién de A-carragenina. En una
primera fase (0-1 h) se inicia el proceso inflamatorio por la liberacion de
aminas y péptidos vasodilatadores (histamina, serotonina y bradicinina).
En una segunda fase (1-6 h) se liberan prostaglandinas y hay infiltracion
de neutréfilos, cuya activacion libera otros mediadores, incluyendo



Revision bibliografica 49

radicales libres que potencian la respuesta inflamatoria. EI maximo es
aproximadamente a las 3 h, por lo que se aconseja la lectura del edema
a 1, 3y 5 h después de inyectar el agente irritante. En la fase tardia,
comprendida en el periodo que va desde la 12 hasta la 5% hora, es
cuando los AINEs tienen mayor efecto, lo que demuestra que el proceso
esta mediado basicamente por la COX inducida o COX-2.

El método permite estudiar compuestos que se administran via oral, lo
que supone una forma comudn de administracion en la practica
terapéutica. También sirve para el estudio de compuestos cuyo
mecanismo de accion pueda estar relacionado con la inhibiciéon de la
actividad COX o afecte a la induccién de la enzima. El empleo de ratén
en vez de rata ha simplificado el protocolo experimental.

111.8.8. Edema inducido por fosfolipasa A, en pata de raton.

Las fosfolipasas A, (PLA,) constituyen una familia de esterasas que
hidrolizan el enlace acil-éster del carbono 2 de glicerofosfolipidos
liberando &cidos grasos. Las PLA, se clasifican en secretoras (sPLA,),
citosolicas (cPLA,) o independientes de calcio (iPLA;). Las mas
estudiadas son las sPLA,, que tienen un peso molecular de 14 kDa
aproximadamente, son dependientes de calcio, y a este grupo
pertenecen las enzimas purificadas de venenos (serpiente, abeja) y jugo
pancreéatico de mamiferos [Glaser K, 1995; Balsinde et al., 1999].Por su
accién sobre los fosfolipidos de membrana da lugar a un lisofosfolipido y
un acido graso libre. Cuando el acido graso es el acido araquidonico,
proporciona el sustrato para la biosintesis de eicosanoides, mediadores
lipidicos de la inflamacion. Por otro lado la liberacién de AA a partir de 1-
O-alquil fosfatidilcolina origina una cantidad equimolecular de
lisofosfatidilcolina, lo cual por accidon de una acetil transferasa se
convierte en factor activador de plaquetas (PAF) uno de los mediadores
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lipidicos inflamatorios mas potentes. El PAF es un agente quimiotactico y
formador de edema que también produce agregacién plaquetaria y esta
implicado en la patogénesis de diversas enfermedades [Mukherjee et al.,
1992]. La PLA, contituye, por tanto, un factor limitante para la produccion
de mediadores pro-inflamatorios, cuya inhibicion puede proporcionar su
supresion, lo que la convierte en un importante objetivo terapéutico para
el tratamiento de enfermedades inflamatorias y otras lesiones tisulares
[Balsinde et al., 1999]. Ademas se ha demostrado en el test del edema
en pata de ratén, que las PLA, son potentes agentes pro-inflamatorios
cuyo modo de accién es dependiente de la liberacién de histamina y
serotonina de los mastocitos y posiblemente de PAF [Cirino et al., 1989].
La administracion subplantar de PLA;, en el ratén, permite el estudio de
agentes antiinflamatorios en cuyo mecanismo de accién esté implicada
la inhibicion de la enzima, la inhibicibn de la desgranulacién de
mastocitos o0 la actividad antiserotoninica. La fosfolipasa mas
comunmente utilizada es la procedente del veneno de Naja naja, si bien
actualmente se emplea el de N. mossambica, debido a la escasez de la
primera. La administracién de PLA, provoca la liberacion de AA de
lipidos de membranas y paralelamente una ruptura de las membranas
de los mastocitos, provocando la salida de aminas vasoactivas que
inducen un rapido edema, el cual se mide con un pletismémetro a
diferentes tiempos para ver su evolucién [Neves et al., 2003]. Farmacos
inhibidores de la actividad PLA, como los corticoides, los inhibidores de
la desgranulacion de mastocitos y los antiserotoninicos, son los

compuestos activos en este modelo experimental.
111.8.9. Edema inducido por serotonina en pata de ratoén.

La administracion subplantar de serotonina provoca un rapido edema,

que se mide a los 12 min. El método se emplea con varios fines, uno el
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detectar agentes que inhiben la respuesta de la serotonina, sin embargo
no es lo mas frecuente. EI método se ha descrito principalmente para el
estudio de agentes cuyo mecanismo esta relacionado con el de los
corticosteroides. La aplicacion de farmacos o compuestos que necesitan
un largo periodo de latencia, puede alargar en exceso un protocolo
experimental. En este caso, la administracién de serotonina acorta el

periodo debido a su réapido efecto.

Sugishita et al. (1983) desarrollaron el método original para realizar
estudios sobre posibles formas de actuacién in vivo de corticosteroides,
para lo cual se bloquean selectivamente el receptor esteroidico
(progesterona), la transcripcién (actinomicina D) o la sintesis de
proteinas (cicloheximida). Actualmente se prefiere la administracion de
mifepristona en vez de progesterona, por ser mas selectivo como

antagonista del receptor esteroidico [Recio et al., 2004].
111.8.10. Otros protocolos experimentales.

En el estudio de agentes antiinflamatorios se pueden seleccionar otros
agentes irritantes que permiten un conocimiento mas selectivo se la
forma de actuar de la sustancia objeto de estudio. Es el caso de los
mediadores fisiolégicos bradicinina o histamina, o los mas selectivos
resiniferatoxina, capsaicina y xileno, que provocan una inflamacion de
origen neurogénico, mientras que el empleo de fenilpropiolato de etilo
(EPP) permite estudiar agentes antiinflamatorios con un largo periodo de
latencia, como son los corticosteroides [Rios et al., 2004].
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.1 MATERIAL VEGETAL
II.1.1. SCHINUS MOLLE

Los frutos de Schinus molle L. (Anacardiaceae) se recolectaron en
Septiembre de 2001 por el Profesor J.L. Rios, de las especies cultivadas
en el jardin de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Valéncia. Una
muestra estd depositada en el herbario del Departamento de
Farmacologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia
(DF10/01).

ll.1.2. LYSIMACHIA FOENUM-GRAECUM

La sumidad de Lysimachia foenum-graecum Hance (Primulaceae) fue
recolectada en la provincia de Yunnan (China), en Agosto de 2001 y fue
identificada por el Profesor Zhong-Wen Lin. Un ejemplar de la especie
ha sido depositado en el Laboratory of Phytochemistry, Kumming
Institute of Botany, Chinese Academy of Sciences (KIB 2001-08-03 Lin).

l.1.3. LITHOSPERMUM ERYTHRORHIZON

La raiz de Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. (Boraginaceae) es
una muestra comercial, comprada en el Chinese Phytotherapy
Drugstore, Chinatown (Chicago, U.S.A.) y autentificada por el Dr.
Junshan Li (College of Pharmacy, The Ohio State University, Columbus,
Ohio, U.S.A.). Una muestra ha sido depositada en el herbario del
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Valencia (DF1/04).
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IIl.L1.4. FORSYTHIA SUSPENSA

Los frutos de Forsythia suspensa (Thunberg) Valh (Oleaceae) proceden
de una muestra comercial, donada por la empresa Asia Natural Products
(Tarragona, Espana). La droga ha sido autentificada por el Dr. Llopis,
director cientifico de la empresa. Una muestra estd4 depositada en el
herbario del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Valencia (DF2/04).

11.1.5. ISODON XEROPHILUS

Las hojas de Isodon xerophilus (C.Y. Wu et HW. Li) H. Hara (Labiatae)
fueron recolectadas en Noviembre de 1998 en Yuanyang (Yunnan,
China) y fue identificada por el profesor Zong-Wen Lin. Un ejemplar de la
especie ha sido depositado en el herbario de Kumming Institute of
Botany, Chinese Academy of Sciences (KIB 98-11-25 Lin).

.2. MOLTURACION

Las plantas se han molido en un Triturador de plantas (Black & Dekker,

GA 1400E) hasta tamafo adecuado para cada muestra.
ll.3. EXTRACCION

Todas las especies se han extraido mediante maceracion en frio, con el
disolvente adecuado a cada muestra. El proceso se indica en el
apartado correspondiente de la seccién IV. Resultados.
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111.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
111.4.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
A. Material

Balanza (Sartorius H-110)

Bano ultrasonidos (Branson 5210)

Bomba de vacio (Blichi B-171)

Céamaras cromatograficas de vidrio (Desaga)

Capilares de 5 pL (Blaubrand, IntraMARK)

Columnas cromatograficas de vidrio (Afora)

Cromatofolios de silicagel 60 200 UV254 (Macherey-Nagel)
Estufa termostatada (Memmert)

Lampara UV (Spectroline CM-10)

B. Reactivos

Acetato de etilo (AcOEt, Merck-PA)
Acido acético (AcOH, Panreac-PA)
Acido clorhidrico 35% (HCI, Panreac-PA)
Acido férmico (HCOOH, Panreac-PA)
Acido sulfdrico (H,SO., Panreac-PA)
Agua destilada

Anisaldehido (Merck)

Diclorometano (CH,Cl,, Merck-PA)
Difenilborinato de 2-aminoetilo (Fluka)
Dimetilsulféxido (DMSO, SO,(CHs),, Merck-PA)
Hexano (Panreac-PA)

Metanol (MeOH, CH;OH, Merck-PA)
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» Polietilenglicol 4000 (PEG-4000, Panreac-PA)
» n-Butanol (BuOH, Panreac-PRS)
» Sulfato sédico anhidro (Na,SO,, Panreac-PA)

C. Métodos

La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica analitica de gran
utilidad para la determinacion de la complejidad y composicion de un
extracto. Es un buen método para establecer las fases estacionarias y
fases moviles mas apropiadas para el posterior fraccionamiento de los
extractos por cromatografia en columna. También permite la
identificacion de componentes por comparacion de los valores de R; con
los de patrones o productos ya conocidos. Cuando la cromatografia se
ha desarrollado y se han eliminados los restos de fase mévil, se procede
al revelado de la placa cromatogréafica. Los reactivos utilizados vy

condiciones experimentales son:

Anisaldehido sulfurico, como revelador general: anisaldehido (2,5 mL),
acido acético glacial (50,0 mL), metanol (425,0 mL), &cido sulfurico (25,0
mL). La placa se pulveriza con el revelador y se calienta en estufa a 120
°C durante 10 minutos. Se observa a la luz del dia.

Reactivo de NEU, como revelador de compuestos fendlicos, constituido
por Difenilborato de aminoetilo (1% en MeOH). Se pulveriza la placa y se
observa a la luz del dia y posteriormente a la luz UV. A continuacion se
impregna la placa con PEG-4000 (5% en etanol) para hacer mas

persistente la coloracion.
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111.4.2. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

A. Material

Columnas cromatogréficas de vidrio de diferentes tamarfios
(Afora)

Columnas HPLC Lichrospher C18 (250 x 4 mm, 5 um, Merck)
Cromatofolios de silicagel 60 200 UV254 (Macherey-Nagel)
Cromatografo Merck-Hitachi system (Intelligent pump L-6200,
Diode Array Detector L-7455 and Autosampler L-7200)
Embudos Blchner con salida para vacio (Afora)

Embudos de decantacion (Afora)

Lana de vidrio (Panreac)

Pipetas Pasteur

Papel de filtro (42 x 52 cm, 73 g, Albert)

Rotavapor (461 R-Bichi)

Sephadex® LH-20 (Pharmacia)

Silicagel 60 (0,2-0,5 mm, Merck)

Silicagel 60 (0,063-0,200 mm, Merck)

Silicagel 60 H (Merck)

Software HSM-7000 (Merck-Hitachi)

B. Reactivos

Acetato de etilo (AcOEt, Merck-PA)
Agua bidestilada

Diclorometano (CH,Cl,, Merck-PA)
Hexano (Panreac-PRS)

Metanol (MeOH, CH;OH, Merck-PA)
n-Butanol (BuOH, Panreac-PA)



58 Material y Métodos

» Sulfato sédico anhidro (Na,SO,, Panreac-PA)
C. Métodos

La cromatografia en columna (CC) es una técnica preparativa que
permite el fraccionamiento de los extractos para aislar posteriormente
sus componentes. Las fases estacionarias y méviles més resolutivas se

determinan tras el estudio por CCF.

En la técnica clasica de cromatografia en columna se ha utilizado como
fase estacionaria silicagel o Sephadex LH-20°. En el primer caso los
componentes eluyen en orden creciente de polaridad, mientras que en el
segundo caso el orden de elucion depende del peso molecular de
compuestos a separar, eluyendo en primer lugar las moléculas de mayor
tamarno. El seguimiento de la elucién se hace mediante CCF, reuniendo
fracciones que poseen caracteristicas cromatogréficas anédlogas.Cuando
la fase estacionaria es silicagel (0,063-0,200 mm), ésta se suspende en
la fase movil con la que se va a iniciar la separacion en una proporcién
muestra/adsorbente 1:30 y se deja sedimentar durante 24 horas. Si la
muestra es soluble se disuelve en la minima cantidad de fase mévil y se
distribuye homogéneamente por la cabeza de la columna. Si la muestra
no es soluble en la fase movil se prepara una cabeza seca. Para ello, la
muestra se disuelve en la minima cantidad de metanol, hasta total
disolucién y se le afiade silicagel 60 (0,2-0,5 mm) en proporcién 1:3. La
mezcla se concentra en rotavapor y cuando estd totalmente seca se
deposita en la cabeza de la columna. También se han desarrollado
técnicas alternativas como son la cromatografia liquida a vacio, la
cromatografia de baja y media presion y la cromatografia liquida de alta

resolucion.

En la cromatografia liquida a vacio (VLC) se utiliza una columna

especifica en forma troncocénica similar a un embudo Biichner, con
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placa porosa. Se acopla a un matraz cénico con salida a vacio que se
controla por una llave de paso de tres vias. La fase estacionaria utilizada
es silicagel 60 H. El adsorbente se carga en el recipiente de forma
uniforme, luego se le aplica el vacio y el adsorbente se comprime
manualmente. Una vez empaquetada la fase estacionaria se pasa una
cierta cantidad de la fase mévil con que se va a iniciar la separacion.
Cuando la fase estacionaria esta completamente seca se introduce
cuidadosamente la muestra, bien disuelta en la minima cantidad de fase
movil o bien si es insoluble se prepara una cabeza seca, depositandola
sobre la superficie del adsorbente. A continuacién se le anade la fase
movil y se le aplica el vacio. Se van recogiendo fracciones en matraces
de 250 o 500 mL [Pelletier et al., 1986]. Al igual que en el caso anterior,
se hace el seguimiento por CCF. Las fracciones similares se reunen y se

concentran.

La cromatografia de alta resolucién (HPLC) es una técnica de gran
sensibilidad y eficacia, proporcionando informacién cualitativa vy
cuantitativa en una sola operacion. La fase estacionaria de reparto suele
estar quimicamente ligada a un polimero poroso y se encuentra en el
interior de una columna metalica perfectamente rellena, a través de la
cual pasa la fase movil a una considerable presion. El instrumental que
se requiere es caro, puesto que se necesita un sistema de bombeo
especial y todas las conexiones deben ser capaces de soportar la
presion a la que se trabaja. El eluyente es una mezcla de disolventes
cuyas proporciones permanecen constantes (separacion isocratica), o
pueden variar en funcion del tiempo (separacion en gradiente). Los
compuestos se detectan al salir de la columna, en nuestro caso con un
detector de fotodiodos (DAD), aunque puede ser de otro tipo (indice de
refraccion, fluorimetria). El conjunto se completa con un software

especifico para analizar la informacién registrada.



60 Material y Métodos

Segun se pretenda realizar una separacién analitica o preparativa, el
tamano de la columna puede variar. El tamano de particula del relleno
de las columnas para HPLC es muy pequefio y facilmente contaminable
por impurezas, por lo que las muestras a separar deben estar
perfectamente filtradas antes de ser inyectadas en la columna. En
nuestro caso se utilizan columnas de fase reversa (RP-18) de un tamafno

de particula de 5 um.
111.4.3. ELUCIDACION ESTRUCTURAL
A. Material

= Cubetas de cuarzo

= Espectrometro de masas (VG Auto Spec Fisons)

» Espectrometro de RMN 300 y 400 MHz (Varian Unity)
» Espectrofotometro UV-VIS (Beckman DU640)

= Polarimetro Perkin-Elmer 241

* Tubos de RMN (UP y HP, Dr. Glaser AB Basel)

B. Reactivos

» Acetato sédico (AcONa, Merck-PA)

= Acido clorhidrico 35% (HCI, Panreac-PRS)

= Cloroformo deuterado, (CDCl; 99,8%, Baker)

» Metanol deuterado, (CD;OD 99,8%, Sigma)

» Dimetilsulfoxido deuterado, (DMSO-ads 99,9%, Sigma)
= Metanol (MeOH, CH;OH, Merck-PA)

= Metoxido sédico (MeONa)

» Tricloruro de aluminio (AICls;, Merck-PS)

C. Métodos

Poder rotatorio. El poder rotatorio de un liquido es el angulo de giro del
plano de la polarizacion de la luz cuando se hace pasar un rayo de luz
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polarizada a través de una muestra de dicho liquido. Este giro puede ser
en el sentido de las agujas del reloj o en sentido contrario. Numerosos
productos solidos de origen vegetal son 6pticamente activos, y se puede
determinar el poder rotatorio de sus disoluciones. La medida se hace en
un polarimetro, empleando metanol como disolvente. Posteriormente se

calcula el valor de la rotacion observada [a]p empleando la formula :

[a ]D

" LxC

Siendo [a]p = rotacion observada; L = longitud atravesada por el haz de

luz (dm) y C = concentracién (g/L)

Espectroscopia Visible-Ultravioleta (UV). La espectrofotometria de
absorcion visible/UV es una técnica muy empleada en el analisis
estructural de compuestos fendlicos principalmente, y sobre todo de
flavonoides [Mabry et al., 1970]. Las ventajas de este método son la
escasa cantidad de producto necesario, la gran informacién que
proporciona sobre grupos estructurales y lugar de sustitucion, y la
sencillez del equipo necesario. La disolucion metandlica del producto en
estudio permite obtener un espectro que indica la estructura basica del
compuesto y que se convertira en patrén de referencia en
comparaciones posteriores tras anadir los reactivos de desplazamiento.
Los espectros UV se realizan en un espectrofotometro apropiado,
registrando el intervalo comprendido entre 210 y 500 nm. La disolucién
preparada se introduce en una cubeta de cuarzo de 1x1 cm, empleando
metanol como liquido de compensacién para ajustar la linea base. Sobre
esta disolucién metandlica se anaden los siguientes reactivos: AlCl; (5%
(p/v) en MeOH) y HCI (17,5% (v/v) en MeOH); MeONa (2,5% (p/v) en
MeOH) y esperar 5 min y AcONa. Se registran los cambios tras la
adicion de cada uno de ellos [Markham, 1982]. La observacién de los
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maximos de absorcion, la intensidad de las bandas y los
desplazamientos obtenidos tras la adicién de los reactivos permiten
determinar los sustituyentes de la estructura base.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN). La espectroscopia de RMN de
protén ("H-RMN) permite determinar la estructura de un compuesto
organico mediante la medicion de los momentos magnéticos de los
protones y sus acoplamientos. La espectroscopia de carbono 13 ('°C-
RMN) orienta sobre el esqueleto carbonado de la molécula, carbonos
sustituidos, tipos de radicales, sustituyentes, etc. La '"H-RMN y "*C-RMN
son en la actualidad las herramientas fundamentales para la elucidacién
estructural de compuestos organicos. El espectro de RMN-DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer) es el método de
eleccién para determinar el tipo de sustitucién de los &tomos de carbono
(CH;, CH,, CH o cuaternarios). Los andlisis espectrales para la
elucidacion estructural se han realizado en el Servicio de Espectroscopia
de la Universitat de Valencia, en el Laboratory of Phytochemistry
(Kumming, China) y Strathclyde University (Glasgow, Reino Unido).

Espectrometria de Masas (EM). Los datos obtenidos del EM completan
la informacion derivada del espectro de RMN. Proporcionan informacion
sobre el peso molecular y permite la determinacién estructural mediante
el andlisis de los fragmentos del ion molecular (M*) y de otros iones
abundantes. La espectrometria de masas de impacto electrénico (EM-IE)
requiere la previa volatilizacién de las muestras y se basa en la
separacion de particulas moleculares o atémicas ionizadas, aceleradas
por un campo eléctrico y dispersadas por un campo magnético segun su
relacion masa/carga. La espectrometria de masas de bombardeo de
atomos rapidos (FAB = Fast Atom Bombardment) es una técnica basada

en el bombardeo con atomos (o iones) sobre una matriz, previamente
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cargada con un liquido viscoso, que contiene el compuesto a analizar.
Los fragmentos obtenidos tras el bombardeo son separados en funcion
de su relacién masa/carga. Cada uno de ellos produce una sefal que se
registra. El patron de sefales permite determinar tanto la masa
molecular del compuesto, como la estructura general. Es util para ionizar
moléculas no voléatiles, no derivatizadas, polares y con elevado peso

molecular.

ll.5. PRUEBAS FARMACOLOGICAS IN VIVOY EX VIVO
111.5.1. ANIMALES

Se utilizan ratones albinos hembras de la raza Swiss, procedentes de la
compania Harlan Interfauna Ibérica, S.L. (Barcelona), de 3 meses de
edad y peso entre 25-30 g. Una vez recibidos, se estabulan bajo
condiciones perfectamente estandarizadas: temperatura 22 + 3 °C,
fotoperiodo 12/12 horas de luz/oscuridad; alimentacion artificial y agua
ad libitum. Los animales se distribuyen a razén de 5 6 6 ratones por
grupo en estudio.

111.5.2. MATERIAL
A. General

» Balanza de precision (Sartorius H-110)

» Bano de ultrasonidos (Branson 5210)

» Centrifuga (Eppendorf 5810R)

» Estufa termostatada (Selecta)

» Homogeneizador (Politrdn, Kinematica)

» Jeringuillas para administracién p.o., s.c. e i.p.
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Lector de microplacas (Labsystem multiskan EX)
Material quirdrgico

Micrometro digital (Mitutoyo Serie 293)
Micropipetas automaticas: Nichiryo de 20 y 1000 uL, y Volac H3
de 100 pL

Microplacas de 96 pocillos

Microscopio (RML-5, Askania)

pH-metro (micropH 2000,Crison)

Pletismometro (Ugo Basile 7150)

Sacabocados (7 mm de Q)

Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Eppendorf)

B. Histologia

Material para tincién
Microscopio (RML-5, Askania)
Microtomo

Portaobjetos 76 x 26 mm (Chance propper LTD, Blue Star)

111.5.3. REACTIVOS

A. Pruebas in vivo

Aceite de oliva 0,42 estéril (Carbonell®)

Acetona (CH3COCHj3, (CH3).CO, Merck-PA)

Acetato sédico (AcONa, Panreac-PA)

13-Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA, Sigma)
Acido araquidénico 99% (AA, Sigma)

Acido nordihidroguayarético (NDGA, Sigma)

Agua bidestilada

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTAB, Sigma)
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A-Carragenina (Sigma)

Ciproheptadina (Sigma)

Dexametasona (Sigma)

Etanol 96% (EtOH, Panreac-PA)

Formol (HCOH 40%, Panreac-PA)

Fosfolipasa A, (PLA,) de Naja mossambica (Sigma)
Indometacina (Sigma)

N,N-dimetilformamida (DMF, Sigma)

Sales inorganicas (Panreac-PRS)

Serotonina (5-HT, Fluka)

Suero fisiol6gico

Tetrametilbenzidina HCI (18,4 mM) en dimetilformamida acuosa
al 8% (TMB, Sigma)

Tween 80 (Fluka)

B. Mieloperoxidasa

Acetato sédico (AcONa, Panreac), 1,46 M, pH=3

Agua oxigenada 3% (Sigma)

Tampon fosfato salino, pH = 7,4 (NaCl:138 mM; KCI: 2,7 mM)
Tampon fosfato sédico 80 mM, pH = 5,4 (KH,PO,: 10,596 g/L;
Na,HPO,-2H,0: 14,256 g/L)

Tampon fosfato sédico 0,22 mM, pH = 5,4 (KH,PO,: 29,964 g/L;
Na,HPO,-2H,0: 39,204 g/L)

C. Histologia

Acido peryédico de Schiff (Sigma)
Azul de toluidina (Sigma)
Eosina (Panreac-PA)
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* Formol (Formaldehido al 4%, Panreac-PA)
= Hematoxilina (Panreac-PA)

» Parafina (Histosec, Merck)

» Tinte tricromico (Sigma)

111.5.4. METODOS
A. Edema agudo inducido por acido araquidénico (AA)

Se sigue el método de Young y De Young (1989), que consiste en
administrar 2 mg de AA/oreja disueltos en 20 uL de acetona a razén de
10 uL por cada lado de la oreja. El edema maximo se alcanza 1 h
después de la aplicacion del agente irritante.Los extractos (1 mg/oreja) y
los productos (0,5 mg/oreja) se ensayan disueltos en 20 uL de acetona o
EtOH al 80%, administrandolos 30 min antes de la aplicacion del AA, a
razon de 10 uL a cada lado de la oreja. El farmaco de referencia utilizado
es el NDGA a la dosis de 2 mg/oreja. El espesor de la oreja se mide con
un micrometro digital antes (orejas no inflamadas) y 1 h después de la
induccion de la inflamacion por aplicacion del AA. La diferencia entre

estos dos valores determina el edema.

-30 min 0 min 60
min \l/ \l/ \l/
Farmaco AA Medir

Esquema de administracién en el edema auricular por AA

La actividad antiinflamatoria se evalia mediante el calculo del porcentaje
de inhibicion (%l) del edema, segun la expresion matematica:

AEc — AEp %100
Ec

%l =
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Siendo: AEc = media aritmética del incremento de espesor de las orejas
en el grupo control y AEp = media aritmética del incremento de espesor

de las orejas en el grupo problema.

Se determina la desviacion tipica y el error tipo de cada una de las
medias obtenidas, asi como la significacion estadistica de las

diferencias, usando el test de la tde Dunnett (*P < 0,05; ** P< 0,01).
B. Edema agudo inducido por TPA en oreja de ratén

Se sigue la técnica descrita por Young y De Young (1989) modificada
por Paya et al. (1992). En este modelo de inflamacion aguda se
administran 2,5 pg/oreja de TPA disueltos en 20 uL de acetona, a razén
de 10 uL por cada lado de la oreja del ratén. El edema es maximo 4 h
después de la aplicacion del agente irritante. Los extractos (1 mg/oreja) y
los productos ensayados (0,5 mg/oreja), disueltos en 20 uL de acetona,
EtOH 80% o EtOH 70% se administran simultaneamente con TPA, a
razon de 10 puL a cada lado de la oreja. El farmaco de referencia

utilizado es indometacina a la dosis de 0,5 mg/oreja.

Farmaco + TPA 45
0 Medir

Esquema de aplicacién en el edema auricular por TPA

El espesor de las orejas se mide con un micrometro digital antes (orejas
no inflamadas) y 4 h después de la induccion de la inflamacién por
aplicacién del TPA. La diferencia entre estos dos valores determina el
edema [Recio et al., 2000]. La actividad antiinflamatoria se evalla
mediante el calculo del porcentaje de inhibicién del edema, segun la
formula expresada en el apartado I11.5.4.A.
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C. Inflamacion crénica auricular inducida por aplicacion repetida de
TPA

Se sigue el método propuesto por Stanley et al. (1991). Los animales se
distribuyen aleatoriamente en grupos de 5. El TPA se administra a la
dosis de 2 ug/oreja en 20 uL de acetona, depositando 10 uL a cada lado
de las dos orejas del raton. El agente irritante se aplica topicamente
cinco veces en dias alternos por la manana. Los extractos (1 mg/oreja) y
los productos (0,5 mg/oreja) disueltos en acetona o EtOH 80% vy la
dexametasona (0,05 mg/oreja) disuelta en acetona se aplican a razén de
10 puL en cada lado de las dos orejas del ratén, durante la segunda
semana con dos dosis diarias, el ultimo dia de experiencia sélo se
aplican por la manana y 6 horas mas tarde se sacrifican los animales por
desnucamiento y se extraen porciones de las orejas con un
sacabocados. Se pesan las orejas y se determina el edema por
diferencia de peso con respecto a un grupo que ha recibido sélo
acetona. A continuacion, ocho orejas de cada grupo se introducen en
una solucion de bromuro de hexadeciltrimetiiamonio (HTAB) y se
congelan para, posteriormente determinar la actividad mieloperoxidasa
(MPQO). Dos orejas de cada grupo se introducen en formol y se destinan
al estudio histoldgico.

TPA TPA

Extractos/Productos
Dexametasona

v v A 4 A . 4 v w v

10 h

Dias 1 3 5 8 9 10 11 ‘
Extractos/Productos

16 h
Edema
M PO
Histologia
Dexametasona

Esquema de aplicacién de los extractos y productos en la inflamacién producida

por aplicacién repetida de TPA
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La actividad antiinflamatoria se evalia mediante el calculo del porcentaje
de inhibicion del edema, segun la siguiente expresion matematica:

%1 :MMOO
Pc

Siendo APc = (media de pesos de las orejas tratadas con TPA) — (media
de pesos de las orejas tratadas con acetona), APp = (media de pesos de
las orejas tratadas con el problema) — (media de pesos de las orejas
tratadas con acetona). Se determina la desviacion tipica y el error tipo de
cada una de las medias obtenidas, asi como la significacion estadistica

de las diferencias, usando el test de la t de Dunnett (*P<0,05; **P< 0,01).
D. Edema plantar inducido por PLA,

Se sigue el protocolo descrito por Neves et al. (1993). Los productos (80
mg/kg) y la ciproheptadina (5 mg/kg) se disuelven en 0,1 mL de
EtOH/Tween 80/H,O (1:1:10) y se administra i.p. 30 min antes de la
aplicacion de la PLA,. Cuando se emplea la via oral, los extractos (200
mg/kg) y ciproheptadina (10 mg/kg) se administran 1 h antes de la
inyeccion de la PLA, en la pata del ratén disueltos en 0,5 mL de
EtOH/tween 80/H,O (1:1:10). Se administran 25 uL de la disolucion de
PLA, (1 ng/pata, 1,18 unidades) en la aponeurosis plantar derecha del
ratén y en la izquierda se le administra el mismo volumen de suero
fisioldégico. El volumen de la pata inflamada (derecha) y no inflamada
(izquierda) se mide con un pletismdémetro 30, 60 y 90 min después de la
administracién del agente inductor. El edema se expresa como la
diferencia del incremento de volumen de las patas.
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-60 min -30 min 0 30 min 60 min 90 min
| | | |
J/ \% \% \%
g J
Farmaco 3 PLA, hd
Farmaco ]
p-o. ip. Medir

Esquema de aplicacién p.o. e i.p. en el edema plantar por PLA;

La actividad antiinflamatoria se evalia mediante el calculo del porcentaje
de inhibicion (%l) del edema, segun la expresién matematica:

AVc—AVp <100
AVc

%l =

Siendo AVc = media aritmética del incremento de volumen de las patas
en el grupo control, y AVp = media aritmética del incremento de volumen

de las patas en el grupo problema.

Se determina la desviacion tipica y el error tipo de cada una de las
medias obtenidas, asi como la significacién estadistica de las

diferencias, usando el test de la t de Dunnett (*P< 0,05; ** P< 0,01).
E. Edema plantar inducido por carragenina

Consiste en provocar un edema en la region subplantar de la pata del
raton mediante la inyeccion de A-carragenina, un mucopolisacarido de
origen marino [Sugishita et al., 1981]. El desarrollo del edema después
de inyectar A-carragenina en la pata del ratén es un proceso bifasico, en
el cual operan varios mediadores para producir esta respuesta
inflamatoria. La fase inicial del edema (0-1 h) ha sido atribuida a la
liberacion de histamina, serotonina y bradicinina. Esta fase no es
inhibida por los AINEs como indometacina o &cido acetilsalicilico. La
segunda fase del edema (1-6 h) esta relacionada con la produccion de
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PGs y mas recientemente ha sido atribuida a la induccion de la COX-2
en la pata. La infiltracion local de neutréfilos y su activacion puede
contribuir a esta respuesta inflamatoria, al producir entre otros
mediadores, radicales de oxigeno como el anién superodxido o el radical
hidroxilo [Salvemini et al., 1996]. En la fase tardia es cuando el edema
se hace maximo y estable (entre 1-3 h). Este es el momento adecuado
para el ensayo de farmacos AINEs, los cuales reducen el edema
actuando sobre la sintesis de productos derivados del AA. Se sigue el
protocolo descrito por Sugishita et al. (1981). Los productos (80 mg/kg) e
indometacina (10 mg/kg) se administran p.o. disueltos en EtOH/Tween
80/H,O (1:1:10). Una hora después de la administracién oral de los
compuestos a ensayar se administra en la aponeurosis plantar derecha
25 ulL de la pseudodisolucién de carragenina (3% p/v en suero salino) y
a la pata izquierda se le administra el mismo volumen de suero
fisiolégico. El volumen de la pata inflamada (derecha) y no inflamada
(izquierda) se mide con un pletismémetro 1, 3 y 5 h después de la
administracién de carragenina. El edema se expresa como la diferencia

entre el incremento de volumen de las patas.

-1h 0 lh 3h 5h
S I ——
Farmaco \L . V.
p.o. Carragenina Medir

Esquema de administracién en el edema plantar por carragenina

La actividad antiinflamatoria se evalia mediante el calculo del
porcentaje de inhibicion del edema, segun la expresion matematica
descrita en el apartado 111.5.4.D.
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F. Determinacion de la actividad mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima localizada en los granulos
azurofilos de los leucocitos polimorfonucleares (PMNs), cuya valoracion
permite obtener una estimacion semicuantitativa de la infiltracion celular
producida en una respuesta inflamatoria, pudiéndose emplear como
marcador del contenido de neutrdfilos, debido a su abundancia en estas
células [Suzuki et al., 1983]. A medida que el edema se desarrolla, las
células inflamatorias se acumulan en la microcirculacién de la oreja y
migran hacia el tejido. Estas células suelen ser, mayoritariamente, PMNs
al principio de la inflamacién, para dar paso posteriormente a los
monocitos. La medida de la infiltracion celular se realiza comparando el
nuamero de células acumuladas en la oreja del grupo problema respecto
al grupo control. Los corticosteroides administrados tanto oral como
tépicamente son capaces de inhibir el edema vy la infiltracion leucocitaria
originados tras aplicar un agente irritante como el TPA u oxazolona. Los
inhibidores de la COX administrados por via oral tienen poco efecto
sobre el edema pero inhiben la infiltracion leucocitaria de modo selectivo.
Sin embargo, los inhibidores duales de COX y LOX administrados por
via oral sélo son activos frente a la infiltraciéon leucocitaria [Young y De
Young, 1989; Stanley et al., 1991].

El método seguido estd basado en la técnica de Suzuki et al. (1983),
modificada para su empleo en un lector de placas [De Young et al.,
1989]. Las porciones tomadas de las orejas, se mantienen congeladas a
—20 °C en un eppendorf con 0,75 mL de HTAB al 2% en tampon fosfato
sodico 80 mM. Se descongelan y se homogeneizan a 0 °C durante 10
seg. El homogenado se vierte de nuevo en el eppendorf, se lava el tubo
del homogeneizado con 0,75 mL mas de HTAB y se afiade al eppendorf.
El total (1,5 mL) se centrifuga a 11200 xg a 4 °C durante 20 min. A 30 pL
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del sobrenadante se le afiaden 100 uL de PBS, 85 pL de tampédn
Na,P0O4-0,22 M, 15 puL de H,O, 0,017% y 20 uL de TMB 0,017%,
dejando incubar por espacio de 3 min a 37 °C. La reaccién se detiene
anadiendo 30 uL de AcONa 1,46 M en frio. La actividad MPO se
determina midiendo la absorbancia a 630 nm. El porcentaje de inhibicion
de esta actividad se calcula segun la expresién matematica:

AAc—AAp %100
AAc

%l =

Siendo AAc = media aritmética de la absorbancia del grupo control, y
AAp = media aritmética de la absorbancia del grupo problema. Se
determina la desviacion tipica y el error tipo de cada una de las medias
obtenidas, asi como la significacién estadistica de las diferencias,
usando el test de la t de Dunnett (*P < 0,05; **P < 0,01). El protocolo

seguido se describe en la siguiente tabla:

Control Problema
Sobrenadante (triplicado) 30 puL 30 uL
PBS 100 pL 100 pL
Tampén Na,PO4-0,22 M 85 uL 85 uL
H,0, 0,017% 15 uL 15 uL
TMB 20 uL 20 uL

Incubar a 37 2C, 3 min
Bano de hielo

AcONa 1,46 M (pH = 3) 30 uL 30 uL

Medir la absorbancia a 630 nm
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G. Estudio histologico

El estudio histolégico se ha realizado en el Departament de Patologia de
la Facultat de Medicina bajo la direccion del Profesor Cerda-Nicolas. Las
porciones de las orejas previamente obtenidas (111.5.4.C) se conservan
en formol. Cada muestra se corta longitudinalmente en mitades iguales y
una mitad de ellas se embebe en parafina y se corta en secciones de 3 6
4 um. La tinciébn se realiza con hematoxilina/eosina, tinte tricrémico,

acido periodico de Schiff y azul de toluidina.

En las porciones de las orejas tratadas con el agente irritante, por
ejemplo TPA, se determina la apariciéon de edema y su extension, el
numero y tipo de células inflamatorias, la extension del infiltrado y el tipo
de lesion que aparece. Ademas, se observa si existe hiperplasia (se
mide el espesor de la epidermis, desde la capa basal hasta el estrato
corneo) y fibrosis. El espesor del epitelio se evalia usando un objetivo
de 100x y se expresa como la media * error estandar del numero de
capas epidérmicas desde la capa basal hasta el estrato granuloso,
ambos incluidos. Un area representativa de la respuesta celular
inflamatoria se selecciona por un contaje semicuantitativo de células con
un objetivo de 40x, en 20 campos. Se cuentan las células inflamatorias,
linfocitos, macréfagos y neutréfilos en la capa papilar y en la capa
reticular dérmica/subcutanea [Giner et al., 2000].

.. PRUEBAS FARMACOLOGICAS IN VITRO

111.6.1. ANIMALES

Se han empleado ratas hembras de la raza Wistar de tres meses de
edad, con un peso de entre 180-200 g y machos de entre 200-250 g,
procedentes de la cria efectuada en el estabulario de la Facultat de
Farmacia. Su desarrollo se realiza bajo condiciones perfectamente
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estandarizadas: Temperatura 22 + 3 °C, fotoperiodo 12/12 horas de

luz/oscuridad; alimentacion artificial estandar y agua ad libitum.
111.6.2. MATERIAL

» Bano termostatado con agitacion (Julabo, SW 20)

» Bano de ultrasonidos (Brandsonic 5210)

» Camara de contaje (Neubauer improved, Manrifeld)

» Centrifuga (Eppendorf 5810 R)

= Columnas Lichrolut C18, 100 mg, 1 mL (Merck)

» Columna Lichrospher C18 (250 x 4 mm, 5um) (Merck) y
Precolumna Lichrospher C18 (4 x 4 mm, 5um) (Merck)

» Controlador del sistema HSM-7000 (Merck-Hitachi) en un
ordenador Pentium 200 MMX-Windows® NT

= Cromatégrafo Merck-Hitachi system (Intelligent pump L-6200,
Diode Array Detector L-7455 and Autosampler L-7200)

» Estufa termostatada (Selecta)

=  Hemocitémetro automatico (Coulter MicroDiff 11)

= Homogeneizador (Potter)

= Jeringas de 1, 5,10 y 20 mL (Discardit Il)

= Lector de microplacas (Labsystem Multiskan EX)

= Material quirargico

* Micropipetas automaticas de 5, 10, 100 y 1000 pL (Eppendorf y
Volac H3)

= Microscopio (Askania RMLS, Alemania)

* pH-metro (Crison pH-2000)

» Sistema de extraccion en fase sélida (Visiprep, Supelco)

= Sonicador (Branson 400 W)
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= Valvula de inyeccion Reodyne® con bucle de 100 pL

» Unidad Refrigeradora (Frigidor) acoplado a bario termostatado
(Ultraterm, Selecta)

= Vértex ( MS2 Minishaker, IKA®)

111.6.3. REACTIVOS

» 13-Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA, Sigma)

= Acido araquidénico (AA, Sigma)

= Acido ascérbico (Sigma)

= Acido etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma)

= Acido 2-tiobarbittrico (TBA, Sigma)

= Acido tricloroacético (TCA, Panreac-PA)

= Acido trifluoroacético (TFA, Merck-PA)

= Agua bidestilada y ultrafiltrada

» Agua oxigenada 33% (H.O,, Sigma)

» Alopurinol (Sigma)

»  2-Amino-2(hidroximetil)-1,3-propanediol (TRIS, Sigma)

» Azul de nitrotetrazolio (NTB, Sigma)

» Azul Tripano (Sigma)

» 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio (MTT, Sigma)

= 2,[6]-Di-tert-butil-p-cresol (BHT, Sigma)

» Glucosa-6-fosfato (Sigma)

» Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Sigma)

» Glucdgeno de higado bovino (Sigma)

= Hipoxantina (Sigma)

» lonéforo de calcio A23187 (Sigma)

= Metanol (Gradient grade, Baker)

= 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-bromuro de tetrazolio (MTT,
Sigma)
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» N-tert-butilbutoxicarbonil-L-alanina-p-nitrofenil éster (BOC,

Sigma)
* Prostaglandina B, (PGB,, Sigma)
» Pirogalol (Sigma)
» Sales inorganicas (Panreac-PA)
» Reactivo de Bradford (Sigma)
» Xantina oxidasa (XOD, Sigma)
= Tampones y otras disoluciones

A. Tampones

PBS (Modificado por Na,HPO, 1,420¢ 10 mM
Dulbecco) KH,PO, 0,408 ¢ 3 mM
NaCl 8,010 ¢ 137 mM
pH = 7,27
H,O c.s.p. 1000 mL 4 °C
Tampédn de incubacién Na,HPO, 0,720 ¢ 5mM
(IKP) KH,PO, 0,272 g 2 mM
NaCl 8,010 ¢ 137 mM
KCI 0,201 g 2,5 mM
pH = 7,30
H.O c.s.p. 1000 mL 4°C
o-D-glucosa 1 g
(en el momento de uso)
Tampén de lisis Na,EDTA 0,037 g 0,1 mM
KHCO; 0,272 g 9,5 mM
NH,CI 8,300 ¢g 157 mM
H,O c.s.p. 1000 mL 4° C
Solucion de Hanks CaCl,2H,O 0,099 g 1 mM
(HBSS) con Ca** y Mg** | MgCl»'6H,O 0,099 g 0,5 mM
KCI 0,49 5mM
Na,HPO, 0,048 g 0,33 mM
KH,PO, 0,060 g 0,44 mM
NaCl 8,09 137 mM
pH=7,4
H.O c.s.p. 1000 mL 4°C
a-D-glucosa 1 g 1 mg/mL

(en el momento de uso)
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Tampon fosfato 10 mM K:HPO,  1,7429 4°C
H.O 500 mL
pH=7,4
KCI 11,59
H.O c.s.p. 1000 mL
Tampon 0,1M Tris-HCI Tris 3,028 g 4°C
H.O 200 mL
pH=7,4
H.O c.s.p. 250 mL
Tampédn fosfato sodico KH.PO, 10,596 g 4°C
80 mM Na,HPO,2H.O 14,256 g
pH=5,4
H,O c.s.p. 1000 mL
Tampédn fosfato sédico KH.PO, 29,964 g 4°C
0,22 M Na,HPO,2H,O 39,204 g
pH=5,4
H,O c.s.p. 1000 mL
B. Disoluciones
Acido ascérbico 10 mM | Acido ascérbico 17,6 mg
H,O 10 mL
Azul tripano Azul Tripano 0,59 Filtrar
NaCl 0,9% 100 mL T2 ambiente
BOC 3,2mg en 1 mL de DMSO Extemporanea
Ca® (180 mM) CaClh2H,0  264,6 mg
H,O 10 mL 4°C
Disolucién de CCl, 1 parte de CCl, / 4 partes de
DMSO
Disolucion generadora | KCI (0,15 M) 18 mL
de NADPH Tris-CIH (0,1M, pH 7,4) 12 mL
H,O 8 mL
NADPNa 6 mg Cf=0,2mM
Glucosa 6-fosfato 55 mg Cf=4mM
pH=7,4
Glucosa 6-P-deshidrogenasa 60 Cf=0,6U
L Extemporénea

No reutilizar
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Glucégeno Glucégeno (1mg/g de peso de la
rata)
PBS 10 mL Extemporanea
Calentar a 40-50 °C agitando No reutilizar
frecuentemente o bario de
ultrasonidos hasta diluir
lonéforo de calcio (190 | lon6foro de calcio A23187 1 mg
uM) DMSO 1mL 4°C
londforo de calcio (1,9 | Solucion 190 uM 100 pL
M) PBS 900 uL 4°C
MTT MTT 5mg Proteger de la luz
PBS o H,O 11 mL -20°C
PGB, madre PGB, 1 mg
DMSO 1 mL -20°C
PGB: hija Disolucion madre 100 pL
Metanol 59mL -20°C
TPA madre TPA 5mg -209¢C
DMSO 1mL
TPA disolucién TPA madre 13 uL
HBSS con Ca** y Mg®* 987 uL - 20°C
Sulfato de hierro (I1) FeSO,7 H,O 27,8 mg
10 mM H,O 10 mL
Sulfato de hierro (1) FeSO,7 H,O (10 mM) 100 pL
100 uM H,O c.p.s. 10 mL
111.6.4. METODOS

A. Obtencion de neutroéfilos peritoneales de rata

Este tipo de célula se obtiene tras la inyeccion de glucégeno (1 mg/g

peso corporal disuelto en 10 mL de PBS) en la cavidad peritoneal de la

rata (fase de induccion). Para ello el animal es ligeramente anestesiado

con halotano (en campana de aire). Inmediatamente, se inyecta la
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disolucién de glucégeno en la cavidad abdominal y se masajea
suavemente en los costados de la rata de forma alternativa durante 1
min. Cuando el animal se recupera, se devuelve a su jaula con agua
pero sin alimento solido. Cuatro horas después la rata es sacrificada por
dislocacion cervical, previa anestesia. Se inyectan i.p. 20 mL PBS a 37
°C y se masajea el abdomen durante 5 min. Se abre el abdomen a lo
largo de la linea alba y se recoge con una jeringa el liquido,
introduciéndolo en tubos de 14 mL. Se lava la cavidad peritoneal 2 veces
mas con 20 mL de PBS. Los tubos se centrifugan a 300 xg durante 10
min a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimina y se
redisuelven las células en tampoén de hemdlisis. Se lava dos veces mas
con PBS centrifugando cada vez a 300 xg durante 10 min a temperatura
ambiente, hasta obtener un pellet que se reconstituye en 5 mL de IKP
con glucosa.

B. Obtencion de plaquetas y leucocitos humanos

Los concentrados sanguineos humanos (buffy-coats) procedentes de
donantes sanos, proporcionados por el centro de transfusiones de la
Comunitat Valenciana, son la fuente de plaquetas y leucocitos o
granulocitos. El volumen de cada bolsa se distribuye en tubos de 50 mL
(15 mL de concentrado/tubo) y se afiaden 30 mL de PBS a cada uno. Se
centrifuga a 300 xg, 22 °C durante 10 min, obteniéndose un
sobrenadante rico en plaquetas y un pellet con eritrocitos y leucocitos. El
sobrenadante (rico en plaguetas) es de nuevo centrifugado a 300 xg, a
22 °C durante 10 min. Se recoge el sobrenadante en tubos de 15 mL,
gue son centrifugados a 1000 xg, 22 °C durante 10 min. Se desecha el
sobrenadante y se resuspenden todos los pellets de plaquetas en 10 mL
de IKP. Los pellets de leucocitos y hematies se tratan con tampdn de

lisis y se centrifugan a 300 xg, a 22 °C durante10 min. Se desecha el
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sobrenadante y se lava con PBS dos veces mas, centrifugandose cada
vez a 300 xg, a 22 °C durante10 min. Se reconstituyen en HBSS con
Ca2+ y M92+.

C. Recuento de leucocitos y plaquetas

Se realiza una dilucion 1:20 de la suspensién leucocitaria en un
colorante vital como es el azul tripano. Se deja reposar 5 min y se
procede a su contaje en camara de Neubauer. Ademas, se calcula el
porcentaje medio de células tenidas de azul, no viables, en tres contajes
independientes. Para el recuento de plaquetas se realizan dos diluciones
(1:2 y 1:8) de la suspension de plaquetas y se analizan en un contador
automatico (Coulter MicroDiff 1), que proporciona el nimero de células
por uL de cada tipo. Con los datos numéricos se realiza una regresién
lineal para calcular la concentracién de la suspension. Con el
hemograma se comprueba la ausencia de contaminacion leucocitaria o

eritrocitica.
D. Ensayo de viabilidad celular

El efecto citotoxico de los productos puros sobre los distintos tipos
celulares se mide usando el ensayo del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-boromuro de tetrazolio (MTT) [Mossman et al., 1983], que se basa
en la conversion del MTT de color amarillo a formazan de color azul
oscuro. Esta reaccion estd catalizada por succinildeshidrogenasas
mitocondriales. Las células (1 x 10%/195 uL PBS) se tratan con 5 uL de la
muestra durante 30 min (en estufa a 37 °C) en una placa de 96 pocillos.
Una vez eliminado el xenobiético tras centrifugar la placa, se anade a
cada pocillo 100 uL de MTT de una solucién de 0,45 mg/mL. Se incuba
la placa a 37 °C (1-3 h) hasta la aparicion de color azul (al menos en los
controles). El medio se elimina y se afiaden 100 uL de DMSO a cada

pocillo que disuelve los cristales de formazan.
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La viabilidad de las células se calcula respecto al control al que sélo se
le ha anadido DMSO, segun la expresion matematica:

%V = wxloo
Ac

Siendo %V = porcentaje de viabilidad de las células, Ac = media de la
absorbancia del control, y Ap = media de la absorbancia del problema.

Se determina la desviacion tipica y el error tipo de cada una de las
medias obtenidas, asi como la significacion estadistica de las

diferencias, usando el test de la t de Dunnett (*P< 0,05; ** P< 0,01).

Control (triplicado) Problema (triplicado)
Células 1 x 10% 195 uL PBS 1 x 10% 195 uL PBS
DMSO 5uL -
Productos - 5uL

Incubar a 37 2C, 30 min
Centrifugar a 3000 r.p.m., 22 °C, 10 min
Eliminar el sobrenadante

MTT 100 pL 100 plL

Incubar a 37 ¢C, 1-3 h
Centrifugar a 3000 rpm, 22 °C, 10 min
Eliminar el sobrenadante

DMSO 100 plL 100 uL

Agitar y llevar al bafio ultrasonidos
Medir la absorbancia a 490 nm
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E. Ensayo de la actividad 5-LOX en leucocitos polimorfonucleares
de rata

La actividad 5-LOX se mide atendiendo a la produccién de LTB, y 5-
HETE segun el protocolo descrito por Safayhi et al. (1995). Las células
(5 x10° PMNSs) se suspenden en el tampén de incubacion en un volumen
final de 975 uL y se introduce el tubo eppendorf en un bafio a 37 °C. A
continuacion se incuba con la muestra a ensayar durante 5 min. En ese
momento los neutréfilos de rata son estimulados por la adicion de
ion6foro de calcio A23187 (100 ug/mL) y calcio (26,46 mg/mL). De este
modo se activa de modo preferente la sintesis de eicosanoides por la via
5-LOX. El protocolo seguido se describe en la siguiente tabla:

Minuto |Protocolo [Safayhi et al., 1995]
0 Introducir 975 pL de suspensién de PMNs

5 5 uL de producto, extracto o excipiente
10 10 uL de ionéforo (Cf = 1,9 uM)
12 10 uL de Ca** (Cf = 1,8 mM)

17 1000 uL de MeOH/HCI 1 N (97:3) a 0 °C
Cerrar, agitar e introducir en bafno de hielo

Cada serie consta de un maximo de 10 problemas (extractos, productos
o referencias) con un control al principio y otro al final (excipiente). En
cada experimento se toman tres muestras de células (5x10° PMNs) en
un volumen final de 975 uL de PBS y se procede a la determinacién de
la actividad 5-LOX en las condiciones del ensayo. Una muestra se
incuba en presencia de excipiente, otra en ausencia de éste y a la
tercera no se le anade ionéforo. Tras procesar las muestras e inyectarlas
en el HPLC, en las dos primeras se debe observar una produccion de
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LTBs y 5-HETE en la proporcion 1:1 y en la tercera una ausencia
significativa de produccién. Esto indica un correcto funcionamiento del
metabolismo del AA enddgeno, ausencia de inhibicién de alguna de las
vias metabdlicas y falta de preactivacion.

F. Ensayo de la actividad COX-1 en plaquetas humanas

Se sigue el protocolo de Safayhi et al. (1995; 2000) reduciendo el tiempo
de produccién a 1 min [Laufer et al., 1995]. La actividad COX-1 se mide
atendiendo a la produccion de 12-HHTrE y 12-HETE. Las células
(80x10° plaquetas humanas) se suspenden en IKP en un volumen final
de 975 uL y se introduce el tubo eppendorf en un bafo a 37 °C. A
continuacion se incuba con la muestra a ensayar durante 5 min. En ese
momento las plaquetas son estimuladas por la adicion de ionéforo de
calcio A23187 (100 ug/mL) y calcio (26,46 mg/mL). El protocolo seguido
se recoge en la siguiente tabla:

Minuto  |Protocolo [Safayhi et al. 1995; 2000]

0 Introducir 975 pL de suspensién de plaquetas

5 5 uL de producto, extracto o excipiente

10 10 pL de Ca** (Cf = 1,8 mM)

12 10 uL de lonéforo (Cf = 1,9 uM)

13 1000 uL de MeOH/HCI 1 N (97:3) a 0 °C
Cerrar, agitar e introducir en bafno de hielo

Cada serie consta de un maximo de 6 problemas (extractos, productos o
referencias) con un control al principio y otro al final (excipiente). En
cada experimento se toman tres muestras de células (80x10° plaquetas)

en un volumen final de 975 uL de HBSS con Ca** y Mg** y se procede a
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la determinacién de la actividad COX-1 en las condiciones del ensayo.
Una muestra se incuba en presencia de excipiente, otra en ausencia de
éste y a la tercera no se le afiade ionéforo. Tras procesar las muestras e
inyectarlas en el HPLC, en las dos primeras se debe observar una
produccion 12-HHTrE y 12-HETE en la proporcién 1:1 y en la tercera
una ausencia significativa de produccién. Esto indica un correcto
funcionamiento del metabolismo del AA end6geno, ausencia de
inhibicién de alguna de las vias metabdlicas y falta de preactivacion.

G. Extraccion de los eicosanoides en fase sdlida

Para la extraccion en fase soélida de los eicosanoides se sigue el
protocolo de Werz et al. (1998), utilizando columnas de fase reversa
(RP-18) de pequefio tamano, dispuestas en bateria y acopladas a vacio
para acelerar el proceso. Como se produce una pequena pérdida de los
metabolitos que se encuentran en la fraccién disuelta en las membranas
celulares, se recurre al uso de un patron interno, como es la
prostaglandina B, (PGB,) anadiendo a cada muestra 10 uL y agitando
enérgicamente en un vértex. Previa a la extraccién en fase sélida y tras
la adicién de PGB, las muestras se centrifugan durante 5 min a 12000
xg a 4 °C. El proceso seguido para la extraccion en fase sélida de los

eicosanoides se recoge en la siguiente tabla:

Fase Eluyente Fase de extracciéon Vacio
Activacion 1 mL MeOH 100% Lavado
1 mL H,O Equilibrado
Introduccién | 2 mL sobrenadante Extraccién 20a10
muestra soélido/liquido (mmHg)
Elucion 1 mL H,O Compuestos polaridad
selectiva alta
1 mL MeOH 25% Compuestos polaridad
media
300 puL MeOH 100% Compuestos no 4a5
polares y eicosanoides | (mmHg)
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H. Analisis de LTB, y 12-HHTrE por HPLC

Tras la inyeccién de las muestras (100 uL) se lleva a cabo la separacion
de los eicosanoides, segun las condiciones dadas por Safayhi et al.
(1995). Para la deteccion de LTB, se emplea un sistema de elucién en
gradiente utilizando: A) MeOH/TFA 0,007%, B) H.O/TFA 0,007%, con
flujo de 1 mL/min y presién de 200 bar. Para la deteccion de 12-HHTrE y
12-HETE se emplea wuna elucién isocratica utilizando: C)
MeOH/H,O/TFA (74:26:0,007), D) MeOH 100%, con flujo de 1 mL/min y
presion de 200 bar.

1) Programa de elucién para los metabolitos de la 5-LOX

Minuto a b
0-3 50% 50%
3-27 74% 260%
27,1 -27,6 100% 0%
27,7 -40,0 50% 50%

a: MeOH/TFA 0,007%
b: H,O/TFA 0,007%

2) Programa de elucién para los metabolitos de la COX-1

Minuto c d
0-27,0 100% 0%
27,1 -27,6 0% 100%
27,7 -40,0 100% 0%

c: MeOH/H20O/TFA (74:26:0,007)
d: MeOH 100%
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l. Cuantificaciéon de LTB, y 12-HHTYE.

Una vez obtenidos los cromatogramas y las correspondientes areas de
cada pico, se calcula: para el ensayo de la actividad 5-LOX, la media del
cociente LTB,/PGB, en cada muestra, para el ensayo de la actividad
COX-1, la media del cociente 12-HHTrE/PGB, en cada muestra.

La media de los valores de los controles iniciales y finales de una serie
serda el 100% de produccion de cada metabolito en dicha serie. Se
refieren los cocientes de las muestras a este valor para obtener los
porcentajes de produccion y/o de inhibicién respecto al control. Cada
rata es considerada un n (experimento independiente). Los resultados

son la media + error (n = 3 como minimo).

J. Ensayo de la liberacion de elastasa en leucocitos humanos
estimulados con TPA

La elastasa es una metaloproteina con actividad enzimatica proteasa
qgue degrada el colageno y los proteoglicanos del cartilago, la elastina y
la membrana basal. Ademas, puede convertir el fibrindgeno en fibrina y
activar los factores del complemento C5a y C3b con sus importantes
acciones como quimiotactico y opsonina respectivamente. La elastasa
neutrofiica humana ha sido implicada en varias situaciones
fisiopatolégicas, entre ellas la proliferacién de musculo liso, secrecion de
moco, induccion de hiperreactividad de vias aéreas, etc., por lo que se
sugiere que una inhibicion de esta enzima mejoraria estos desérdenes

funcionales y patoldgicos [Safayhi et al., 1997; Mitsuhashi et al., 1999].

El método se basa en la capacidad reductora de la elastasa formandose
productos que absorben como es el BOC (N-tert-butilbutoxicarbonil-L-
alanina-p-nitrofenil éster. A partir de este sustrato se libera p-nitrofenol
que absorbe a 414 nm. Para determinar la actividad de los compuestos
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sobre la liberacion de elastasa se procede del siguiente modo: distribuir
en tubos de 1,5 mL 1,25x10° de PMNs humanos en 500 uL de HBSS
con Ca** y Mg®*. Para cada extracto tenemos un blanco al que no se le
anade TPA y un problema que en este caso si que ha recibido TPA. El

protocolo seguido se recoge en la siguiente tabla:

Minuto |Protocolo [Barret, 1981]
0 Introducir en bafio con agitacién a 37 °C

5 Anadir 5 uL de extracto (problema y blanco)
10 Anadir 5 uL de TPA disolucién problema o DMSO (blanco)

25 Sacar, cerrar e introducir en hielo

Centrifugar (4000 r.p.m., 4 °C, 10 min). Distribuir en los pocillos de la
microplaca dos alicuotas de 200 puL de sobrenadante. Anadir a cada
pocillo 5 uL de BOC. Incubar en estufa a 37 °C durante 30 min. Medir la
absorbancia a 414 nm. El porcentaje de inhibicion de la liberacion de

elastasa se calcula segun la expresion matematica:

%l = wxloo
Ac

Siendo Ac = absorbancia del control y Ap = absorbancia del problema.
K. Inhibicién de la produccion de NO en macrofagos RAW 264.7

Basado en el método descrito por De Ledn et al. (2003). Se prepara una
curva patrdn de nitritos para poder extrapolar las absorbancias que se
obtengan con los productos y conocer su concentracion. Se preparan
concentraciones de crecientes desde 80 uM hasta 2,5 uM. Se afiaden
100 uL de cada disolucion al pocillo correspondiente y 100 uL del
reactivo de Griess (Naftilendiamina al 0,1% en H,O y sulfanilamida al 1%

en HsPO,). Se siembran 2 x 10° células/mL en una placa de 96 pocillos y
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se dejan incubar 24 h para que la poblacién se doble. Se elimina el
medio y se afiaden 200 uL medio fresco sin suero fetal bovino. Se
anaden los productos a las concentraciones finales de: control y blanco
(DMSO al 0,5%), productos objeto de estudo (0,1-50 uM) y se deja
incubar a 37 °C en una atmésfera del 5% en CO, durante 3 h. La
liberacion de NO se estimula mediante la adicion de 20 uL de LPS
(1ug/mL). Se toman alicuotas de 100 uL del sobrenadante a las 24 h'y
se disponen en otra placa de 96 pocillos, afiadiendo 100 uL del reactivo

de Griess. Se mide la absorbancia a 570 nm.

L. Inhibicién de la liberacion de TNF-a e IL-18 en macréfagos RAW
264.7

Método establecido por Kuo et al. (2003). En una placa de 96 pocillos se
siembran 2 x 10° células en 200 uL de medio completo por pocillo. Se
anade el producto a las concentraciones finales de: control y blanco
(DMSO al 0,5%), productos objeto de estudo (0,1-50 uM) y se deja
incubar a 37 °C en una atmosfera del 5% en CO, durante 3 h. Pasado
este tiempo se adicionan 10 uL de PHA 0,5 mg/mL y se deja incubar a
37 °C durante 24 h o 72 h, en funcién del mediador. A las 24 h se mide
IL-1B y a las 72 h TNF-a. Posteriormente, se centrifugan las placas a
1200 r.p.m. durante 5 min para que sedimenten las células y se miden
las distintas citocinas en los sobrenadantes mediante un ensayo de
unién enzimatica especifica (ELISA), siguiendo las instrucciones del
fabricante.
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lll.7. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
ll1.7.1. REACCION CON EL RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRIL HIDRAZILO (DPPH)

Se ha seguido el protocolo de Cavin et al. (1998). Se introduce en un
tubo de reaccidén 10 puL de la muestra a ensayar, vehiculo o0 compuestos
de referencia (butilhidroxitolueno o BHT, quercetina, acido ascorbico) a
las concentraciones estudiadas y 990 uL de la disolucion de DPPH (20
mg/mL). Tras incubacién a temperatura ambiente y en oscuridad durante
30 min, se lee la absorbancia a 517 nm. La capacidad captadora de
radicales libres (capacidad de decoloracién) se determina mediante la
siguiente férmula:

o) = AAM—AAC
AAc

Siendo AAc = media aritmética del incremento de la absorbancia del

control, y AAm = media aritmética del incremento de la absorbancia del

problema.
Preparacion de la solucion de Precauciones
DPPH (20 mg/L)
Disolucion Madre | 10 mg DPPH en Conservar en refrigerador a
(DM) (200 mg/L) MeOH 4°C en envase de vidrio color
c.s.p. 50 mL topacio y envuelto en papel de
aluminio
DPPH (20 mg/L) | Dilucién 1/10 DM Controlar dia a dia la
(1 mL de DM + 9 | absorbancia a 517 nm respecto
mL MeOH) al dia de preparacion.
Descartar DM con una
disminucion superior al 20%
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Ensayo con DPPH

Blanco Control Blanco Muestra
control muestra
Muestra - - 10 uL 10 uL
Vehiculo 10 pL 10 puL - -
DPPH (20 mg/ml) - 990 uL - 990 uL
Metanol 990 pL - 990 pL -

Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min
Leer la absorbancia a 517 nm

lll.7.2. REACCION CON EL RADICAL 2,2'-AZINO-BIS (3-ETILBENZTIAZOLIN- 6-
SULFONATO DE AMONIO (ABTS*)

El radical ABTS™ se produce utilizando una mezcla de reacciéon que
contiene ABTS (3,5 mM) y persulfato de potasio (1,25 mM) en agua
destilada. La mezcla de reaccion se prepara 12 h antes de su uso y se
mantiene a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Se ajusta la
absorbancia de la disolucién ABTS™ a 0,7 unidades a 732 nm con
tampon fosfato pH 7,4 [Pannala et al., 2001]. La actividad antioxidante se
evalia midiendo el cambio de absorbancia a 732 nm de la solucion de
ABTS ** cuando se alcanza el estado estacionario [Arnao, 1999]. La
capacidad captadora de radicales libres se calcula segun la férmula:
g1 = ACZAM . 160
Ac
Siendo Ac = media aritmética de la absorbancia del control, y Amla

media aritmética de la absorbancia de la muestra.
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Preparacion de radical ABTS
Disolucion madre [ABTS ... 17,5 mg
de ABTS - 3,5 MM | Agua destilada C.S.p. ...oveeververeeeeereeseeeeeenn. 9,9 mL
Solucién de KoSo0g oo, 34,0 mg
persulfato de Agua destilada C.5.p. ..vevrvreeerereeieeeeenn, 1,0 mL
potasio (125 mM)
Formacion de ABTS (3,5 MM) ..o 9,9 mL
radical ABTS K2S208 (125 MM) ..o 0,1 mL
Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad al
menos 12 horas. El radical ABTS formado es
estable por 2 dias

Ensayo Se ajusta la absorbancia de la disoluciéon 1,25 mM
ABTS" para que 900 pL de solucion ABTS™ diluida
+ 100 pL de agua destilada sea de 0,7 unidades a

732 nm

ABTS™ diluida ......cveeeieeiiieeeiee e 900 uL
Agua destilada .........ccoceeiiiiiiiiiiee 100 - X pL
MUESEIA ... X (5-50puL)

Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min
Leer la absorbancia a 730 nm

ll.7.3. MEDIDA DE LA CAPACIDAD REDUCTORA: METODO FRAP

La determinaciéon de la capacidad reductora se lleva a cabo por el
método de Benzie y Strain (1996), utilizando tampo6n acético—acetato de
sodio 0,3 M a pH 3,6 conteniendo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (1 mM)
y FeCl; (2 mM). Las soluciones deben ser preparadas el mismo dia del
ensayo. Para la medida de la capacidad antioxidante se mezcla un
volumen de la muestra con 10-100 volumenes del reactivo

recientemente preparado. Se determina la absorbancia a 593 nm a
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tiempo 0 (Ao) Yy luego de 8 min (Ag). La diferencia (Ag) — (Ag) Se compara
con la obtenida en una determinacion paralela utilizando una sal de Fe**
(FeSO,, 100-1000 pM) como compuesto de referencia. Las actividades
de las muestras en estudio se expresan como equivalentes de Fe®*.
También se puede utilizar &cido ascérbico como compuesto de
referencia. El tiempo que se requiere para completar la reacciéon puede
ser muy variable en funciéon de los compuestos o mezclas de ellos a
estudiar, variando desde segundos hasta minutos, aunque se considera
que tras 8 minutos la reaccion se completa, al menos con la mayoria de
compuestos ensayados. La relacién dosis—respuesta es linear hasta un
AAbs de 2,0 para concentraciones de compuestos de 1 mM o
superiores. Se puede realizar también un monitoreo cinético
determinando las pendientes de crecimiento de la absorbancia a tiempos
variables, si el objetivo del trabajo lo requiere.

l1l.7.4. PEROXIDACION LIPIDICA EN HOMOGENADO DE CEREBRO DE RATA

El protocolo a seguir es la peroxidacién lipidica no enzimatica con Fe** /
ascorbato [Kang et al., 2003], en el que la generacion no enzimatica de
HO* puede ocurrir a partir la autoxidacion de Fe?*, la dismutacion de O, a
H,O, y la posterior reaccion del H,O, con el Fe** remanente promueve la
formacién de radical HO® que iniciara la peroxidacion lipidica de las

membranas.

Fe2+ + 02 — Fe3++ 02._

2 OQ._ + 2 H* e 02 + H202

Fe?* + H,O, —  HO® + HO™ + Fe* (Reaccién de Fenton)
Se utilizan ratas Wistar machos (200-250 g) en ayunas desde el dia

anterior. Los animales son sacrificados y los cerebros son rapidamente

extirpados y colocados en solucidon amortiguadora Tris-HCI (20 mM, pH
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7,4) sobre hielo. Se pesa el 6rgano, se corta en trozos y se lava tres veces
con la solucidbn tamponada fria. Se homogeneiza con tampdn en
proporcién 1:10 p/v. En todo momento se mantienen en bafno agua/hielo.
Se centrifuga a 12000 xg durante 30 min a 4°C. El sobrenadante es

retirado.

Para un volumen final de 1 mL se toman 0,97 ml del homogenado de
cerebro en tampon 20 mM M Tris-HCI, pH 7,4; se induce la peroxidacion
por la adicion de 10 uL de ascorbato (Cf: 100 uM) y 10 yL de FeSO, (Cf
= 10 uM). Se incuban los tubos problemas y control (contienen 10 uL de
la sustancia problema y su vehiculo respectivamente) a 37 °C durante 60
min. Se paraliza la reaccion por agregado de 1 mL de una solucion 28%
(p/v) de TCA y se adiciona 1,5 mL de TBA 1% (p/v), la mezcla se
calienta en bano de agua a 95 °C durante 15 min. Se enfrian, se
centrifuga para remover la proteina y se mide la absorbancia del
sobrenadante a 532 nm.

La actividad antioxidante se evalia mediante el célculo del porcentaje de
inhibicién de la peroxidacion lipidica, segun la formula siguiente:
g1 = AACZAAM 16
AAc
Siendo AAc = media aritmética de la absorbancia del control, y AAm

la media aritmética de la absorbancia de la muestra.



Material y Métodos 95

Muestra | Blanco | Control | Blanco | Concentracién
Muestra Control final (Cf)
Homogenado 970 uL | 970 uL | 970 uL | 970 pL
cerebro
Muestra a 10 uL 10 uL - -
ensayar
Vehiculo - - 10 pL 10 pL
Agua destilada - 10 pL - 10 pL
Acido 10 uL - 10 uL - 100 uM
ascorbico
10 mM
FeSO,: 1 mM 10 pL - 10 pL - 10 uM
Incubar en bano de agua a 37 °C - 60 min
TCA (28 %) 1000 pL 1000 pL 1000 uL | 1000 pL
TBA (1 %) 1500 pL 1500 pL 1500 uL | 1500 pL

Incubar en bafio de agua a 95 °C durante 15 min, enfriar
Centrifugar a 3000 r.p.m. a 4 °C durante 15 min
Leer la absorbancia a 532 nm

Disoluciones

Buffer 20 mM Tris-HCL: pH 7,4

Disolver 0,6055 g de Tris-base (PM = 121,1) en 200 mL de agua
destilada, ajustar el pH a 7,4 con HCI 0,1N y completar hasta 250 mL con
agua destilada

Acido ascorbico: 10 mM

Disolver 17,613 mg de acido ascorbico (PM = 176,13) en 10 mL de agua
destilada

Sulfato de hierro (II): 1 mM

Disolver 2,7802 mg de FeSO,-7 H,O (PM = 278,02) en 10 mL de agua
destilada (Cf = 1 mM)

Sustancia de referencia: Butilhidroxitolueno (BHT)

Muestra problema: Extractos o productos aislados
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lll.7.5. INHIBICION DE LA ACCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO:
RADICAL SUPEROXIDO

Conforme al protocolo seguido [Sanz et al., 1994] la mezcla de reaccion
(volumen total de 1 mL, en cubeta de plastico o cristal) contiene 680 uL
de tampo6n KH,PO4-KOH (50 mM, pH 7,4), 10 uL hipoxantina 10 mM (Cf
= 100 pM), 100 pL Na,EDTA-2H,O 10 mM (Cf = 1 mM), 100 pL NBT 1
mM (Cf = 100 uM) y 10 pL del producto a ensayar, de la referencia
pirogalol o del vehiculo. La reaccion se inicia con la adicion de 100 uL de
xantina oxidasa (0,06 Ul/mL) diluida recientemente, determinando
cinética de la variacion de la absorbancia a 560 nm durante 2 min.

El grupo control presenta el maximo de radical superéxido generado
durante la reaccidbn segun nuestras condiciones experimentales.
También ensayamos blancos de la reaccion, en los que no se adiciona la
enzima para comprobar que no existe reduccion espontanea del NBT. Si
adicionamos a la mezcla de reaccién un producto que se comporte como
captador de radicales superdxido, disminuye la velocidad de la reaccion
de reduccién del NBT. Es importante ensayar blancos del producto a fin
de descartar una posible interferencia del producto en estudio con el
sistema detector, ya que algunos compuestos podrian reducir al NBT.

Se realiza la determinacién cinética de la variacién de la absorbancia
durante 2 min y los resultados se expresan como porcentajes de
inhibicién de la reduccién del NBT. El porcentaje de inhibicion de la
produccion de radical superdxido se expresa segun la féormula:

_ AAc—AAm

AAc
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Siendo AAc = media aritmética del incremento de la absorbancia del

grupo control, y AAmla media aritmética del incremento de la
absorbancia de la muestra.

Muestra |[Blan| Control | Blanco | Concentracién
co Control final (Cf)

Mue
stra

Tampon fosfato-| 680uL | 780 | 680 uL | 780 uL

KOH (50 mM) uL
Hipoxantina 10| 10uL 10 | 10puL 10 puL 100 uM
mM uL
Na,EDTA-2 H0| 100uL | 100 | 100 uL | 100 pL 1 mM
10 mM uL
NBT 1 mM 100 uL | 100 | 100 puL | 100 pL 100 uM
uL
Muestra problema 10 uL 10 - - -
uL
Vehiculo - - 10 uL 10 uL -

Agitar y mezclar bien

Xantina oxidasa 100 pL - | 100 uL - 0,06 Ul/mL

Leer la absorbancia a 560 nm durante 2 min

111.7.6. EFECTO QUELANTE SOBRE EL ION FERROSO

La actividad quelante de la muestra objeto de estudio frente al ion Fe**
se determina mediante el protocolo de [Dinis et al., 1994]. La muestra
(100 pg) se mezcla con 0,925 mL de agua destilada, se hace reaccionar
durante 30 s con FeCl, (2 mM, 25 uL). A continuacién se anaden 50 L
de TPTZ 5 mM, se mezcla, se deja en reposo durante 10 min a
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temperatura ambiente, y a continuacion se mide la absorbancia de la
mezcla a 593 nm. EDTA se utiliza como control positivo. El descenso en
la absorbancia indica una fuerte actividad quelante.

El porcentaje de inhibicion de la produccion de radical superoxido se

expresa segun la formula:
gp = AACZAAM 6,
AAc

Siendo AAc = media aritmética del incremento de la absorbancia del

grupo control, y AAm la media aritmética del incremento de la
absorbancia de la muestra.

Blanco Control Blanco Muestra
control muestra
Agua destilada 915 uL 915 uL 965 uL 915 uL
Muestra - - 10 uL 10 pL
Vehiculo 10 uL 10 uL - -
FeCl,, 2 mM 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL
Agitar y dejar reposar durante 30 seg a temperatura ambiente
TPTZ, 5 mM 50 uL - 50 pL

Agitar y dejar reposar durante 10 min

Medir absorbancia a 593 nm
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lll.7.7. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Los fenoles totales se determinan por reduccién del reactivo de Folin —
Ciocalteu [Waterman y Roque, 1994] de los fenoles que produce un
pigmento azul en solucion alcalina. La curva de calibracion se realiza
con compuestos o0 mezclas de compuestos estandarizados
representativos de la muestra ensayada.

Solucion de Na,CO3 20% (p/v)  |NasCOs..uivieeeiiiiiiieiiieeeee 20 g

Reactivo de Folin - Ciocalteu

Solucién estandar - 0,1 mg/ mL | Catequiza, Acido tanico, Acido

cafeico, etc. ......ccoeeeiiie (1 =10 pg)
Ensayo Muestra........ccceeveeeeniiieeeeeenn X uL
Agua destilada .............. (850 — X) pL
N3.2003 20% p/V .................... 100 lJ.L

Reactivo de Folin — Ciocalteu ...50 pL

Incubar a temperatura ambiente durante 30 min.
Leer absorbancia a 760 nm

I.8. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados estan expresados como la media aritmética = desviacion

estandar, o por la desviacion tipica y el error tipo de las muestras.

El andlisis estadistico ha sido realizado mediante el ensayo de varianza
ANOVA seguido del test de la t de Dunnett para comparaciones
multiples y del test de la t de Student para comparaciones simples. Los
valores de P inferiores a 0,05 (*) se consideran significativos y los de P
inferiores a 0,01 muy significativos (**). Los porcentajes de inhibicion
(%I) fueron calculados a partir de las diferencias entre los grupos
problemas y los controles. Las concentraciones inhibitorias-50 (Clsg) y
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dosis inhibitorias-50 (Dlsy) fueron calculadas por medio de la regresién
lineal a partir de llos porcentajes de inhibicion obtenidos al menos a

cuatro concentraciones diferentes o tres dosis diferentes.
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IV.1. SCHINUS MOLLE

IV.1.1. EXTRACCION

Los frutos secos y pulverizados (298 g) de Schinus molle se trituraron y
extrajeron con MeOH a temperatura ambiente (4 x 500 mL). El extracto
metandlico se concentrd hasta sequedad, obteniendo un residuo seco de
91,3 g.

IV.1.2. FRACCIONAMIENTO

El residuo obtenido se fraccioné directamente mediante gel-filtracién en
columna de Sephadex LH-20 (6 x 50 g) utilizando MeOH como fase
movil (6 x 500 mL). Una vez analizadas mediante CCF las diferentes
fracciones, éstas se reunificaron por similitud cromatografica en 4, que
se denominaron A, B, C y D. La fraccion-A se someti6 a un
fraccionamiento mediante VLC utilizando silicagel H (5 x 250 g) como
fase estacionaria y mezclas CH,Cl,-MeOH como fase movil (100:0, 95:5,
90:10 y 50:50). Se obtuvieron 129 fracciones de 100 mL. Las fracciones
A120-129 Obtenidas con CH,Cl,-MeOH 1:1 (1000 mL, 6,6 g) se reunificaron
y recromatografiaron en VLC utilizando silicagel H (3 x 220 g) y mezclas
CH,CI>-AcOEt (100:0, 90:10, 80:20, 50:50 y 0:100) como fase mdévil. Las
fracciones obtenidas se reunificaron por similitud cromatografica en un
total de 9 fracciones. La fraccion Ajzo.129(7) (1,2 g) eluida con mezclas
1:1, se recromatografié (VLC) utilizando silicagel H (120 g) y CH,Cl.-
AcOEt 50:50 como eluyente. Se obtuvieron 171 subfracciones de 25 mL.
De las subfracciones 75-120 (1150 mL) se aisl6 un compuesto puro que
se denomin6 SM-2 (50 mg).
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La fraccion Aq2-129(8) (1,98 g) se cromatografié (VLC) sobre silicagel H
(200 g) eluyendo con mezclas CH,Cl,-AcOEt (8:2), obteniendose un total
de 8 subfracciones. A partir de la subfracciones 18-52 reunificadas (1020
mL) se obtuvo un compuesto puro al que se denomin6 SM-1 (120 mg).
La fraccion Aiz0.129(9) (2,3 g) se cromatografio (VLC) sobre silicagel H
(230 g) y mezclas CH.Cl,-AcOEt (8:1) como fase movil, obteniendose un
total de 30 subfracciones de 30 mL. De la subfracciéon 7-10 (210 mL) se
obtuvieron otros 80 mg del compuesto SM-1.

La fraccion-C (1,0 g) se cromatografi6 en columna de silicagel
eluyendo con CH>Cl>-MeOH (7:3) dando un total de 40 fracciones
una vez reunificadas por similitud cromatografica. De las
fracciones Coo-21 S€ aislé un compuesto puro que se denomind SM-
3 (300 mg).

1V.1.3. IDENTIFICACION

El compuesto SM-1 se ha identificado por medios fisicoquimicos y
espectroscopicos como el acido 3-epi-isomasticadienolalico o acido
(130,14B,170,20S,24 2)-3a-hidroxi-21-oxolanostan-8,24-dien-26-oico.

Los datos de identificacion se recogen en la tabla.

El compuesto SM-2 se identific6 comparando los datos espectrales
obtenidos con los valores bibliograficos previamente publicados. El
compuesto se ha identificado como el acido isomasticadienondlico o
acido (13a,14B,17a,20R,242)- 3,21-dioxolanostan-8,24-dien-26-oico.

Los datos de identificacion se recogen en la tabla.

El compuesto SM-3, a diferencia de los anteriores, se trata de un
compuesto fendlico, que da positiva las reacciones de flavonoides, el
cual ha sido identificado como la biflavona chamaejasmina. Los datos de

identificacion se recogen a continuacién.
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SM-1 | [¢] = +23,6 (0,5, CHCl) | Rr0.37, silicagel, CHzClo/MeOH (15:1)

SM-2 | [¢] = 4299 (c0,5, CHCl,) | r0.45, silicagel, CHzCl/MeOH (15:1)

SM-3 | [¢] = -394 (c0,5, CHCIl,) | Rr0.31, silicagel, CHzCl/MeOH (15:1)

Los espectros de los compuestos SM-1 y SM-2, han sido realizados en
CDCl; (400 MHz) y los valores obtenidos coinciden con los citados por
Pozzo-Balbi et al. (1978) y Olafsson et al. (1997). El EM-IE de SM-1 dio
una masa molecular de M* = 470 y en el caso de SM-2 fue 468 (M").
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6%....OH

2
HOCM%?OH

HOC,, COOH
- .._}_/W

i OH

Acido 3-epi-isomasticadienolalico (SM-1) Acido isomasticadienonalico (SM-2)

SM-1 SM-2
C 13C 1H 13C 1H
1 29,6 29,6
2 25,8 25,8
3 76,0 3,44, 1H, J=2,8 Hz 76,0 3,44, 1H, J=2,8 Hz
4 37,2 37,2
5 447 447
6 18,7 18,7
7 27,2 27,2
8 | 1328 132,8
9 | 134,6 134,6
10 | 37,7 37,7
11 | 21,3 21,3
12 | 29,6 29,6
13 | 44,0 43,6
14 | 49,7 20,0
15 | 29,7 20,0
16 | 28,6 20,0
17 | 45,2 44,8
18 | 16,8 0,77, s, 3H 16,2 0,77, s, 3H
19 | 20,0 0,95, s, 3H 20,0 0,95, s, 3H
20 | 554 55,2
21 | 206,2 | 9,51,d,1H,J=55Hz | 205,5 9,54, d,1H, J=4,0 Hz
22 | 26,7 26,4
23 | 275 27,5
24 | 1446 | 6,03,tc,J=75y1,4 144,6 6,03, tc, J=75y 1,4 Hz
Hz
25 | 127,2 127,2
26 (1725 | 1,92,¢,3H,J=1,4Hz | 172,5 1,92, ¢,3H,J=1,4 Hz
27 | 20,5 20,5
28 | 281 0,96, s, 3H 28,1 0,96, s, 3H
29 | 223 0,85, s, 3H 22,3 0,85, s, 3H
30 | 244 0,89, s, 3H 24 4 0,89, s, 3H
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El espectro EM-FAB* de chamaejasmina (SM-3) da un pico de 543

(M*+1). El espectro UV tiene un maximo caracteristico 4 »" (nm) = 296

y el espectro IR presenta bandas a las frecuencias v

1620. Los datos obtenidos en el espectro de RMN realizado en CH;OD
(400 Mz) se presentan en la siguiente tabla. Los valores coinciden con

max

los previamente publicados por Niwa et al. (1986).

SM-3
[o} c H

2 27 81,0 2,78,d,4H, J=12 Hz
3 3 50,3 5,78 d, 4H, J= 12 Hz
4 4 198,4

5 57 165,8

6 6 97,4 5,80, s, 2H

7 7 168,6

8 8 96,6 5,89, s, 2H

9 9” 162,3

10 10” 103,8

17 1 130,9

2 27 129,2 6,76, d, 2H, J= 8 Hz
3 3 116,6 6,96, d, 2H, J= 8 Hz
4 47 158,9

5 57 116,6 6,96, d, 2H, J= 8 Hz
6 67 129,2 6,76, d, 2H, J= 8 Hz

*Brem™) = 3300 y
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1V.1.4. ESTUDIO DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Un screening previo de actividad antiinflamatoria de diversas plantas
utilizadas en medicina popular, sirvi6 para realizar una seleccion de
especies activas (resultados no publicados). Entre ellas, se eligié
Schinus molle por sus propiedades y por ser una especie que posee
triterpenos del tipo lanostanoide, grupo fitoquimico que nuestro grupo de
investigacion viene estudiando desde hace algunos anos con excelentes
resultados. El extracto metandlico activo se fracciond y se obtuvieron los
3 componentes mayoritarios anteriormente citados, los cuales han sido
objeto de un completo estudio de actividad antiinflamatoria. Las pruebas
seleccionadas, en funcion de la actividad previamente conocida para
este tipo de principios, han sido: edema plantar agudo inducido por
carragenina y PLA,, edema agudo en oreja de ratdn inducido por TPA e
inflamacién auricular inducida por aplicacién repetida de TPA.
Finalmente, se ha procedido al estudio del efecto de los 3 compuestos
sobre la enzima 5-LOX.

A. Edema agudo inducido por carragenina en pata de ratén

Efecto de los compuestos aislados (SM-1, SM-2 y SM-3) a la dosis de 50
mg/kg (p.o.) e indometacina a 10 mg/kg (p.o.), 3 h después de la
administracién de carragenina en la aponeurosis plantar del raton. AV =
incremento del volumen de la pata en uL (media = S.E.M.). n= 6. Test t
de Dunnett ** P < 0,01. En este test, solo la biflavanona (SM-3) tuvo
actividad significativa (46% de inhibicion) a las 3 horas de la
administracién del agente inflamatorio (figura). Los triterpenos carecen
de efecto en esta prueba.
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150+
— Control
. T SM-1
-
2 100- SM-2
E = SM-3
Cfl Indometacina
2 50+
0
Control SM-1 SM-2 SM-3 Indometacina
h | AVESEM | %l | AVESEM | %l | AVESEM | %Il | AV£SEM | %l | AV+SEM | %l
1 60+7 56+5 7 88+9 -46 82+13 -36 55+5 8
3| 125+10 114 £ 22 9 100+ 9 20 68 + 6** 46 25+ 2** 80
5| 102+8 92+5 1 102+ 8 0 93+5 9 67 £ 7** 34

B. Edema agudo inducido por PLA; en pata de ratén

Efecto de SM-1 y SM-2 a la dosis de 30 mg/kg (i.p.) y ciproheptadina a la

dosis de 5 mg/kg (i.p.) sobre el edema en pata de ratén inducido por

PLA, de Naja mossambica a los 30, 60 y 90 minutos después de la

administracién del agente irritante. AV = incremento del volumen de la
pata en uL (media = S.E.M.). n = 6. Test t de Dunnett ** P < 0,01. Solo

SM-2 fue significativamente activo a los 60 min con un 66% de

inhibicién (figura), en un rango similar de actividad que el farmaco de

referencia. SM-1 y SM-3 no tuvieron actividad en esta prueba.
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—— Control

3:; —¥— SM-1

849 —V— SM-2

=

cl_g_ —O— Ciproheptadina

+ .

z 44 ok

0 T T 1
0 30 60 90
t (min)
Control SM-1 SM-2 SM-3 Ciproheptadina

min | AV+SEM | %l | AVESEM | %l | AVESEM | %l | AV+SEM | %l AV+ SEM %l
30 92+9 - 93+8 -1 65+ 1 29 83+5 10 28+ 6™ 70
60 95+ 10 - 72+ 15 24 32+8"* 66 67 1 29 28+ 7** 71
90 60+ 13 - 35+5 42 43+ 4 28 34+8 43 13+ 6* 78

C. Inflamacién subcrénica inducida por aplicacion repetida de TPA
en oreja de raton

Efecto antiinflamatorio de SM-1, SM-2 y SM-3 a la dosis de 0,5 mg/oreja
(5 aplicaciones, tépica) y dexametasona a la dosis de 0,05 mg/oreja (5
aplicaciones, tépica) sobre la inflamacion subcrénica provocada por
aplicacién repetida de TPA en la oreja de ratén. La figura A representa el
edema expresado como incremento de peso respecto al grupo control
tratado solo con acetona (10,1 £ 0,3 mg). La figura B representa la
infiltracion de neutrofilos expresada como contenido en mieloperoxidasa
(MPQO). n=6. Test tde Dunnett: * P< 0,05y *™* P< 0,01.

Los tres compuestos ensayados modularon la inflamacion inducida por
la aplicacién repetida de TPA, siendo los triterpenos SM-1 y SM-2 los
compuestos mas activos con un 33% y 41% de inhibicion del edema,
respectivamente. La biflavanona (SM-3) solo inhibié el edema un 22%,
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mientras que el farmaco de referencia lo redujo en un 72%. En cuanto a

la infiltracion leucocitaria, el flavonoide no la afectd, mientras que los

triterpenos la redujeron en un 57% y 51%, respectivamente, mientras

que dexametasona lo hizo en un 54%.

A)
15+

—_
o
1

A Peso oreja (mg)

[¢)]
1

* %

Control | SM-1 SM-2 SM-3

Dexametasona

Edema (mg) 14,40 9,60 8,50 11,20

%l - 33 41 22

Edema inducido por aplicacion repetida de TPA expresado en mg

— Control
B) SM-1
EEEEEER -
€
é T Dexametasona
© 0.2
i *
@ =
2
8
S 0.1
g
0.0
Control SM-1 SM-2 SM-3 Dexa
MPO (Abs)><10'3 224 +48 97 + 47 110+ 56 198 + 29 102 + 62
%%l - 57 51 12 54

Infiltracién leucocitaria expresada como contenido en MPO. Valores en

absorbancia




110 Resultados

El estudio histolégico de las muestras obtenidas del grupo tratado solo
con TPA (control) muestran las caracteristicas lesiones inflamatorias:
edema intenso, infiltrado difuso en la dermis predominando neutroéfilos,
linfocitos y macréfagos, asi como hiperplasia de fibroblastos y fibrosis
papilar. La epidermis presenta papilomatosis, acantosis e
hiperqueratosis, pero no espongiosis ni exocitosis (C). El corte
histologico de las muestras obtenidas de los ratones tratados con el
compuesto SM-2 no presenta edema en la dermis y solo un pequefo
infiltrado focal de linfocitos. El resto de valores son similares a los del
grupo control pero de menor intensidad, excepto el espesor epitelial que
no fue modificado (D). La muestra procedente de los ratones tratados
con SM-1 presenta un perfil similar al de SM-2, pero con menor efecto
sobre la infiltracién de linfocitos. El perfil histolégico de las muestras
obtenidas de ratones tratados con la biflavanona (SM-3) es similar al
anterior pero con menor efecto sobre la inflamacion e infiltracion
leucocitaria. El grupo del fa&rmaco de referencia, dexametasona, no
presenta ni edema, ni infiltracién, solo hipertrofia e hiperplasia de
fibroblastos y fibrosis papilar, junto a los indicadores de la epidermis,
indican que el tejido estuvo inflamado pero se ha reducido

drasticamente. El espesor del epitelio fue claramente inferior en este
grupo (E).

Cortes histoldgicos de orejas procedentes del test TPA crénico: control (C), SM-
2 (D) y dexametasona (E). Hematoxilina-eosina x16
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D. Viabilidad celular. Ensayo de MTT

La viabilidad celular de los compuetos aislados demuestra que la
biflavanona (SM-3) carece de toxicidad a la concentracion de 100 uM,
mientras que los triterpenos (SM-1 y SM-2) no presentan efectos toxicos
sobre las células ensayadas (leucocitos de rata) a la dosis 25 uM o

inferior.
E. Inhibicién de la producciéon de LTB, en leucocitos PMN de rata

La preincubacion de leucocitos peritoneales de rata con SM-3 tras
estimulacion con ionéforo de calcio A23187 produjo una inhibicién dosis
dependiente de la produccion de LTB,. La Cls, calculada para SM-3 fue
de 29,8 uM (15-43 uM, 95% intervalo de confianza). El coeficiente de
correlacién (r?) para la regresion linear fue de 0,9993 (P = 0,0169,
significante). A la maxima concentracién ensayada (25 uM), los dos
triterpenos redujeron la sintesis de LTB, un 45%. El farmaco de
referencia, apigenina, dio una Cls, de 14,0 uM (5-50 uM, r* = 0,9946; P
= 0,00583, significante).

Inhibicion % Clsg (LM)
SM-1 (25 uM) 45 >25
SM-2 (25 M) 45 25
SM-3 (50 uM) 80 29,8
Apigenina - 14,0

IV.1.5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los tres compuestos aislados han sido estudiados como potenciales
antioxidantes. Solo la biflavanona (SM-3) tuvo una cierta actividad,
inhibiendo la peroxidacién lipidica inducida por Fe**-acido ascérbico en
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homogenado de cerebro de rata, aunque a una concentracion
relativamente alta (380,1 uM). Este compuesto también actia como
captador del radical ABTS, pero no DPPH. A 100 uM inhibié la xantina
oxidasa, pero con un porcentaje de inhibicion de 32,7, sin embargo no se
determiné la Cls, debido a la interferencia que producen concentraciones
mayores a la descrita con el sistema de deteccion. Los resultados
obtenidos han sido los siguientes:

Actividad inhibidora de la peroxidacién lipidica y captadora de radicales libres en
diversos sistemas de los compuestos de Schinus molle. Valores expresados en
concentracién uM

Clso (uM)
DPPH ABTS Radical superdxido | Peroxidacién lipidica
SM-1 >100 >100 >100 >1000
SM-2 >100 >100 >100 >1000
SM-3 >100 1,9 >100 380,1

IV.2. LYSIMACHIA FOENUM-GRAECUM
IV.2.1. EXTRACCION

Las partes aéreas de Lysimachia foenum-graecum (7,0 Kg) se extrajeron
con acetona 70% (3 x 25 L) a temperatura ambiente. Tras filtrar, el
liquido extractivo se concentré en rotavapor a presion reducida hasta
masa siruposa, que a continuacién se extrajo con AcOEt (6 L) y n-BuOH
(6L).

1V.2.2. FRACCIONAMIENTO

El extracto n-BuOH se evaporé hasta sequedad en rotavapor, dando un
residuo de 230 g que fue fraccionado mediante cromatografia en

columna de silicagel (9 x 120 cm) eluyendo en gradiente con mezclas
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CHCI3-MeOH (1:0-0:1, saturadas con H,O, 30 L cada una), hasta
obtener 8 fracciones (I-VIII). La fraction Il (20 g) se recromatografié
sobre columna de silicagel (7 x 100 cm) utilizando en este caso como
fase moévil mezclas CHCIl;-MeOH-H,0 (8:2:0,1, 20 L) y a continuacién se
cromatografiaron en fase reversa (RP-18, 3,5 x 60 cm) utilizando MeOH-
H.O (60:40, 4 L) como fase movil y finalmente una cromatrografia
semipreparativa (HPLC, RP-18, CH;CN-H,O-THF, 38:57:5,0, 2 L) hasta
obtener los compuestos puros que se denominaron LF-2 (32 mg), LF-3
(59 mg) y LF-4 (78 mgq). La fraction IV (15 g) se sometié a una
cromatografia de media presién (columna para MPLC de 5 x 50 cm),
silicagel como fase estacionaria y CHCl;-MeOH-H,O (10:3:0,1, 10 L)
como fase mévil. A continuacion se recromatografié utilizado una
columna RP-18 semipreparativa (HPLC) y CH3;CN-H,O-THF (32:63:5,0,
2 L) como fase movil, obteniedo dos compuestos puros que se
denominaron LF-1 (132 mg) y LF-5 (84 mg).

1V.2.3. IDENTIFICACION

El compuesto LF-1 se trata de un polvo blanco de férmula molecular
Ce3H100025 deducida del EM [M-1]" a m/z 1255 en el FABMS- asi como
del andlisis de los datos de RMN de 'H y '°C. El estudio de los datos
espectrales indica que LF-1 es un sapondésido con genina triterpénica y 4
monosacéridos. El espectro °C RMN presenta 63 sefiales de carbonos,
de los cuales 23 fueron asignados a los 4 monosacaridos, 30 al
triterpeno y los 10 restantes a los 2 grupos angeloilos presentes en la
molécula. Los protones de los siete grupos metilos terciarios y el proton
olefinico trisustituido (& 5,43, brs) en el 'TH NMR, conjuntamente con las
sefales correspondientes del '*C RMN, sugieren un esqueleto olean-12-
eno. La comparacion detallada entre los datos del espectro *C RMN de
LF-1 y los recopilados en la bibliografia [Yoshikawa et al., 1996; 1998]
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sugieren que la genina de LF-1 corresponde al compuesto previamente
identificado por Tuntiwachwijuttikul et al., (1997) [3B,160,21B(2),22a(2)]
olean-12-en-3,16,21,22,28-pentol-21,22-bis (2-methyl-2-butenoato) (21,
22-O-diangeloil barringtogenol C).

Las 4 unidades de monosacéridos fueron determinadas mediante los
espectros HMQC-TOCSY y con la ayuda de los espectros COSY, HMQC
y HMBC. La senal del proton anomérico a &, 5,37 (1H, d, J=7,6 Hz) y 6
sefiales de C correlacionadas se observan el el espectro HMQC-
TOCSY, cuya secuencia fue correlacionada de la siguiente forma &
105,1 (C-1), 77,3 (C-2), 76,4 (C-3), 71,8 (C-4), 78,1 (C-5) y 62,9 (C-6),
correspondiente a una unidad glucosa. De forma andloga, otra unidad de
glucosa fue identificada en el analisis del espectro HMQC-TOCSY. Un 6-
deoxi monosacérido fue elucidado a partir del C metilo a & 19,0 y el
correspondiente al doblete del H del metilo a &4 1,79 (J = 5,8 Hz). El
espectro HMQC-TOCSY presenta correlaciones entre el H anomérico
del 6-deoxi azucar y las sefnales de los C & 101,6 (C-1) and 72,4 (C-2),
y del H del metilo a &4 1,79 (1H, d, J = 5,8 Hz) con las sefales de los C
o 19,0 (C-6), 69,5 (C-5), 74,7 (C-4) y 72,7 (C-3), indicando que se trata
de una unidad ramnosa. Las sefiales remanentes de 5 C sugieren la
pesencia de una pentosa cuyo H anomérico a &4 4,94 (1H, brs) esta
correlacionado con las 4 senales de C a & 104,6 (C-1), 80,9 (C-2), 72,4
(C-3) y 749 (C-4) en el espectro HMQC-TOCSY, implicando la
presencia de una unidad arabinosa. El metileno oxigenado a & 63,7 fue
asignado a la posicién C-5 de la arabinosa mediante el andlisis del
espectro H-H COSY y HMBC.

La posicion glicosidica en la genina fue establecida en el C-3, en
base a la correlacion HMBC entre el H anomérico de la arabinosa a &4
4,94 (1H, brs) con & 89,1 (C-3). La conectividad entre las unidades del
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monosacarido se establecid siguiendo las correlaciones HMBC: H-1 (&4
5,37) de la glucosa interior con el C-2 (& 80,9) de arabinosa; H-1 (dy
5,25) de la glucosa exterior con C-4 (& 74,9) de arabinosa; H-1 (& 6,39)
de ramnosa con C-2 (& 77,3) de glucosa interior. La configuracién
anomérica de las 2 glucosas se determind como B a partir de las
constantes de acoplamiento de los H anoméricos. Igualmente, la
configuracion de los H anoméricos de ramnosa y arabinosa se determiné
como a. De esta forma, la estructura completa del compuesto LF-1 fue
elucidada como 3-O- {oa-L-ramnopiranosil (1—2)-B-D-glucopiranosil
(1—2)-[B-D-glucopiranosil  (1—4)]- a-L-arabinopiranosil}  21,22-O-
diangeloil barringtogenol C, compuesto que fue denominado
Foenumésido A.

Foenumoésido A (LF-1): polvo blanco; [a] 2°=-10,71 (c 0,14, MeOH);
Uv AMM (log €) = 212 nm (4,36); IR v = 3427, 2928, 1704, 1643,

1455, 1387, 1241, 1165, 1075 cm™; '"H NMR (400 MHz, piridina-ds) &,
1,18 (3H, s, Me-23), 1,04 (3H, s, Me-24), 0,83 (3H, s, Me-25), 0,86 (3H,
s, Me-26), 1,81 (3H, s, Me-27), 1,10 (3H, s, Me-29), 1,33 (3H, s, Me-30),
3,16 (1H, dd, H-3), 0,70 (1H, d, J= 11,3 Hz, H-5), 1,66 (1H, m, H-9), 5,43
(1H, brs, H-12), 4,51 (1H, brs, H-16), 3,11 (1H, dd, H-18), 6,69 (1H, d, J
= 10,1 Hz, H-21), 6,31 (1H, d, J = 10,1 Hz, H-22), 3,41 (1H, d, J = 10,8
Hz, H-28a), 3,66 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-28b), 5,97 (1H, cc, H-3'), 2,07
(8H, d, J = 7,0 Hz, Me-4’), 2,01 (3H, s, Me-5"), 5,91 (1H, cc, H-3"), 2,04
(3H, d, J = 7,0 Hz, Me-4”), 1,90 (3H, s, Me-5"); 'H y '®*C RMN (ver tabla);
FABMS (negativo) m/z 1255 [M-1]7, 1110, 948, 809, 742, 643, 513, 421,
325, 205, 159, 99; HRESIMS (negativo) m/z [M-1] ~ 1255,6500 (calcd
1255,6475 para CgzHggOss).
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Al compuesto LF-2 se le asign6 una férmula molecular de CgoHgeO2s a
partir de las sefiales del FABMS—, que dio un pico m/z 1215 [M-1]", junto
con el andlisis de los espectros de RMN. En el estudio comparado de los
espectos de °C NMR de LF-2 y de LF-1, se observa la pérdida de un
radical angeloilo y la presencia de un acetilo. El desplazamiento a campo
bajo, & 66,5 (C-28), indica que la posicion C-28 de la genina esta
sustituida por un grupo acetoxilo, el cual fue confirmado por las
correlaciones entre las sefales de H a &, 4,22 (H»-28, brs) con la sefal
de éster carbonilico a & 170,8, y entre la sefal del H del metilo de
acetilo a &4 1,98 (3H, s) con las sefiales de C a & 66,5 (C-28) y 170,8
(—CO-) en el espectro HMBC. La presencia de un hidroxilo en la
posicion C-22 fue determinada por las correlaciones HMBC entre la
sefalde Ha &,4,48 (1H, d, J= 10,1 Hz) y las sefales de C a & 67,7 (C-
16), 47,2 (C-17), 81,2 (C-21) y 66,5 (C-28), sugiriendo la pérdida de un
angeloilo en la posicion C-22. La estereoquimica de H-21 y H-22 se
determin6 como o y B, orientacion establecida tras el analisis de los
datos REOSY de LF-2. Las sefales de RMN correspondientes a los
azucares de LF-1 y LF-2 demuestran que los 2 compuestos comparten
el mismo patron de sustitucién. De esta forma la estructura del
compuesto LF-2 fue determinada como: 3-O-{a-L-ramnopiranosil (1—2)-
-D-glucopiranosil (1—2)-[B-D-glucopiranosil (1—4)]-a-L-arabin-
piranosil} 21-O-angeloil-28-O-acetil barringtogenol C, y se denominé
Foenumoésido B.

Foenumésido B (LF-2): polvo blanco, [a] %= —1,25 [a] (¢ 0,13, MeOH);

UV A MO (log €) = 204 nm (4,14); IR v = 3432, 2927, 1716, 1634,

max max

1456, 1386, 1239, 1163, 1074, 1041 cm™; "H RMN (400 MHz, piridina-ds)
& 1,16 (3H, s, Me-23), 1,01 (3H, s, Me-24), 0,82 (3H, s, Me-25), 0,97
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(3H, s, Me-26), 1,79 (3H, s, Me-27), 1,11 (3H, s, Me-29), 1,30 (3H, s, Me-
30), 3,12 (1H, dd, H-3), 0,68 (1H, d, J = 11,3 Hz, H-5), 1,62 (1H, m, H-9),
5,46 (1H, brs, H-12), 4,72 (1H, brs, H-16), 2,84 (1H, dd, H-18), 6,49 (1H,
d, J =10,1 Hz, H-21), 4,48 (1H, d, J = 10,1 Hz, H-22), 4,22 (1H, brs, H-
28), 5,89 (1H, cc, H-3'), 2,03 (3H, d, J = 8,8 Hz, H-4’), 1,97 (1H, s, H-5),
1,98 (3H, s, COCHs); 'H y C RMN (ver tabla); FABMS (negativo) m/z
[M-1]" 1215, 1069, 907, 809, 663, 599, 511, 421, 325, 233, 159, 99;
HRESIMS (negativo) m/z [M-1]7 1215,6127 (calcd 1215,6162 para
C60H95025)-

LF-3 presenta un pico cuasimolecular a m/z 1215,6149 [M-1]" en el
HRESIMS-, consistente con una férmula molecular de CgoHgeOs2s. LOS
datos de RMN (ver tabla) entre los compuestos LF-2 y LF-3 presentan
gran similitud. La unica diferencia estriba en que la posicién C-16 de LF-
3 esté sustituida por un grupo acetoxilo, como se puede observar en el
estudio de la correlacion HMBC entre la sefal de H a &; 5,90 (H-16) y el
grupo carbonilo a & 170,1, y entre el H del metilo de acetilo a &, 2,5 con
o 71,6 (C-16), mientras que el acetoxilo esta sustituido en la posicion C-
28 en el compuesto LF-2. De esta forma la estructura del compuesto LF-
3 ha sido establecida como 3-O-{a-L-ramnopiranosil (1—2)-p-D-
glucopiranosil (1—2)-[3-D-glucopyranosyl (1—4)]- a-L-arabinopiranosil}
16-O-acetil-21-O-angeloil barringtogenol C, el cual ha sido denominado
Foenumosido C.

Foenumoside C (LF-3): polvo blanco, [o]p *° —23,03° (¢ 0,15, MeOH);
UV (MeOH): Amax (I0g €) = 207 nm (4,15); IR (KBF) Vimax = 3430, 2930,
1716, 1640, 1455, 1379, 1254, 1161, 1070, 1043 cm™; '"H NMR (400
MHz, piridina-ds) & 1,16 (3H, s, Me-23), 1,01 (3H, s, Me-24), 0,76 (3H, s,
Me-25), 0,73 (3H, s, Me-26), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,13 (3H, s, Me-29),
1,29 (3H, s, Me-30), 3,07 (1H, dd, J = 11,3, 3,7 Hz, H-3), 0,62 (1H, d, J =
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11,3 Hz, H-5), 1,60 (1H, m, H-9), 5,34 (1H, brs, H-12), 5,90 (1H, d, J =
8,8 Hz, H-16), 2,95 (1H, dd-simil, H-18), 5,97 (1H, d, J = 10,1, H-21),
4,78 (1H, d, J = 10,1 Hz, H-22), 3,65 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-28a), 3,91
(1H, d, J = 10,3 Hz, H-28b), 5,87 (1H, cc, H-3"), 2,00 (3H, d, J = 7,0 Hz,
H-4), 1,92 (3H, s, H-5), 2,5 (3H, s, COCHs); 'H and *C NMR (ver
tablas); FABMS (negativo) m/z [M-1]” 1215, 1158, 1069, 907, 809, 741,
599, 339, 205, 159, 99; HRESIMS (negativo) m/z[M-1] 1215,6149 (calcd
1215,6162 para CgoHgsOss).

Al compuesto LF-4 se le asign6 un peso molecular de 1158, como indica
el pico cuasimolecular a m/z 1157 [M-1]" en el FABMS-, que se
corresponde con una férmula molecular de CsgHg4O2s. En el espectro '°C
RMN (ver tabla) se observan 58 sefales de C. Existe una estrecha
correlacion entre las sefales de RMN de LF-4 y LF-1, lo que implica que
LF-4 posee similar genina y la misma cadena polisacéarida en posicién C-
3. Comparando los espectros de ambos compuestos, en el de LF-4 se
aprecia la eliminacion de un resto angeloilo en las posiciones C-21 or C-
22, y un metino oxigenado que es reemplazado por un metileno. El par
de protones de metileno a &4 2,82 (1H) y 2,04 (1H), ambos superpuestos
a otros, estan directamente unidos al C de sefal a & 41,8 como se
observa en el experimento HMQC, presentando interacciones HMBC
con las senales de los C a & 44,9 (C-17), 73,0 (C-22), 32,1 (C-20) y 25,3
(C-30), indicando la pérdida del angeloilo del C-21 en el caso de LF-4.
H-22 tiene una orientacién B como se aprecia en la correlacién REOSY
de H-22 con Me-30 y H-18. En base a estas evidencias, la estructura de
LF-4 se asigna como 3-O-{a-L-ramnopiranosil(1—2)-B-D-glucopiranosil
(1—2)- [B-D-glucopiranosil(1—4)]-a-L-arabinopiranosil} 21-dehidroxi-22-
O-angeloil barring- togenol C, el cual ha sido denominado como
Foenumésido D.
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Foenumoside D (LF-4): polvo blanco, [a]27=-1,2 (¢ 0,14, MeOH); UV
A MR (log €) = 207 nm (4,17); IR v = 3425, 2929, 1692, 1641, 1457,

1386, 1241, 1160, 1074 cm™; '"H NMR (400 MHz, piridina-ds) &; 1,15
(3H, s, Me-23), 1,01 (3H, s, Me-24), 0,81 (3H, s, Me-25), 0,86 (3H, s, Me-
26), 1,84 (3H, s, Me-27), 1,04 (3H, s, Me-29), 1,28 (3H, s, Me-30), 3,12
(1H, dd, J = 11,5, 3,8 Hz, H-3), 0,62 (1H, d, J = 11,3 Hz, H-5), 1,68 (1H,
m, H-9), 5,38 (1H, brs, H-12), 4,69 (1H, dd, H-16), 3,09 (1H, brs, H-18),
2,82 (1H, superpuesto, H-21a), 2,04 (1H, superpuesto, H-21b), 6,21 (1H,
dd, J= 11,6, 6,3 Hz, H-22), 3,55 (1H, d, J= 10,1 Hz, H-28a), 3,69 (1H, d,
J=10,1 Hz, H-28b), 5,91 (1H, cc, H-3"), 2,08 (3H, d, J = 7,3 Hz, Me-4"),
1,19 (3H, s, Me-5); 'H y *C RMN (ver tablas); FABMS (negativo) m/z
[M-1]7 1157, 1075, 1011, 995, 929, 849, 809, 599, 527, 449, 379, 325,
233, 159, 99; HRESIMS (negativo) m/z [M-1]7 1157,6132 (calcd
1157,6107 para CsgHg3Os3).

El compuesto LF-5 se obtuvo como un polvo blanco, de férmula
molecular CggH110030, como se deduce del pico cuasimolecualr a m/z
1417 [M-1]" en el FABMS- y el analisis de los espectros de RMN. El
peso molecular de LF-5 es de 162 unidades de masa mas que LF-1, lo
que implica una hexosa adicional. El espectro RMN (ver tabla) de la
genina de LF-5 es practicamente superponible al de LF-1, indicando que
ambos compuestos comparten la misma genina. En el espectro HMQC-
TOCSY, un H anomérico adicional a ¢4 4,71 esté correlacionado con las
sefnales de los 6 C a & 104,5 (C-1), 75,2 (C-2), 78,4 (C-3), 71,8 (C-4),
78,2 (C-5) y 63,0 (C-6), caracteristicas de una unidad de glucosa unida a
la posicion C-28 de la aglicona ya que presenta correlacion HMBC entre
el H anomérico a &4 4,71 y el C a & 73,2 (C-28). La configuracién del H
anomeérico de la glucosa se establecié como B en virtud de la constante
de acoplamiento del H anomérico. Con estos datos, la configuracién de
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la estructura LF-5 se establecié como 3-O-{a-L-ramnopiranosil(1—2)- B-
D-glucopiranosil(1—2)-[B-D-glucopiranosil  (1—4)]-a-L-arabinopiranosil}
21,22-0O- diangeloil barringtogenol C 28-O-glucopiranésido, denominado
Foenumoésido E.

Foenuméside E (LF-5): polvo blanco, [a]2*=-3,65 (c 0,14, MeOH);

UV A MM (log €) = 211 nm (4,34); IR vE>' = 3432, 2927, 1706, 1639,

1458, 1388, 1358, 1243, 1163, 1077, 1042 cm™; 'H RMN (400 MHz,
piridina-ds) ¢y 1,17 (3H, s, Me-23), 1,03 (3H, s, Me-24), 0,85 (3H, s, Me-
25), 1,03 (3H, s, Me-26), 1,79 (38H, s, Me-27), 1,07 (3H, s, Me-29), 1,28
(3H, s, Me-30), 3,13 (1H, dd, H-3), 0,68 (1H, d, J = 11,1 Hz, H-5), 1,68
(1H, dd, H-9), 5,42 (1H, brs, H-12), 4,72 (1H, brs, H-16), 2,87 (1H, dd, H-
18), 6,67 (1H, d, J= 10,1 Hz, H-21), 6,21 (1H, d, J= 10,1 Hz, H-22), 3,41
(1H, d, J = 9,3 Hz, H-28a), 4,04 (1H, d, J = 9,3 Hz, H-28b), 5,94 (1H, cc,
H-3'), 2,05 (3H, brs, Me-4’), 1,98 (3H, s, Me-5), 5,89 (1H, cc, H-3"), 2,05
(3H, brs, Me-4"), 1,81 (3H, s, Me-5”); 'Hy '*C RMN (ver tablas); FABMS
(negativo) m/z [M-1]" 1417, 1336, 1256, 1220, 1110, 886, 748, 599, 465,
279, 1883, 99; HRESIMS (negativo) m/z [M-1] 1417,6977 (calcd
1417,70083 para CeoH109030).
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1 angelato angelato H H
H3C 0
HO g 2 angelato OH Ac H
OH
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4 H angelato H H
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]
angelato = —0—C>C:C<CH3
HaC H

Estructuras quimicas de los saponésidos aislados de Lysimachia foenum-

graecum
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'3C RMN () de las agliconas de los compuestos LF-1, LF-2, LF-3, LF-4, y LF-5.
Espectos RMN obtenidos en piridina-ds, 400 MHz, 25 °C; desplazamientos

quimicos (8) en partes por millén (p.p.m.)

LF1 LF2 LF3 LF4 LF5|C LF1 LF2 LF3 LF4 LF-5

389 389 388 389 389 |23 281 28,1 28,0 28,1 28,1
26,5 265 264 265 264 (24 16,7 16,7 168 16,7 16,7
89,1 89,1 89,0 89,1 89,1 |25 159 157 156 157 158
396 396 395 396 395 (26 169 17,1 16,5 16,9 16,9
56,8 55,8 558 558 55,7 |27 276 275 270 276 276
185 185 183 185 185 |28 63,7 665 64,7 636 73,2
33,1 33,2 33,0 331 33,0 |29 296 299 30,1 33,6 29,5
40,1 40,1 40,0 40,1 40,2 | 30 20,4 20,3 20,2 253 20,5
9 47,0 47,0 46,9 47,0 46,9 Angeloilo

10 368 369 368 368 368 |1 167,7 1686 168,3 168,1 167,7
11 239 240 238 239 239 |2 129,0 129,5 129,2 1295 1289
12 124,0 1241 1245 1238 1245 | 3 1371 1362 1369 136,7 1373
13 142,7 142,8 1418 143,7 1421 | 4 158 16,0 16,0 159 159
14 417 419 414 416 416 |5 211 20,8 212 211 21,0

0o N o o~ w210

15 349 347 309 351 348 | 17 168,2 168,2
16 68,7 677 716 702 681 |27 1291 129,1
17 48,1 472 473 449 46,9 | 37 1372 137.,8
18 40,2 406 398 409 409 |47 159 15,9
19 473 473 476 475 469 |5 209 20,8
20 364 36,2 36,1 32,1 36,3 Acetilo

21 788 812 805 418 782 |17 170,8 170,1

22 73,7 711 706 73,0 747 |2 21,1 22,3
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'*C RMN de los azticares de los compuestos LF-1, LF-2, LF-3, LF-4 y LF-5.
Espectos RMN obtenidos en piridina-ds, 400 MHz, 25 °C; desplazamientos
quimicos () en partes por millon (p.p.m.). Las asignaciones estdn hechas en
funcién de los datos de los espectros ROESY, HMQC, COSY, HMBC, HMQC-
TOCSY. * = sefales superpuestas con otras sefales

C LF-1 LF-2 LF-3 LF-4 LF-5
3-0-cadena tetraazucarada
Ara
1 104,6 104,6 104,6 104,5 104,5*
2 80,9 81,0 80,9 80,9 80,8
3 72,4* 72,4* 72,4* 72,4 72,4*
4 74,9* 74,8 74,9* 74,8 74,9*
5 63,7 63,6 64,6 63,7 63,7
Glc’
1 105,1 105,5 105,5 105,8 105,5
2 77,3 77,3 77,3 77,4 77,4
3 76,4 76,5 76,4 76,5 76,4
4 71,8 71,7 71,8 71,7 71,7
5 78,1 78,1 78,1 78,1 78,1
6 62,9 62,9 62,9 62,9 62,9
Rha
1 101,6 101,6 101,6 101,6 101,6
2 72,4* 72,4* 72,4* 72,5 72,4*
3 72,7 72,7 72,7 72,8 72,7
4 74,7 74,7 74,7 74,9* 74,7
5 69,5 69,5 69,4 69,5 69,5
6 19,0 19,0 19,0 19,0 19,0
Glc”
1 103,1 103,1 103,1 103,1 103,2
2 74,9* 74,9 74,9* 74,9* 74,9*
3 79,5 79,6 79,6 79,6 79,6
4 71,9 71,9 71,9 71,9 71,9
5 78,4 78,4 78,4 78,5 78,5
6 62,7 62,7 62,7 62,6 62,6
Glc” en C-
28
1 104,5*
2 75,2
3 78,4
4 71,8
5 78,2
6 63,0
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'H RMN de los azicares de los compuestos LF-1, LF-2, LF-3, LF-4 y LF-5.
Espectos RMN obtenidos en piridina-ds, 400 MHz, 25 °C; desplazamientos
quimicos (3) en partes por millon (p.p.m.). Las asignaciones estan hechas en
funcién de los datos de los espectros ROESY, HMQC, COSY, HMBC, HMQC-
TOCSY. * = sefales superpuestas con otras sefales.

C LF-1 LF-2 LF-3 LF-4 LF-5
3-0O-cadena tetraazucarada

Ara

1 4,94 (brs) 4,91 (brs) 4,88 (brs) 4,91 (brs) 4,93 (brs)

2 4,55 4,55 4,56 4,57 4,57

3 4,68 4,68* 4,68 4,72 4,68

4 4,26 4,27 4,28* 4,25 4,25

5 4,32y3,78 4,30y 3,76 4,34y3,78 432y 3,78 4,32y3,79
Glc’

1 5,37 (d, 7,6) 5,37 (d, 8,8) 538(d,7,6) 5,37(d,7,3) 5,37 (d,7,8)

2 4,04 4,07 4,07 4,06 4,05*

3 4,28 4,25 4,28* 4,29 4,28

4 4,18 4,22* 4,22* 4,22 417*

5 4,08 4,30* 4,06 4,04 4,08

6 435y 4,24 4,35y 4,.22* 4,37y 4,22* 438y423 435y4,23
Rha

1 6,39 (brs) 6,40 (brs) 6,41 (brs) 6,41 (brs) 6,40 (brs)

2 4,51 4,69 4,70 4,51 4,50

3 4,59 4,68* 4,67 4,59 4,61

4 4,52 4,57 4,58 4,52 4,55

5 5,01 5,03 5,04 5,03 5,02

6 1,79 (d, 5,8) 1,77 (d, 5,8) 1,80 (d, 5,7) 1,79 (d,5,8) 1,79 (d, 5,8)
Glc”

1 5,25 (d, 7,8) 5,27 (d, 7,5) 527 (d,7,3) 5,24 (d, 7,00 5,24 (d,7,5)

2 417 417 4,16 4,14 4,18

3 4,16 4,14 417 4,16 417*

4 4,13 412 4,13 412 4,14*

5 3,80 3,79 3,78 3,80 3,81

6 4,57y4,48 4,59y 4,49 4,53y 4,48 455y448 4,58y 4,47

Glc” en C-28

1 4,71 (d, 8,0)

2 3,99

3 4,26

4 4,14*

5 4,05*

6 4,44, 4,39
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1V.2.4. ESTUDIO DE ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
A. Estudio de la viabilidad celular

Previamente al estudio de actividad in vitro, se realiz6 el ensayo de
viabilidad celular en presencia de los principios LF-1, LF-2, LF-3, LF-4 y
LF-5. Los compuestos LF-1, LF-2 y LF-4 presentaron citotoxicidad frente
a leucocitos polimorfonucleares de rata y humanos a concentraciones 10
uM y superiores, con porcentajes de supervivencia del 50%. El
compuesto LF-3 presenta toxicidad frente a células de rata pero no
frente a células humanas a concentraciones de 10 y 50 uM (100%
viabilidad). En el caso del compuesto LF-5 no present6 toxicidad frente a
leucocitos polimorfonucleares de rata ni humanos a concentraciones

comprendidas entre 10y 100 uM.
B. Inhibicion del metabolismo del acido araquidénico

Solo el compuesto LF-5 pudo ser ensayado como posible inhibidor de la
produccion de LTB, en leucocitos peritoneales de rata. La produccion se
redujo notablemente a 100 uM (81%), siendo un efecto dosis-
dependiente por lo que se determiné la concentracién minima inhibitoria,
obteniendo un valor Cls, de 74 uM. Cuando se ensayé la actividad de
LF-5 a 100 uM frente a las enzimas COX-1 y 12-LOX, se obtuvieron
valores del 14% de inhibicién para la COX-1, evaluada mediante la
produccion del metabolito 12-HHTrE, y un 50% frente a la 12-LOX,
evaluada mediante la inhibicién de la produccion del metabolito 12-
HETE.

C. Inhibicion de la actividad de la enzima elastasa

Todos los compuestos se ensayaron frente a la elastasa humana como
potenciales inibidores de la misma. Ninguno de los compuestos aislados

inhibid ni la actividad ni la liberacién de la enzima.
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Iv.3. LITHOSPERMUM ERYTHRORHIZON

IV.3.1. EXTRACCION

La raiz de Lithospermum erythrorhizon seca y pulverizada (456 g) se
trituré y extrajo con MeOH a temperatura ambiente (1500 mL). El liquido
metandlico se concentrd hasta sequedad, obteniendo un residuo seco de
90 g.

1V.3.2. FRACCIONAMIENTO

El residuo obtenido se fracciond directamente mediante extraccion
liquido-liquido, utilizando disolventes de polaridad creciente. El residuo
del extracto MeOH se redisolvié en la minima cantidad de metanol y se
emulsioné con agua. La emulsion se extrajo secuencialmente con n-
hexano (600 mL), CH,ClI, (800 mL), AcOEt (800 mL) y n-BuOH (300 mL).
Los liquidos extractivos respectivos se concentraron a presiéon reducida
en rotavapor, dando lugar a 4 extractos: hexanico (1,7 g),
diclorometanico (4,0 g), acetatoetilico (5,5 g) y butandlico (2,6 g). Sobre
los 4 extractos se efectudé un estudio de actividad inhibidora de la
produccion de LTB,, siendo el extracto diclorometénico el mas activo por

lo que se procedié a su fraccionamiento.

De los diferentes subextractos se han identificado por CCF una serie de
derivados de la shikonina, los cuales han sido objeto de estudio,

conjuntamente con los diferentes subextractos.
1V.3.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

A. Actividad antioxidante

El extracto total metandlico y los subextractos hexanico, diclorometanico,
y acetatoetilico, pero no el butandlico, tuvieron actividad significativa en
los test DPPH, ABTS y Fe®*/ascorbato/homogenado de cerebro, dando
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similares efectos en todos los casos, con rangos de Cls, comprendidos
entre 113 y 90 ug/mL en el test DPPH, entre 24 y 11 ug/mL en el test
ABTS, y entre 1,2 y 13 ug/mL en el test de peroxidacién lipidica. Sin
embargo, ninguno de los extractos demostré capacidad captadora del
radical superoxido ni inhibio la actividad de la xantina oxidasa.

Actividad inhibidora de la peroxidacién lipidica y captadora de radicales libres en

diversos sistemas del extracto metandlico de Lithospermum erythrorhizon y los
subextractos obtenidos a partir del mismo

Clso (ng/mL) de los extractos de Lithospermum erythrorhizon
MeOH | n-Hexano | CH2Cl2 AcOEt n-BuOH
DPPH* 113,2 89,7 109,0 92,1 > 100
ABTS*™* 23,7 15,1 11,4 12,2 > 100
Anidn superdxido > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
Peroxidacion lipidica 12,6 1,2 5,6 8,6 >100

B. Efecto quelante sobre el ion ferroso

La capacidad quelante de la sustancia de referencia es significativa ya
que reduce la concentraciéon de catalizacién del metal de transicién en la
peroxidacion lipidica. Sin embargo, ni el extracto metandlico total ni las
subfracciones obtenidas presentaron efecto quelante.

C. Equivalencia en fenoles totales

El estudio del contenido en compuestos fendlicos (fenoles totales)
expresados en ug equivalentes de quercetina por mg de extracto dio una
variacion comprendida entre 4,0 (extracto BuOH) y 64,0 (extracto
AcOEt). Los resultados obtenidos se recogen en la siguiente tabla.
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Contenido de fenoles totales en extractos de Lithospermun erythrorhizon

Extracto Hg equivalentes de quercetina / mg de extracto
Total (MeOH) 39,0
n-Hexano 53,5
CHCl, 60,0
AcOEt 64,0
n-BuOH 4,0

En paralelo se ha estudiado la actividad antioxidante de shikonina y sus

derivados. Estos compuestos se encuentran presentes en la especie

estudiada y se ha puesto de manifiesto su presencia mediante técnicas

cromatograficas. Los resultados obtenidos se recogen en la siguiente

tabla:
Clso (pg/ml) n=3
ABTS | DPPH | Superéxido | XOD | Fe**/ascorbato/
cerebro

Shikonina 1.93 56.3 >100 >100 6.3
Deoxishikonina 1.89 >100 >100 >100 4.3
Isobutirilshikonina 1.87 >100 >100 >100 6.9
(B,B-dimetilacril)-shikonina 2.09 >100 >100 >100 4.7
Isovalerilshikonina 2.58 >100 >100 >100 3.9
(2-metil-n-butiril)-shikonina | 4.57 >100 >100 >100 6.8

D. Actividad antiinflamatoria

El extracto diclorometénico fue estudiado como potencial antiinflamatorio

en funcién de su actividad como antioxidante, el rendimiento extractivo y

caracteristicas cromatograficas. El extracto redujo el edema inducido por
carragenina un 40% (*P < 0,05) y 51% (**"P < 0,01) a1 hy 3 h,

respectivamente, desapareciendo el efecto a las 5 h.
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Frente al edema agudo inducido por TPA en oreja de raton, el extracto
diclorometanico (1 mg/oreja) redujo significativamente el edema un 82%
(**P < 0,01), frente al 92% de indometacina (0,5 mg/oreja).

Actividad antiinflamatoria del extracto diclorometanico de Lithospermum

erythrorhizon. AP = incremento de peso en mg; AV = incremento de volumen en
pL. * P< 0,05y ** P< 0,01 en test de t de Dunnett

TPA Carragenina
4h 1h 3h 5h
AP+SEM | %l | AVASEM | %l | AVESEM | %l | AVESEM | %l
Control 17,3£1,2 | - 105+ 5 - 153 £ 1 - 1372

Extracto CH2Cl2 | 3,2+0,8** | 82 | 63+1* | 40 75+ 3" 51 100+1 | 27

Indometacina 1,4£04* | 92 - - - - - -

Ibuprofeno - - 73+2 30 83+ 1* 46 85+1* | 38

IV.4. FORSYTHIA SUSPENSA
IV.4.1. EXTRACCION

Los frutos secos y pulverizados de Forsythia suspensa (500 g) se
trituraron y a continuacion se procedid a la extraccion mediante
maceracion a temperatura ambiente con MeOH (5 x 1000 mL). El liquido
extractivo se concentré a presion reducida en rotavapor, obteniendo un
residuo seco de 50,6 g.

IV.4.2. FRACCIONAMIENTO

El extracto seco metandlico se redisolvi6 en una mezcla MeOH-H,O
(1:10) dando lugar a un precipitado amarillo al enfriar en nevera (4 °C).
El precipitado seco (31 g) se emulsioné en H,O (600 mL) y se procedio a
un fraccionamiento liquido-liquido, utilizando disolventes de polaridad
creciente. Se extrajo de forma secuencial con n-hexano (3 x 150 mL),

CH,CI; (3 x 200 mL), AcOEt (3 x 200 mL) y n-BuOH (3 x 150 mL). Los
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liquidos extractivos se concentraron a presion reducida en rotavapor,
obteniendo los 4 extractos secos correspondientes: hexanico (5,3 g),
diclorometanico (10,4 g), acetatoetilico (2,4 g) y butandlico (1,7 g). Todos
los extractos se estudiaron como posibles inhibidores de la actividad 5-
LOX y fue el diclorometanico el que inhibi6 de forma mas clara la
produccion de LTB, (ver seccién 1V.4.4), por lo que se procedié solo al

fraccionamiento cromatografico de este extracto.

El extracto CH.Cl, se cromatografié sobre silicagel (VLC) utilizando
como fase moévil CH,Cl, y mezclas de CH,Cl,-AcOEt de polaridad
creciente (95:5 hasta 0:100) y finalmente se eluy6 con MeOH. Las
fracciones 11-13 eluidas con CH,Cl,-AcOEt (50:50) se reunificaron por
similitud cromatogréfica, dando lugar por precipitacion a un compuesto
que fue purificado por repetidas precipitaciones en MeOH. Al compuesto
aislado se le denominé FS-1 (100 mg). Las fracciones 16 a 21, eluidas
con MeOH se reunificaron por similitud cromatografica, observandose un
compuesto mayoritario que se purifica por precipitacion en MeOH, y se
le denomina FS-2 (600 mgq).

1V.4.3. IDENTIFICACION

El compuesto FS-1 se ha identificado por medios fisicoquimicos vy
espectroscopicos como el acido betulinico y FS-2 como &cido oleandlico.
Los valores de desplazamientos de RMN de 'H y "*C se recogen en la
tabla.
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Acido betulinico (FS-1)

Acido oleandlico (FS-2)

FS-1 FS-2
C 1JC 1H 1JC 1H
1 38,6 38,5
2 26,7 27,4
3 78,5 3,19, dd, 1H 78,7 3,44, dd, 1H
4 38,5 38,7
5 55,1 55,2
6 18,1 18,3
7 34,1 32,6
8 40,4 39,3
9 50,3 47,6
10 36,9 37,0
11 20,6 23,1 1,96, bdrs, 2H
12 25,3 1221 549,s 1H
13 38,0 143.4
14 422 41,6
15 30,4 27,7
16 32,1 23,4
17 56,3 46,4
18 46,8 41,3 3,30, dd, 1Hp
19 49,0 2,99, ddd, 1H 45,8 1,83 1Ho ;1,32 1Hp
20 150,6 30,6
21 29,4 33,8 1,46 THa— 1,23 1Hp
22 37,0 32,3 1,82 1Ha— 2,04 1Hp
23 27,6 0,93, s, 3H 28,1 1,24, s, 3H
24 15,1 0,75, s, 3H 15,6 1,02, s, 3H
25 15,6 0,82, s, 3H 15,3 0,93, s, 3H
26 15,8 0,96, s, 3H 16,8 1,04, s, 3H
27 14,4 0,97, s, 3H 26,0 1,30, s, 3H
28 179,3 181,0
29 109,2 | 4,60,d,1H-4,73,d, 1H 33,1 0,97, s, 3H
30 19,0 23,6 1,02, s, 3H
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Los valores de punto de fusién y [a] p coinciden respectivamente con los

de los &cidos betulinico y oleandlico y se recogen en la siguiente tabla.

FS-1 [C(] ]2)5: +7,9 (c0,5, CHCl,) Punto de fusién: 275-278 °C
FS-2 [a] ]2)5: +79,5 (¢ 0,5, CHCly) Punto de fusion: 306-308 °C

1V.4.4. ESTUDIO DE ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
A. Actividad inhibidora de la produccién de LTB,

El extracto MeOH de Forsythia suspensa se ensayé como potencial
inhibidor de la sintesis de LTB,, dando porcentajes de inhibicion del
100% a 100 uM y del 58% a 50 uM. A continuacion se procedié al
fraccionamiento y estudio de las subfracciones para seleccionar la mas
activa. Sin embargo, ninguna de las 4 fracciones obtenidas a partir del
extracto MeOH superaron el efecto del extracto de partida. Los
porcentajes de inhibiciéon de la produccién de LTB, obtenidos fueron los

siguientes:
100 uM 50 uM
Extracto total MeOH 100% 58%
Subextracto Hexanico 17% -
Subextracto CH,Cl» 46% -
Subextracto AcOEt 40% -
Subextracto BuOH 38% -

Como del subextracto diclorometanico se aislaron FS-1 y FS-2, que al
tratarse de principios conocidos y estudiados por nuestro grupo de

investigacion, no se continué con su estudio.
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B. Actividad antioxidante

Los cuatro subextractos han sido estudiados como potenciales
antioxidantes, en virtud de los resultados previos realizados por nuestro
grupo con el extracto hidroetandlico. Los resultados obtenidos han sido
los siguientes:

Actividad inhibidora de la peroxidacién lipidica y captadora de radicales libres en
diversos sistemas de los subextiractos de Forsythia suspensa. E.A.A. =
Equivalentes de acido ascdrbico por mg de extracto. E.Q. = Equivalencia en ug
de quercetina por mg de extracto

Clso (ug/mL) E.AA. E.Q.
DPPH | ABTS | HX-XOD | Fe**-ascorbato | FRAP | Fenoles totales
n-Hexano | >200 >200 >200 >200 69 25,5
CHzCl> >200 >200 >200 >200 108 22,1
EtOAc 12,8 14,4 115,9 62,2 548 74,8
n-BuOH 3.4 5,1 37,4 40,5 1313 134,0

Los extractos hexanico y diclorometdnico no fueron activos en ninguna
de las pruebas realizadas. El extracto acetatoetilico, y sobre todo el
butandlico claramente inhibieron la peroxidacion lipidica inducida por
Fe**-ascorbato en homogenado de cerebro de rata, y actu6 como
captador de radicales DPPH, ABTS y superoxido. A 100 pg/mL los
extractos no inhibieron la actividad de la xantina oxidasa. La
determinacién del poder reductor (FRAP) y el contenido en fenoles
totales expresados en quercetina, justifican la mayor actividad de los
extractos polares.

IV.5. ISODON XEROPHILUS

IV.5.1. EXTRACCION

Las hojas Isodon xerophilus (8,3 kg) secas y pulverizadas, se extrajeron
con acetona 70%. El liquido extractivo se concentré a presion reducida
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en rotavapor hasta obtener un residuo de 660 g. A continuacion se
suspendi® en agua y se realizd una extraccion con AcOEt y
posteriormente con n-BuOH. La fraccién soluble en AcOEt se concentrd,
dando un residuo de 440 g.

IV.5.2. FRACCIONAMIENTO

La fraccion soluble en AcOEt se cromatografié en columna de silicagel,
eluyendo con CHClI;, mezclas de CHCI3-Me,CO (90%, 80%, 70%, 60% y
50%) y finalmente con Me,CO. Se obtuvieron directamente un
compuesto (IX-0, 1,0 g) y 7 fracciones (I-VIl). La fraccion-lll eluida con
CHCI3-MeOH (80:20) una vez concentrada se cromatografi6 en MPLC
utilizando fase reversa RP-18 y mezclas MeOH-H,O de polaridad
creciente, obteniendo un producto puro denominado IX-1 (2 g). La
fraccion-4 eluida con CHCI;-MeOH (70:30) una vez concentrada se
cromatografié en MPLC utilizando fase reversa RP-18 y mezclas MeOH-
H.O de polaridad creciente, obteniendo un producto puro denominado
IX-2 (200 mg).

De la fraccion Il también se aislaron otros compuestos previamente
descritos en esta especie. Al redisolver la fraccién en acetona, cristaliz6
un compuesto puro que se denominé IX-3 (298 mg). El sobrenadante se
cromatografio6 en columna de silicagel y éter de petréleo—AcOEt. La
fraccibn eluida con éter de petroleo—AcOEt (8:2), se purifico
posteriormente en fase reversa (RP-18) con MeOH-H,0 (2:3) como fase
movil dando el compuesto IX-4 (900 mg) e IX-5 (340 mg). La fraccion
eluida con éter de petroleo—AcOEt (1:1) posteriormente se purificd en
silicagel y n-hexano—i-PrOH (5:1) como fase mévil y finalmente en fase
reversa (RP-18) con MeOH-H,O (65:35) como eluyente. Se obtuvo un
compuesto denominado 1X-6.
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En la fraccion VI cristalizan unas agujas incoloras que se recristalizan en
MeOH, dando lugar al compuesto IX-7 (1,1 g). El sobrenadante se
purifica por gel-filtracién y se cromatografia en fase reversa eluyendo en
gradiente de MeOH-H,O (60:40 a 90:10) como fase movil. La fraccién
eluida con la mezcla 8:2 se recromatografié sobre silicagel eluyendo con
éter de petréleo-AcOEt (7:3) y la fraccién de esta columna se purificd
sobre silicagel y éter de petréleo—i-PrOH (4:1) dando lugar a 2
compuestos que se denominan IX-8 (3,3 g) e IX-9 (88 mg). La fraccién
VII dio IX-10 (260 mg), tras
cromatografia en silicagel y precipitacion. Finalmente, los otros 2

lugar directamente al compuesto

compuestos que seran objeto de estudio habian sido previamente
aislados de esta especie, se denominan IX-11 e IX-12 [Hou et al,,
2000b].

1V.5.3. IDENTIFICACION

Los compuestos IX-0 e IX-3 a IX-12 habian sido previamente descritos y
han sido identificados como los diterpenoides siguientes

Compuesto Denominacion Referencia bibliografica

IX-0 Macrocalina B Hou et al., 2000a

IX-3 Ponicidina Li et al., 2002

IX-4 Xerofilusina A Hou et al., 2000a

IX-5 Xerofilusina B Hou et al., 2000a

IX-6 Xerofilusina M Li et al., 2002

IX-7 Rostorina A Hou et al., 2001b

IX-8 Xerofilusina G Hou et al., 2001b

IX-9 Xerofilusina K Hou et al., 2001b

IX-10 Longikaurina B Hou et al., 2001b

IX-11 Xerofilusina F Hou et al., 2000b y Hou et al., 2001a
IX-12 Xerofilusina H Hou et al., 2000b y Hou et al., 2001a
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Las estructuras quimicas de todos los ent-diterpenoides aislados de
Isodon xerophilus se recogen a continuacion

Estructura general de .
diterpenoides ent-kauranos Macrocalina B (IX-0)

CH3;CO0

/
CH;C00

OH

Xerofilusina B (IX-5) Xerofilusina M (IX-6) Rostorina A (IX-7) Xerofilusina G (IX-8)
CH;CO0, CH,CO0

7/ /
OH CH,C00 = OH CH,C00
Xerofilusina K (IX-9) Longikaurina B (IX-10) Xerofilusina f (IX-11) Xerofilusina H (IX-12)

El espectro 'H-RMN del compuesto compuesto IX-1 presenta un
singulete de acetilo caracteristico a & 1,80 (3H, s) y en el ®*C-RMN a §
169,2 y 21,4, sefales ausentes en el IX-2. La presencia de un carbonilo
conjugado con un metileno exociclico se observo en los espectos UV e
IR, y se confirma en el '"H-RMN § 5,95 y 9,51 (cada uno 1H, s) para IX-1
y 86,28 y 5,50 (cada uno 1H, s) para IX-2, y ®*C-RMN § 207,4, 149,1 y
116,5 para IX-1 y § 209,6, 153,2 y 119,9 para IX-2, correspondientes a
los carbonos 15, 16 y 17 respectivamente. La presencia de 2 grupo ceto
a 8 199,6 (C-7) y 207,4 (C-15) y 1 aldehido a & 204,7 (C-20) diferencia
IX-1 de I1X-2, el cual presenta 1 ceto a 6 209,6 (C-15), 1 metoxilo a 6 92,9
(C-20) y 1 hidroxilo a 6 99,6 (C-7) correspondiente a un carbono cetélico,
unido por un epoxi al C-20. Ambas moléculas presentan un hidroxilo en
conformacion B en el C-6 a 6 4,26 (1H, d) para IX-1y 3 4,28 (1H, d) para
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IX-2, y ®C-RMN & 207,4, 149,1 y 116,5 para IX-1 y & 209,6, 153,2 y
119,9 para IX-2. Todos los datos citados nos llevan a establecer la
estructura de IX-1 como 68,14p3-dihidroxi-11pB-acetoxi-ent-kaur- 16-en-
7,15-dioxo-20-al, y para I1X-2 como 6p,783,14p-trihidroxi-20-metoxi-11p3-

acetoxi-7a,20-epoxi-ent-kaur-16-en-15-ona.

Los datos espectrales de *C-RMN y 'H-RMN obtenidos para los

compuestos IX-1 y IX-2 se recogen a continuacion.
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1X-1

Compuesto IX-1 Compuesto 1X-2
C 130 1H 13C 1H
1 28,6 1.80my1,42m 30,0 2,21*y 1,377
2 19,4 1,983my1,44m 19,3 1,80y 1,37*
3 41,5 1,20my1,11m 40,4 1,34 *
4 35,4 — 34,8 —
5 63,3 2,01d 57,1 1,80 *
6 74,1 426d 75,6 4,68d
7 199,6 — 104,4 —
8 57,1 — 63,0 —
9 52,4 262s 53,9 3,50d
10 43,5 - 45,1 -
11 67,5 5,05 m 20,3 1,56 my1,37*
12 33,9 292my1.56m 31,6 221*my1,37*
13 39,1 3,66, d 42,3 2,85d
14 70,1 541s 75,6 4,68 s
15 207,4 — 210,8 —
16 149,1 — 154,2 —
17 116,5 595sy5,51s 119,8 531sy5,03s
18 32,6 1,02s 35,0 1,05s
19 21,5 0,91s 23,3 0,90 s
20 204,7 10,95s 100,6 595s
CH5;CO 169,2 - -
CH3CO 21,4 1,80 s —
CH30 — — 60,7 3,35s

* Las sefiales correspondientes estan superpuestas. El espectro IX-1 esta
realizado en piridina deuterada (CsDsN) y el IX-2 en metanol deuterado
(CD3OD).
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IV.5.4. ESTUDIO DE ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
A. Ensayo de viabilidad celular

Todos los compuestos se han ensayado frente a leucocitos PMN de rata
y macrofagos murinos RAW 264.7. Los resultados se recogen en la
tabla.

B. Inhibiciéon de produccion de NO en macrofagos murinos RAW
264

Los diperpenoides aislados de Isodon xerophilus reducen la produccion
de nitritos en macréfagos murinos RAW 264.7 con diferente potencia.
Solo los principios 1X-6 e IX-7 dieron valores de Cls, superiores a 10 uM.
Los resultados se recogen en la tabla.

C. Inhibicién de la produccion de TNF-a e IL-1f en macréfagos

murinos RAW 264.7

Los ent-diperpenos estudiados actuan de diferente forma frente a la
produccion de TNF-a e IL-1B en macrofagos murinos RAW 264.7. Los
resultados afectan tanto a la potencia como a la produccion, ya que
algunos de los compuestos incrementan la produccién a las diluciones
mayores, mientras que actian como inhibidores a concentraciones 1 uM

y superiores.

El diterpeno IX-3 inhibe la produccién de IL-1B a diferentes
concentraciones, siendo su ICsy en cualquier caso inferior a 12,5 nM. El
compuesto IX-2 inhibe claramente la produccién (99%) a
concentraciones de 50 nM y superiores, sin embargo a concentraciones
de 1 nM e inferiores, produce una clara estimulacion de la produccién. El
diterpeno IX-5 produce una clara estimulacién a todas las dosis
ensayadas, siendo la respuesta creciente en funcién de la dilucién (66,
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222 y 516 de incremento a concentraciones de 100, 50 y 12,5 nM,
respectivamente).

Los compuestos IX-0, IX-2, IX-5, IX-9 y IX-12 inhiben la produccion de
TNF-a con valores superiores al 50% a concentraciones inferiores a 0,1
uM. Los diterpenos  IX-1, IX-3 y IX-7, inhiben la produccion a
concentraciones  superiores a 10 uM, sin embargo todos ellos
incrementan la produccion a concentraciones de 0,1 uM e inferiores.
Los valores de Cls, de la inhibicion de la produccién de TNF-o de los

compuestos I1X-4, IX-6, IX-8 y IX-11 es superior a 10,0 uM.

Todos los diterpenos ensayados, excepto IX-6 y IX-7, inhiben la
produccion de nitritos a concentraciones inferiores a >10 uM,
destacando la potencia de los principios IX-2 y IX-5, con valores
inferiores a 0,3 uM, y 1X-4, IX-9, IX-10 y IX-11, con valores inferiores a

0,9 uM. Todos los valores de Cls, se recogen en la siguiente tabla.

Toxicidad celular Clso Clso
RAW 264.7 | PMNL rata NO IL-1B TNF-a
IX-0 > 25 uM >25 uM 3,70 uM n.d. <0,1 uM
IX-1 > 10 uM >10 uM 2,10 uM n.d. >10 uM *
1X-2 >1uM >1uM 0,24 uM <50 nM <0,1uM
IX-3 > 25 uM >10 uM 2,02 uM <125nM | >10uM*
IX-4 >1uM >10 uM 0,54 uM n.d. > 10 uM
I1X-5 >1uM >10uM 0,29 uM + < 0,1 uM
1X-6 > 50 uM > 50 uM >10 uM n.d. > 10 uM
IX-7 > 10 uM >10 uM >10 uM n.d. >10 uM *
IX-8 > 10 uM >10 uM 7,80 uM n.d. > 10 uM
1X-9 > 10 uM >1uM 0,65 uM n.d. <0,1uM
IX-10 > 10 uM >10 uM 0,73 uM n.d. 1,0-0,1 uM
IX-11 > 25 uM > 25 uM 0,81 uM n.d. > 10 uM
IX-12 > 25 uM > 50 uM 2,41 uM n.d. <0,1 uM
RAW 264.7 = macrofagos murinos RAW 264.7. PMNL = leucocitos

polimorfonucleares peritoneales de rata. Clso = concentracion inhibitoria-50. + =
estimulacién de la produccién de citocinas. n.d. = no determinada. * Los
diterpenos incrementan la produccion de TNF-o a concentraciones < 0,1 uM.
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V.i.  SCHINUS MOLLE

En diversos trabajos previos, nuestro grupo describié la actividad
antiinflamatoria y anti-PLA, de diferentes triterpenos tetraciclicos [Cuéllar
et al., 1996; Giner-Larza et al., 2000a,b,c ; Giner-Larza et al., 2002]. En
conjunto, los articulos precedentes demonstraron que este grupo
fitoquimico posee indudables efectos en modelos cronicos de
inflamacién [Giner-Larza et al., 2000a; Giner-Larza et al., 2002], pero no
poseen relevancia en modelos agudos, excepto en el test de PLA,. Los
resultados obtenidos con estos nuevos compuestos ratifican los datos
previos, ya que los triterpenos estudiados son inactivos en el edema
inducido por carragenina, mientras que el compuesto SM-2 inhibi6
significativamente el edema inducido por PLA; a los 60 min. La
administracién subplantar de PLA, produce un edema en la pata tiempo-
dependiente. El edema, inducido por la liberacion de histamina vy
serotonina a partir de los mastocitos, es sensible al pre-tratamiento con
ciproheptadina, un inhibidor dual serotonérgico e histaminérgico,
cotricosteroides e inhibidores selectivos de la PLA; [Cirino et al., 1989].
Los datos experimentales obtenidos con SM-2 en el edema inducido por
PLA, presenta similares valores que los obtenidos en este mismo
modelo, previamente descrito para los lanostanoides de Poria cocos
[Giner-Larza et al., 2000a], sin embargo los principios de Schinus molle
presentan un mayor grado de citotoxicidad y diferente comportamiento
sobre el metabolismo del acido araquidénico. En un trabajo previo, Jain
et al. (1995) describieron la relevancia de los grupos carboxilicos en la
cadena lateral (C-26 o C-27) de los lanostanos, incidiendo en la
importancia de la distancia entre los grupos carboxilicos y el nucleo
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tetraciclico, la cual debe ser de 8 A para que posea actividad anti-
fosfolipasa. Los lanostanoides SM-1 y SM-2, aislados en el presente
trabajo presentan analogias estructurales con los reportados por Jain et
al., sin embargo solo uno de los triterpenos aislados de Schinus molle
modificé moderadamente el edema inducido por PLA,, y ambos tuvieron
reducida actividad sobre la produccién de LTB, en leucocitos
peritoneales de rata, sobre todo si se comparan los resultados actuales
con los previamente obtenidos por nuestro mismo grupo para
compuestos relacionados [Cuéllar et al., 1996; Giner-Larza et al., 2000a;
Giner-Larza et al., 2002].

La principal diferencia estructural entre los compuestos SM-1 y SM-2 es
la esteroisomeria del C-20 y el grado de oxidacion del C-3. Mientras que
la presencia de un carbonilo o hidroxilo en C-3 no parece tener
relevancia, la esteroisomeria en C-20 podria tener una mayor influencia
en la actividad de los triterpenos, pudiendo producir diferentes
respuestas farmacoldgicas, como por ejemplo la capacidad para inhibir
la actividad PLA; in vivo [Cuéllar et al., 1996; Giner-Larza et al., 2000a;
Giner-Larza et al., 2002; Jain et al., 1995]. Ambos compuestos reducen
de forma similar la inflamacién subcrénica inducida por aplicacién
repetida de TPA en oreja de raton, sin embargo no existen evidencias
previas sobre la actividad antiinflamatoria de triterpenos derivados del
esqueleto eufano [Giner-Larza et al., 2000c], aunque si se ha descrito el
efecto antiinflamatorio de triterpenos con esqueleto tirucallano vy
apotirucallano, por lo que es la primera vez que se describe la actividad
antiinflamatoria para un compuesto derivado del eufano (SM-2).

El tercer compuesto aislado (SM-3) es el Unico compuesto que inhibié el
edema agudo inducido por carragenina en pata de ratén, teniendo una

marcada actividad a las 3 horas. En este momento, la formacién del
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edema es principalmente debido a la liberacién de metabolitos del acido
araquiddnico por el efecto de la COX. La bibliografia recoge diversas
referencias sobre la actividad de biflavonas, principalmente ginkgetina y
amentoflavona, pero no existen referencias sobre la actividad
antiinflamatoria de biflavanonas o de chamaejasmina. En el caso de
amentoflavona, se le ha descrito como un inhibifor dual de PLA, y COX
[Kim et al., 1998a,b], mientras que ginkgetina ha sido estudiado como
antiinflamatorio, antiartritico y analgésico [Kim et al., 1999], como
inhibidor de la actividad PLA, [Kim et al., 2001], asi como su efecto
sobre la induccién de TNF-a e iINOS [Baek et al., 1999]. Ademas, se ha
descrito la inhibicién de la produccién de PGE, debida a la reduccién de
la expresion de COX-2, sin afectar directamente a la actividad COX-1 o
COX-2 [Kwak et al., 2002]. Nuestros resultados in vitro e in vivo estan en
la linea de los previamente descritos para biflavonas, ya que SM-2 no
solo inhibié el edema inducido por carragenina, sino que redujo la
inflamacion en oreja de raton inducida por aplicacion repetida de TPA de
forma significativa, aunque débilmente (solo un 26%). Ademas inhibi6 la
produccion de LTB, en leucocitos polimorfonucleares de rata, con una
ICso de 29,8 uM.

Como resumen, se puede afirmar que los triterpenos de Schinus molle
tienen actividad antiinflamatoria, con un efecto similar a los triterpenoides
tetraciclicos aislados de otras especies. Un estudio especifico con otros
isébmeros estructurales podria mejorar el conocimiento del mecanismo de
accion y la relacién estructura quimica-actividad farmacoldgica de este
grupo de compuestos fitoquimicos como antiinflamatorios e inhibidores
de la actividad de PLA,. Ademas, la actividad de chamaejasmina, junto
con la actividad referida para otros biflavonoides, abre una nueva via de
estudio del efecto y eficacia de estos compuestos como antiiflamatorios,
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principalmente como inhibidores del metabolismo del &cido araquiddnico
en ambas vias, la COXy la LOX.

V.2. LYSIMACHIA FOENUM-GRAECUM

Cinco nuevos sapondésidos se han descrito en la naturaleza, 4 de tipo
monodesmosidico y uno bidesmosidico. El andlisis espectral de los
compuestos ha permitido establecer que todos ellos son derivados de
una genina tipo oleanano, concretamente se pueden considerar
modificaciones del principio 28-hidroxi-oleanano conocido como
eritrodiol. Todos tienen idéntica cadena azucarada en C-3, estando la
diferencia fundamental en la presencia y distribucion de sustituyentes en
los carbonos C-21 y C-22.

La toxicidad selectiva observada entre los 5 sapondésidos aislados,
puede ser de gran interés para los estudios realizados con extractos y
principios de esta especie. El compuesto LF-5 demostré baja toxicidad
frente a leucocitos de rata y humanos, inhibiendo la produccién de LTB,
(metabolito 5-LOX), 12-HETE (metabolito 12-LOX) y HHTrE (metabolito
COX). Ambas enzimas estan directamente implicadas en el desarrollo y
metabolismo de lineas de células cancerigenas y procesos inflamatorios
como asma y arthritis [Hong et al., 1999; Avis et al., 2001], lo que abre
una via de estudio de andlogos estructurales como citotoxicos o
antiinflamatorios, en funciéon del patrén de sustitucion y respuesta
farmacologica. Estos datos confirman la selectividad de la toxicidad
celular de los saponodsidos monodesmosidicos frente a los
bidesmosidicos.

En diversos estudios previos, nuestro grupo demostrd la actividad
antiinflamatoria del eritrodiol [Recio et al., 1995a, Manez et al., 1997;



Discusién 145

Huguet et al., 2000], siendo uno de los compuestos con mayor
efectividad y potencia dentro del campo de los triterpenos pentaciclicos,
por lo que la actividad de los saponédsidos de Lysimachia foenum-
graecum estan relacionados con los de la genina una vez liberada tras
ser metabolizado el heterésido correspondiente.

vV.3. LITHOSPERMUM ERYTHRORHIZON

Los extractos metandlico (total), hexanico, diclorometanico vy
acetatoetilico de Lithospermum erythrorhizon inhiben la peroxidacién
lipidica, pero no actuan de forma relevante como captadores de radical
superoxido ni DPPH. En el potencial mecanismo de accion se descarta
la capacidad quelante, lo que sugiere un posible efecto antioxidante
como chain-breaking. En el estudio del contenido en fenoles totales
sorprende la presencia de fenoles relativamente alta en el extracto n-
hexanico, lo que se corresponde con el extrafio comportamiento
cromatografico, sobre todo entre los diferentes extractos, ya que todos
presentan una gran analogia en su composicion quimica a pesar del
protocolo extractivo utilizado.

De todos los subextractos obtenidos, se ha estudiado la actividad
antiinflamatoria del diclorometanico, el cual inhibi6 el edema agudo
inducido por TPA en oreja de ratéon y el edema agudo inducido por
carragenina en pata de raton, siendo su efectividad mayor a las 3 h del
desarrollo del edema. Papageorgiou et al. (1999) describieron el efecto
antiinflamatorio de shikonina y algunos de sus derivados frente al edema
inducido por carragenina, justificando en parte el efecto antiinflamatorio
como consecuencia de la inhibicion de la produccion de LTB, y 5-HETE.
Ademas, shikonina tiene propiedades cicatrizantes y antiulcerosas, y
existen diversos estudios en humanos que demuestran su efectividad
clinica como cicatrizante. Todo esto demuestran que shikonina y sus
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derivados son los principios responsables de la actividad
antiinflamatoria, efecto que estd ratificado con los resultados
experimentales obtenidos en este trabajo, incluyendo sus propiedades

antioxidantes.

La toxicidad de shikonina y sus derivados se puede considerar baja, ya
que los datos experiementales demuestran que si bien la DLsy via
intraperitoneal es de 20 mg/kg, la administracion oral da valores > 1000
mg/kg. Shikonina y sus derivados tampoco tienen efectos mutagénicos
en el test de Ames [Papageorgiou et al., 1999].

V.4. FORSYTHIA SUSPENSA

Forsythia suspensa habia sido previamente descrita como
antiinflamatoria y antioxidante. El extracto hidroetandlico inhibié los
edemas agudos inducidos en oreja de raton por acido araquidénico y
TPA, la inflamacién inducida por aplicacién repetida de TPA en oreja de
ratén y la reacciéon de hipersensibilidad inducida por oxazolona [Cuéllar
et al., 1998]. Este mismo extracto inhibié la peroxidacion lipidica en
microsomas hepaticos de rata inducida por Fe?*-ascorbato y
CCl,—NADPH, la captacién del radical superéxido generado por el
sistema hipoxantina/xantina oxidasa y la degradacion de desoxiribosa
inducida por Fe**~EDTA [Schinella et al., 2002]. El extracto total se
fraccioné con disolventes de polaridad creciente, obteniendo resultados
diferentes entre ellos cuando se ensaya la actividad antioxidante y
antiinflamatoria. En el primer caso, los extractos polares fueron los
activos, mientras que en el segundo caso lo fue el extracto
diclorometanico. La actividad antioxidante de los subextractos
acetatoetilico y butandlico ha sido determinada y se justifica en funcién
del alto contenido en compuestos fendlicos (lignanos, fenilpropanoides y
fenoles simples) [Tang y Eisenbrand, 1992]. Previamente, Ozaki et al.
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(1997) habian demostrado que la actividad antiinflamatoria de Forsythia
suspensa es debida a compuestos no polares. Este hecho es
confirmado con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, ya que la
actividad se mantiene en la fraccion soluble en CH.Cl,, de la cual se
han aislado los dos compuestos mayoritarios, acido betulinico y acido
oleandlico. Ambos compuestos han sido previamente descritos como
antiinflamatorios por nuestro propio grupo de investigacion [Recio et al.,
1995a; Manez et al., 1997; Huguet et al., 2000].

Los efectos farmacoldgicos del acido betulinico han sido recientemente
revisados, incluyendo sus propiedades antiinflamatorias [Yogeeswari y
Sriram, 2005]. Este triterpeno ha demostrado en diversos estudios
previos su capacidad para inhibir significativamente los edemas agudos
inducidos por carragenina y serotonina en pata de ratén, y por
propiolato de etilfenilo (EPP) y TPA en oreja de raton, ademas, el efecto
antiinflamatorio es modificado por la presencia de cicloheximida vy
actinomicina D, pero no por progesterona, lo que indica un mecanismo
de accion en el cual la sintesis de proteinas esta implicada, pero no el
receptor glucocorticoide [Recio et al., 1995a]. El &cido betulinico
tampoco posee efecto sobre la inflamacion subcrénica inducida tras
administraciones repetidas de TPA en oreja de raton, aunque si
modificé la infiltracién leucocitaria [Manez et al., 1997]. Posteriormente
se observd la inhibicion de los edemas agudos inducidos por mezerein,
DPT y DPP, pero solo cuando se administran conjuntamente, no cuando
hay pretratamiento. También los edemas inducidos por briostatina-1 en
oreja de ratdn y bradicinina en pata de ratén, y por glucosa oxidasa
(GOD) en pata de rata son significativamente reducidos por este
triterpeno, sin embargo no actué sobre los edemas inducidos por acido
araquiddnico, resiniferatoxina o xileno. Estos resultados indican que el

acido betulinico es efectivo en los procesos inflamatorios en los cuales



148 Discusién

esta implicada la enzima PKC, y la produccion de radicales libres, pero
no aquellos que implican inflamaciéon neurogénica ni metabolismo del
acido araquidoénico por la via lipoxigenasa [Huguet et al., 2000]. Si
embargo, un estudio realizado por Tseng y Liu (2005) demostraron que
acido betulinico es capaz de interaccionar con diversas PLA,, como la
de pancreas bovino o veneno de Naja nigrocollis, lo que implica
directamente a este triterpeno con el metabolismo del &cido
araquidonico, si bien lo hace a nivel de su liberacion mediada por la
enzima PLA,, pero no por el metabolismo LOX.

Takada y Aggarwal (2003) estudian el mecanismo de accion del &cido
betulinico como agente supresor de la carcinogénesis inducida por
activacion del factor de transcripciéon NF-«xB, asi como su papel como
inmunomodulador y antiinflamatorio, y demuestran que el acido
betulinico suprime la activacién del NF-xB inducida por diferentes
agentes, como TNF-a, TPA, humo de cigarro, acido okaidico, IL-1 vy
H-O,, no siendo el efecto especifico de ningun tipo de célula. El efecto
se produce por la inhibicion de NF-xB activado por diferentes receptores
de TNF (TNFR), NF-xB cinasa e IkBa cinasa, afectando la produccion
de proteinas proinflamatorias como COX-2 y metaloproteinasa-9
inducidas por diferentes agentes inductores del proceso inflamatorio, lo
que justifica el mecanismo de accion antiinflamatorio del &acido
betulinico, por la disminucion de mediadores y apoptosis de células
proinflamatorias [Takada y Aggarwal, 2003; Eiznhamer y Xu, 2004].

Respecto al efecto antiinflamatorio del &cido oleandlico también ha sido
demostrado experimentalmente en diversos trabajos de investigacion.
Liu (1995 y 2005) ha revisado todos los datos experimentales respecto
a la farmacologia de este compuesto, incluyendo sus propiedades
antiinflamatorias. Entre otros datos recopila los efectos del acido
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oleandlico sobre los edemas inducidos por carragenina y dextrano en
pata de rata, y artritis inducida por formaldehido y adyuvante en rata y
raton. El pretratamiento con el triterpeno reduce la permeabilidad
vascular inducida por acido acético e histamina en rata. También ha
sido efectivo frente a la reaccién de hipersensibilidad retardada inducida
por inyeccion de eritrocitos de cordero (SRBC) o la aplicacion tépica de
dinitroclorobenceno (DNCB). Respecto a los posibles mecanismos de
accién, se publicaron hasta esa fecha diversos trabajos, de cuyas
conclusiones se destacan como posibles mecanismos los siguientes:
inhibicién de la liberacién de histamina en mastocitos, inhibicion de la
actividad lipoxigenasa y ciclooxigenasa, inhibicion de la actividad
elastasa e inhibicion de la via clasica del complemento, posiblemente a

través de la Cs-convertasa.

Mas recientemente, Huguet et al. (2000) describieron el efecto sobre los
edemas inducidos por TPA, 13-tetradecanoato de 12-desoxiforbol (DPT)
y 13-fenilacetato de12-desoxiforbol (DPP) en oreja de raton, tanto en
pre- como post-tratamiento, efecto que difiere claramente del obtenido
cuando ensayaron el acido betulinico. También el edema inducido por
briostatina-1 en oreja de ratén y bradicinina en pata de ratén, y por
glucosa oxidasa (GOD) en pata de rata son significativamente
reducidos, no siendo activo sobre los edemas inducidos por acido
araquidonico, resiniferatoxina o xileno. Respecto al posible mecanismo
de accidn, Diaz et al. (2000) hipotetizan la inhibicion de produccién de
PGE. y LTC4 como el responsable del efecto antiinflamatorio, no siendo
activo sobre la produccién de TXB,. Sin embargo, la posible causa de
esta inhibicién no es aportada por estos autores. Dinkova-Kostova et al.
(2005) demostraron el potente efecto de varios derivados del &cido
oleandlico, incluyendo su 3-oxo derivado o acido oleanédnico, sobre la

induccion de INOS y COX-2 por IFN-y en macrofagos de raton, sin
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embargo el &cido oleandlico no fue activo, lo cual lleva a la hipétesis de
un posible transformacion metabdlica en el organismo. Esta diferencia
farmacolégica se manifiesta en otros modelos experimentales de
inflamacion, como previamente demostraron Giner-Larza et al. (2001)
siendo el acido oleandnico activo fretne a la inflamacién inducida por
aplicacion repetida de TPA en oreja de ratdén, mientras que el &cido
oleandlico fue inactivo. En el edema agudo inducido por PLA, ambos
compuestos son activos pero con diferente comportamiento en tiempo y
efecto. En los estudios in vitro se demostré también el diferente
comportamiento, siendo el 3-oxo derivado activo como inhibidor de la
produccion de LTB, (actividad 5-LOX) y de HHTrE (actividad COX-1),

mientras que &cido oleandlico fue inactivo.

El conjunto de resultados justifica el efecto antiinflamatorio del extracto
diclorometanico obtenido de Forsythia suspensa, asi como la inhibicion
de la produccion de LTB, observado en nuestro experimento, en base a
la inhibicion de la liberacién de acido araquidonico por accién directa del
acido betulinico sobre la enzima PLA,, mientras que el acido oleandlico
actua sobre otros mediadores o bien transformadose en el organismo a

su derivado 3-oxo activo.

V.5. ISODON XEROPHILUS

No existen otros tipos de estudios con esta especie, aunque el numero
de articulos publicados sobre citotoxicidad de diterpenos aislados del
género Isodon o compuestos directamente relacionados es muy amplio.
De ellos destaca el de Suzuki et al. (2004) sobre el posible mecanismo
de accion de algunos de los compuestos de este grupo estructural (ent-
kauranos). Asi el derivado ent-11a-hidroxi-16-kauren-15-ona inhibe

selectivamente la expresion de NF-kB dependiente de TNF-a. La
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administracién conjunta de ent-11a-hidroxi-16-kauren-15-ona con TNF-
o incrementa espectacularmente la apoptosis de células leucémicas
humanas acompanadas por la activacion de caspasas. Lee et al. (2002)
trabajando con un analogo estructural (kamebakaurina), han
demostrado que actua directamente sobre la proteina p50,
manifestandose mediante el bloqueo de la expresion de genes anti-
apoptéticos y mejorando la sensibilidad de las células al efecto pro-
apoptotico del TNF-a. Los datos experimentales justifican el futuro
estudio de este grupo de diterpenoides como potenciales agentes
antiinflammatorios o anticancerosos, a la vez que justifica la aplicacion
de determinadas plantas con estos principios en patologias que cursan

con inflamacion.

El rango de actividad y potencia de los compuestos varia de uno a otro,
sin que se pueda apreciar una clara relacion entre la estructura quimica
y toxicidad o actividad farmacoldgica. Entre los compuestos mas
potentes como citotoxicos esta el derivado IX-5, cuyos valores de Cls
varian en un rango de 0,05 a 0,21uM frente a diversas lineas tumorales
[Hou et al., 2000a]. Este compuesto ha sido también en nuestro caso
uno de los derivados con mayor actividad, conjuntamente con el
compuesto IX-2. El analisis de la posible relacién entre la actividad
citotéxica y la estructura quimica no permite observar claras analogias y
diferencias, ya que la citotoxicidad varia de una célula a otra, la
presencia de grupos funcionales comunes como di-epdxidos, acetilo u
otro grupo no se traduce en una relacion directa. Si se puede afirmar
que los principios I1X-0, IX-6, IX-11 e 1X-12 son los menos téxicos frente
a los dos tipos celulares estudiados.

Los datos bibliograficos consultados respecto a la actividad citotdxica

indican que la presencia de un grupo 15 oxo, 16 a-metileno es el
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principal responsable de los efectos farmacoldgicos de este grupo
estructural al reaccionar cuantitativamente con L-cisteina, formando
directamente un aducto como se ha demostrado con oridonina (analogo
estructural de 1X-8). También se ha descrito la posible influencia positiva
que ejerce la presencia de radicales hidroxilo en la molécula,
favoreciendo la actividad antitumoral. Las posiciones mas favorables
segun los autores soni14B-hidroxi (favorece la unién) y 7-hidroxi,
ademas la conjuncion de C-6 hidroxi y C-15 carboxi favorece también la
actividad citotéxica [Tang y Eisenbrad, 1992]. Todos los compuestos
aislados de Isodon xerophilus poseen los grupos funciones C-6 hidroxi,
C-15 ceto, y C-7 hidroxi (excepto IX-1), ademas del 16a-metileno. La
presencia adicional del 14B-hidroxi en diferentes compuestos daria lugar
a un potencial incremento de actividad, efecto que no ha podido ser
demostrado con nuestros compuestos.

Al ensayar la actividad sobre la produccion de nitritos, se pueden hacer
varias consideraciones al estudiar series de compuestos analogos. Por
ejemplo, la serie IX-5-IX-0-1X-4 se caracteriza por la presencia de un
agrupamiento di-epoxi comun y la diferente sustitucion en C-11. La
introduccién de un hidroxilo claramente decrece el efecto, mientras que
su bloqueo mediante acetilacién incrementa la actividad de este ultimo
(0,25 —» 70 — 0,54 uM, respectivamente). En la serie IX-9-1X-6 se
aprecia una pérdida de efecto con la oxidacion del C-20 (0,65 — >10
uM). La introduccién de un hidroxilo en C-1 lleva a una considerable
pérdida de potencia, como se puede observar en los compuestos 1X-10
(0,73 uM) e IX-8 (7,80 uM), sin embargo la estereoisomeria de este
hidroxilo no parece modificar la potencia del diterpeno IX-3 (C1-OHa) y
IX-15 (C1-OHB) con valores de Cls, de 2,02 y 241 uM,

respectivamente.
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También se ha ensayado la actividad frente a la produccién de citocinas
en macrofagos murinos RAW 264.7, observandose en general que
algunos compuestos inhibe la produccién de TNF-a a concentraciones
de 0,1 uM, con Cls inferiores a este valor (1X-0, 1X-2, IX-5, IX-9 e 1X-12),
pero otros compuestos inhiben a concetraciones de 10 uM pero
estimulan la produccién a concentraciones 0,1 uM o inferiores (IX-1, IX-
3 e IX-7). El estudio sobre la produccién de IL-1B se ensayé solo con los
compuetos IX-2, IX-3 y IX-5, oberandose una clara inhbicién en los dos
primeros caso con valores de CI50 inferiores a 50 y 12,5 nM,
respectivamente, mientras que en el tercer caso hubo un potente

incremento de la produccion de IL-1f.
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Primera. La especie Schinus molle posee propiedades antiinflamatorias
y antioxidantes. De la fraccion activa se han aislado dos triterpenos
tetraciclicos, los acidos 3-epi-isomasticadienolalico e
isomasticadienonalico, una biflavanona, chamejasmina, siendo activos
los tres principios en diferentes protocolos experimentales. Se ha
demostrado por vez primera la actividad antiinflamatoria de un triterpeno
con estructura tipo eufano. El compuesto se ha identificado como acido
isomasticadienonalico o} acido (13a,14B,170,20R,242)-3,21-

dioxolanostan- 8,24-dien-26-oico.

Segunda. Se han aislado cinco nuevos sapondsidos a partir de la
especie Lysimachia foenum-graecum, de los cuales, el compuesto
identificado como  3-O-{a-L-ramnopiranosil(1—2)-B-D-glucopiranosil
(1—-2)-[B-D-glucopiranosil  (1—4)]-a-L-arabinopiranosil}21,22-O-diange-
loil barringtogenol C 28-O-glucopiranésido, denominado foenumaésido E,
inhibié la produccion de LTB, en leucocitos peritoneales de rata y 12-
HETE en plaquetas humanas, afectando solo ligeramente la actividad

ciclooxigenasa.

Tercera. La fraccion diclorometénica de Lithospermum erythrorhizon
reduce el edema auricular inducido por TPA en oreja de raton y el
edema inducido por carragenina en pata de ratén. Los principios
responsables de la actividad antiinflamatoria han sido identificados como
los principios naftoquinénicos shikonina y sus derivados. El efecto
farmacologico de la especie y del extracto esta relacionado con las
propiedades antioxidantes de los compuestos.
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Cuarta. La fraccion diclorometanica de Forsythia suspensa posee
propiedades antiinflamatorias. Los principios activos se han aislado e
identificado como &cido oleandlico y acido betulinico, cuya actividad
habia sido previamente demostrada por nuestro grupo de investigacion.

Quinta. Trece diterpenoides derivados de la estructura ent-kaurano, se
han aislado e identificado en las hojas de la especie Isodon xerophilus.
Todos los derivados presentan los agrupamientos 6B-hidroxi,16-en,18-
ceto, lo que les confiere unas propiedades similares debidas a estos
grupos reactivos. En general todos inhiben la liberacién de nitritos en
macréfagos murinos RAW 264.7.
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