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Para alcanzar las lejanas estrellas
el gran infinito tendras que cruzar;
sin alas de ave, tl puedes hacerlo:
si aprendes a darte, si sabes amar.

Tu espiritu forja impulsos de vida,

y limpidamente t( debes subir;

con jubilo siempre, con tenaz empefio;
esfuérzate en todo, no trates de huir.

Asi como el alba enciende los cielos
dejando en los seres su luz y calor;
comparte con otros tu propia existencia,
ofrécele al mundo tu genio creador.

Se justo, se bueno, valiente y honrado,
las puertas del alma abre a los demas.
Rompe las cadenas de infame egoismo;
y pronto en tu mano estrellas tendras.

( “Como alcanzar las Estrellas” de Silvia Roche)
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l. INTRODUCCION.

Las plantas superiores son recursos muy importantes de metabolitos secundarios,
los cuales tienen aplicaciones terapéuticas y farmacéuticas variadas. Estos
metabolitos secundarios son especificos de especie y pueden ser llamados
fitofarmacéuticos. Por lo que han sido parte de la salud humana por muchos siglos a
través de todas las culturas. A pesar de los excelentes avances en la quimica
organica sintética, las plantas siguen siendo el Unico recurso de cerca del 25% de las

medicinas prescritas®®>®,

Este trabajo promueve la blisqueda de nuevas sustancias utiles para el ser humano
a partir de productos naturales, utilizando el criterio etnomédico para la seleccion del
Lithospermum®™®), que escoge aquellas plantas que un determinado grupo humano
utiliza tradicionalmente con fines terapéuticos y estd basado en la etnomedicina,
rama del conocimiento médico que estudia las nociones tradicionales o folkloricas de
las enfermedades, y esta ligada a la etnoboténica, disciplina orientada al estudio de
la utilizaciéon de las plantas por el ser humano como alimentos, medicamentos,

materiales de construccion y otros fines de importancia econémical®®.

El Lithospermum ha sido usado en varias culturas como colorante para cosméticos,
texties y comida, asi como en aplicaciones médicas, como agentes

anticonceptivos'® 21314375238 antihipertiroideos®** %" antitumorales!®20:22:313257
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antiinflamatorios!>*®! antivirales!®'825% y antimicrobianos'. entre

otros!7:21:2426.49.54]

Existen reportes de la influencia del Lithospermum ruderale sobre las hormonas,
pues se sabe que los indios americanos “Shoshoni” de Nevada utilizaban esta planta
con propositos anticonceptivos; preparando una infusion en agua fria de sus raices,
gue se tomaba como una bebida por un periodo de seis meses y con esto se

aseguraba la esterilidad posteriormente!®' 1314581

Los extractos de Lithospermum officinale han sido usados igualmente como
remedios caseros en el antiguo Tibet y en China, asi como en la época actual, en el
tratamiento de hipertiroidismo, palpitaciones cardiacas, gota y enfermedad de

Graves[ZBA.lU.ﬂ,Sﬂ

En China desde el siglo V el Lithospermum ha sido usado para el tratamiento de
tumores e inflamacién, ya que es conocido como una medicina herbal usada para
aumentar la respuesta del sistema inmune en ciertas condiciones, como cancer y
enfermedades agudas!®20%2313257%1  ademas se sabe que tiene propiedades que
pueden ser Utiles en el tratamiento de infecciones e inflamacion (dolor, hinchazén y
enrojecimiento) ! de igual manera se conocen sus efectos antibacterianos!?'! y

antivirales!®'8%% asj como su uso para cortar hemorragias'®.

fad



Desde tiempos antiguos en el Lejano Oriente y Europa, los unglentos preparados de
sus raices se han usado para quemaduras, inflamaciones, lesiones y Ulceras, ya que
esta planta muestra  actividad  antibacterial®’  anti-inflamatoria!*

antitumoral®2022313257.831 y cicatrizante!®*.

El pigmento crudo de Lithospermum es usado para tratar enfermedades de psoriasis,

verrugas, purpura anafilactica y hepatitis infectival®"!

Tomando en cuenta las actividades de esta planta actualmente se esta probando su

actividad anti-viral en la bisqueda de remedios naturales contra el VIH!® 821,

Otra de las virtudes conocidas de esta planta es su actividad litotritica; es decir su
capacidad para disolver calculos urinarios y biliares; es usada también para limpiar

los rifiones. Se le atribuyen facultades diuréticas y estomacales, asi como la

propiedad de desintoxicar el higado!®'"*!

Es tomado como infusidon a manera de té, el cual es de color café claro de sabor
amargo, y se prepara colocando un punado de la hierba completa (tallos, hojas y

flores ya granadas), en una taza de agua hirviendo. Para obtener el efecto deseado

se toma una taza después de comer y de cenar """



Conociendo el amplio uso que se le ha dado a las plantas del género Lithospermum
a través de los afios y de diversas culturas, se considera necesario profundizar mas

en el conocimiento de esta planta.

Por lo que es importante hacer una recopilaciéon de estos conocimientos para mostrar
un panorama mas amplio de la gran potencialidad farmacolégica de esta planta, y
promover su uso basandose no Unicamente en los conocimientos empiricos
generacionales de la medicina tradicional, sino en sus actividades comprobadas

cientificamente, asi como en sus mecanismos de accién, dosis y principios activos.

Muchas de estas actividades solo han sido comprobadas cientificamente en estudios
“in vivo" e “in vitro”, en animales y en lineas celulares, sin llegar a estudios profundos
de su actividad en humanos; sin embargo representan un antecedente para el

aprovechamiento de Lithospermum officinale y ruderale y sus metabolitos como:

« Principios activos aislados de la planta o sintetizados para ser utilizados en

diversas formulaciones farmacéuticas.

« Prototipos para la creaciéon de nuevos analogos sintéticos que tengan mayor

actividad biolégica.

« Drogas crudas mediante decocciones, infusiones, y maceraciones.
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Il. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General.

Describir los efectos Farmacolagicos de Lithospermum officinale
y Lithospermum ruderale a nivel gonadotrépico y tirotrépico, asi
como su posible mecanismo de accion, con el propésito de

utilizarlo como una alternativa terapéutica humana.

2.2 Objetivos Particulares.

Realizar una investigacion bibliografia en revistas especializadas
en el tema considerando de manera retrospectiva 25 anos a la
fecha.

Analisis de la informacion bibliografica recolectada.

Describir los principales datos botanicos de L. officinale y L.
ruderale

Describir los procesos fisiolégicos del ciclo hormonal, involucrados
en la anticoncepcion.

Describir las principales caracteristicas de los canceres estrogeno
dependientes en mujeres.

Describir los procesos fisiologicos del ciclo hormonal involucrado

en el Hipertiroidismo.



Describir los procesos fisiologicos del ciclo hormonal involucrado
en la Enfermedad de Graves.

Describir los principios activos que se han descubierto en el L.
officinale y L. ruderale, y que actian a nivel gonadotropico y
tirotrépico.

Describir el mecanismo por el cual actuan los principios activos
presentes en L. officinale y L. ruderale a nivel gonadotrdpico y
tirotrépico.

Promover la aplicacion de L. officinale y L. ruderale, asi como de
sus principios activos como un método anticonceptivo eficaz, asi
como alternativa en el tratamiento del hipertiroidismo, la

enfermedad de Graves y los canceres estrogeno dependientes.
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. BOTANICA DEL GENERO Lithospermum

3.1 Clasificacion Taxonomica del Género Lithospermum
Lithospermum: Familia Boraginaceae

Orden Lamiales

Clase Magnoliopsidae

Subclase Asteridae

Subfamilia Boraginoideae

Tribu Lithospermeae'™!.

3.1.1 Caracteristicas botanicas del Genero Lithospermum

Descripcion: Son hierbas, a menudo arbustos o arboles, rara vez lianas, por lo
comun provistas de caracteristicos pelos unicelulares con una base
cistolitica y a menudo con paredes calcificadas o silicificadas!®!.

Hojas: Alternas u opuestas, simples y sin estipulas®!

Flores: En diversos tipos de inflorescencias basicamente cimosas, las ramas

principales por lo general simpédicas, cimas helicoides que se alargan y

estiran con la madurez formando falsos racimos o espigas; rara vez

10
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solitarias y axilares; la mayoria hermafroditas, simpétalas. Florece de

abril a julio, seguin la altitud donde crece!>!

Composicion: En la corteza de la raiz se halla una materia colorante roja, la
litospermina. parecida o idéntica a la alcanina que es un pigmento
natural de la familia de las naftoquinonas. La cubierta del fruto se
compone de carbonato y silicato calcicos; dentro del mismo, la semilla

contiene materias grasas!’ !,

Distribucion: Cosmopolita. mejor desarrollada en Norteamérica del oeste vy la region

Mediterranea. hacia el este de Asia 134 446381

Caracteristicas fisicas: Crecimiento perianal de 0.69999m por 0.3m. Florece de Junio

a Julio, y las semillas se desprenden de Julio a Agosto. Las flores son

hermafroditas (tienen 6rganos femeninos como masculinos) %)

Tierra Ligera (arenosa), media (arcillosa) y pesada (lodosa) s}
Suelo: Acidos. neutrales y basicos (alcalinos) %!
Luz: Puede crecer en lugares semi-sombreados (luz boscosa) o no

sombreados'®!



Humedad: Requiere tierra humeda'®

Cosecha: Las flores en primavera, y las raices en otofio, son secadas para su uso

posterior!?®!

Detalles de Cultivo: Requiere una posicion soleada y tibia en una tierra

moderadamente fértil bien humedecida. Prefiere suelos de neutrales a
alcalinos y también crece en lugares parcialmente sombreados. Las

plantas son resistentes a una temperatura hasta de —15° C'%*!

Propagacion: Se siembran las semillas en primavera u otofo en un armazon.
Cuando estan lo suficientemente grandes para manejarse, se sacan las
plantulas en macetas individuales y se dejan crecer en el invernadero
durante su primer invierno. Después se plantan en su posicion
permanente a finales de la primavera o a principio del verano, después

de la Gltima helada esperada®!.

Las especies de Lithospermum que interesan en este trabajo son officinale y ruderale

que presentan actividad fitoterapéutica antigonadotropica y antitirotropica.
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3.1.2 Botanica de Lithospermum officinale

Nombre comun:

Habitat:

Usos alimenticios:

Usos Medicinales:

Mijo del sol, granos de amor, litospermo, perlina, aljofar'>>“|

Setos, lugares con arbustos y zonas boscosas, usualmente en
suelos basicos, lugares soleados, zonas medio

sombreadas!**#>°8!

Las hojas son usadas como sustituto de té!>4:56!,

-Las semillas maduras son diuréticas, litotricias y oxitocicas, es
decir que son capaces de provocar contracciones uterinas.

-Se muelen en polvo y se usan en el tratamiento de calculos
urinarios, artritis, reumas y condiciones febriles.

-Una infusién de las hojas es usada como sedativo

-Las raices son depurativas.

-Un jarabe hecho de una decoccion de la raiz y tallos es usado
en el tratamiento de enfermedades eruptivas como viruela,
sarampion y comezon

-Tiene propiedades astringentes.

-Todas las partes de la planta contienen una sustancia que inhibe
la secrecion de la hormona gonadotrdpica pituitaria.

-Los extractos de la planta poseen propiedades

anticonceptivas! "/



Otros Usos: La raiz se usa como colorante violeta en tinsiones*®°

Fig. 1 .- Fotografia de la planta Lithospermum officinale.



3.3 Botanica de Lithospermum ruderale

Nombre comun:

Habitat:

Usos alimenticios:

Usos medicinales:

Mijo occidental!>®#6%!

Lugares abiertos ligeramente secos, desde el pie de las colinas a
elevaciones.

Zonas cultivadas!®*%!

Las semillas son usadas para alimentos!®*!

-Una infusién o decoccion de la raiz es usada como diurética en
el tratamiento de dafios renales y también en el tratamiento de
hemorragias internas, diarrea etc.

-Ademas es usado como astringente.

-Una cataplasma de hojas y tallos secos pulverizados ha sido
usado para disminuir el dolor reumatico.

-Algunas de las mujeres indias de Norte América tomaban una
infusion de agua fria diariamente por seis meses para asegurar la
esterilidad permanente.

-Los extractos alcohdlicos de la planta han mostrado que
eliminan el ciclo de estro y disminuyen el peso de las glandulas

del timo y la pituitaria!’**!
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Otros Usos: La planta ha sido usada como colorante rojo asi como pintura
corporal.
Las raices son usadas como colorante rojo.

Las semillas duras, blancas y brillantes son usadas como

S|3B.56I_

cuenta

Fig.2.- Fotografia de |a planta Lithospermum ruderale.



IV. ANTECEDENTES MEDICOS Y

FISIOLOGICOS



18

IV. ANTECEDENTES MEDICOS Y FISIOLOGICOS

4.1 CICLO HORMONAL Y ANTICONCEPCION

Para poder comprender mejor como es que el Lithospermum presenta actividad
anticonceptiva, es necesario comprender como funciona el ciclo hormonal que

interviene en la reproduccion.

El aparato reproductor de la mujer esta sometido a un complejo ciclo ovarico vy
menstrual, en el cual las interacciones hormonales entre el hipotalamo, la hipdfisis y
los ovarios coordinan la ovulacion con la preparacion del Utero para recibir y nutrir al

ovulo fecundado!'#47!

Los estrégenos son las hormonas sexuales femeninas. Estas hormonas, de las
cuales el estradiol es la mas importante, son producidas por los ovarios bajo la

estimulacién de la hormona foliculo estimulante (FSH) secretada por la hipofisis!'®"

Las hormonas liberadas por la hipofisis anterior estan controladas por células
neurosecretoras que se localizan en el hipotalamo. Algunas de estas células
neurosecretoras producen la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual
estimula a las células endocrinas de la hipdfisis anterior para liberar FSH y hormona

luteinizante (LH)!"#*"
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La clave para entender el ciclo menstrual es que estas células neurosecretoras
liberan espontaneamente GnRH en todo momento, a menos de que se les impida de

manera activa mediante el uso de otras hormonas, en especial |la progesterona!’ !

La hormona liberadora de gonadotropinas estimula la hipofisis anterior para que
libere FSH y LH, las cuales circulan en la sangre e inician el desarrollo de los
foliculos dentro de los ovarios, estimulando también a las células foliculares que
rodean al ovocito en desarrollo para secretar estrégenos. Bajo la influencia tanto de
la FSH, la LH y los estrogenos los foliculos crecen durante las siguientes dos

semanas!'%%!

superiores

T

l Centros cerebrales ‘

GnRH

FSHy LH

[ Testiculos/Ovarios ‘

Androaenos '_ Estrogenos

Yy
progestinas

Esquema 1.- Circuitos de control hormonal en las funciones reproductivas. 1*®!

19
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Al mismo tiempo, el ovocito primario dentro de cada foliculo crece, almacenando
tanto alimentos como sustancias reguladoras (principalmente proteinas y RNA
mensajeros) que seran requeridas por el évulo fecundado durante el desarrollo
temprano. Por algunas razones, que no son del todo comprendidas, s6lo uno (o en

raras ocasiones dos) de los foliculos completa su desarrollo cada mes!'®%!

Conforme el foliculo en desarrollo crece, secreta cantidades cada vez mayores de

estrogenos, los cuales tienen los siguientes efectos.

e Promover el desarrollo continuo del foliculo mismo y del ovocito primario gue
contiene.

« Estimular el crecimiento del endometrio del Gtero.

e Las concentraciones elevadas de estrégeno estimulan tanto al hipotalamo como a
la hipdfisis, lo que da como resultado el nivel mas alto en la liberacién de LH y

FSH hacia el duodécimo dia del ciclo!"**71,

La funcidn del pico de la concentracion de FSH aln esta sujeta a investigacion, pero

la presencia de LH tiene tres consecuencias importantes:

» Dispara la culminacion de la meiosis | en el ovocito primario, de lo que resulta la
formacion del ovocito secundario y del primer cuerpo polar.

e Produce el crecimiento final del foliculo que culmina con la ovulacion.

e Transforma los restos del foliculo que permanecen en el cuerpo luteo del

ovariol"®19471
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El cuerpo Iiteo secreta tanto estrégenos como progesterona. La combinacion de
estas hormonas inhibe al hipotalamo y a la hipdfisis desactivando la liberacién de
FSH y LH con lo que impide asi el desarrollo de mas foliculos. Simultaneamente, los
estrogenos y la progesterona estimulan el crecimiento posterior del endometrio, el
cual por Ultimo adquiere un grosor de unos cinco milimetros. La progesterona
estimula al endometrio, pero inhibe la liberacion de hormonas del hipotalamo y la
hipéfisis!’ 19!

En los ciclos menstruales en los que no se lleva a cabo el embarazo, el cuerpo luteo
se desintegra aproximadamente una semana después de la ovulacién. El cuerpo
liteo sobrevive sélo mientras es estimulado por la LH (o por una hormona parecida
liberada por el embrién en desarrollo). Sin embargo, debido a que la progesterona
secretada por el cuerpo Iuteo desactiva la secrecion de LH que lo mantenia, el

cuerpo liteo se “autodestruye” alrededor del dia 21 del ciclo!' !

Sin el cuerpo Iuteo, las concentraciones de estrogenos y progesterona caen
totalmente. Privado de la estimulacion por estrogenos y progesterona, el endometrio
del utero también muere, y su sangre y tejido se desfolian y forman el flujo menstrual
que se inicia el dia 27 o 28 del ciclo. De manera simultanea, la concentracion
disminuida de progesterona ya no inhibe mas al hipotalamo y a la hipdfisis y la
liberacién espontéanea de GnRH desde el hipotalamo termina. A su vez, la liberacion
de GnRH estimula la liberacion de FSH y LH, el cual inicia el desarrollo de un nuevo

conjunto de foliculos, y empieza de nuevo el ciclo!' 94!
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Fig. 1 . Pautas de secrecién hormonal durante el ciclo menstrual'”

Durante el embarazo, el embrion impide que estos cambios ocurran. Poco tiempo
después de que la esfera de células, formada a partir de la division del évulo
fecundado queda incorporada en el endometrio, estas empiezan a secretar una

hormona parecida a la LH que recibe el nombre de gonadotropina coriénica (GC).
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Esta hormona viaja en la sangre hacia el ovario en el que impide el rompimiento del
cuerpo luteo. El cuerpo luteo continua secretando estrogenos y progesterona y la
capa limitante del utero sigue creciendo y nutriendo al embrién. Tanta GC es liberada

por el embrién, que es excretada por la orina de la madre!"'94!

Las hormonas del ciclo menstrual son reguladas tanto por retroalimentacion positiva
como negativa. Durante la primera mitad del ciclo, la FSH y LH estimulan la
produccion de estrogenos por parte de los foliculos. Las concentraciones elevadas
de estrogenos estimulan la produccién a mitad del ciclo de FSH y LH
(retroalimentacion positiva). Durante la segunda mitad del ciclo, tanto los estrégenos
como la progesterona inhiben la liberacién de FSH y LH (retroalimentacién negativa).
La retroalimentacion positiva temprana provoca que las concentraciones de
hormonas lleguen a los niveles mas altos, y la retroalimentacion negativa tardia

desactiva el sistema de nuevo, a menos que se presente un embarazo''*'9!

Este es un proceso que se encuentra en un perfecto equilibrio, con una sola funcion,
la reproductora. Sin embargo, aunque el plan de la naturaleza es propiciar todas las
veces posibles un embarazo para perpetuar la especie; actualmente esto ya no es
una necesidad, puesto que la mortalidad infantil se ha reducido considerablemente, y
que la explosion demografica, de la cual es victima nuestro planeta, se ha vuelto un

terrible problemal"!,

2
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Por lo tanto ahora es importante atajar el camino de la naturaleza impidiendo, en lo
posible, el niumero de nacimientos utilizando los métodos anticonceptivos que la

actualidad ha puesto a nuestro alcance!'!

Existen varios métodos anticonceptivos, pero para concentrarnos en la accion que
tiene el Lithospermum, es necesario enfocarnos en el proceso de anticoncepcion

debido a interacciones hormonales.

Este proceso se da al impedir que exista un pico en la concentracién de LH,
generalmente a mitad del ciclo; lo cual se consigue suprimiendo la liberacion de LH,
actualmente esto se logra utilizando anticonceptivos hormonales que suministran
estrégenos y progesterona en cantidades capaces de evitar la ovulacion al regular
las concentraciones de esta hormona!'l. Sin embargo existen otros métodos para

lograr esta accion y uno de ellos es el uso de extractos de Lithospermum.
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4.2 TIPOS DE CANCER DEPENDIENTES DE ESTROGENOS

El nimero de mujeres diagnosticadas con cancer de mama, cuello uterino, ovarios y
endometrio, va en aumento cada afo y es la primera causa de muerte en las
mujeres entre los 35 y los 54 afnos. De 1950 a 1992 la incidencia de estos canceres
aumento en un 55 %. En el presente, 1 de cada 8 mujeres desarrollara alguno de

estos canceres en el transcurso de su vida®®!.

Solo un pequefio porcentaje de los casos diagnosticados de cancer son de origen
geneético (10%). La mayoria de los casos pueden ser ligados a uno o varios factores:

ambientales, toxicos, factores médicos o riesgos individuales que podemos

controlari?8-33:34:40.41.42)

La causa del cancer es multifactorial, esto quiere decir que hay muchos factores de
riesgo como tabaquismo, contaminacién, estrés, obesidad, uso de anticonceptivos
hormonales, exposicién prolongada a radiaciones etc, influyendo con mayor fuerza
en muchos casos también la historia familiar y la genética, que al unirse e interactuar
pueden producir la enfermedad al crear las condiciones necesarias para el desarrollo

del Ca'ncer[26.33,34,40,41 ,42|‘
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Una mujer con historia familiar de cancer de mama no siempre desarrolla la
enfermedad a menos que se unan otros factores de riesgo. Y al contrario, una mujer

sin historia familiar de cancer de mama, puede desarrollar la enfermedad al estar

expuesta a factores de riesgo?**4",

Los riesgos de desarrollar cancer de mama aumentan con la edad. Mas del 80% de
los casos se presentan en mujeres mayores de 50 afios. A los 30 afios el riesgo es

de 1 en 2525, a los 40 afios es de 1 en 217, a los 50 afios es de 1 en 50 y a los 80

afios es de 1 en 8%,

Hay 2 tipos de cancer de mama dependiente y no dependiente de hormonas. El que
se presenta mas frecuentemente, esta definitivamente vinculado con los niveles de
estrégeno (hormona femenina). Entender los efectos de las hormonas es crucial para

reducir el riesgo!?®3341),

El por qué de que el cancer de mama dependiente de estrégeno se presenta mas
frecuentemente en la actualidad, esta relacionado a varios factores de riesgo, como
el uso de anticonceptivos hormonales y terapias de sustitucion de estrégenos para
mujeres post-menopausicas, que aumentan crénicamente los niveles de estrégeno
circulante®®4'1 por lo que es importante evitar el uso de anticonceptivos
hormonales sobre todo en mujeres con historia familiar de cancer de mama, o con

antecedentes de enfermedad benigna de la mama o que empezaron a tomar
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anticonceptivos a temprana edad. Para el mismo grupo se aplica el no realizar

mamografias con tanta frecuencia si se tienen factores de riesgo!®®!.

El cancer de endometrio constituye la neoplasia maligna mas frecuente de la pelvis

femenina.

« Representa el 13% de todos los canceres que se presentan en la mujer, siendo el
cuarto en frecuencia en paises desarrollados.

e Su incidencia se ha incrementado y se ha puesto de manifiesto durante los
ultimos anos.

e Es el mas curable de los canceres de causa ginecoldgica y de los 10 canceres
mas frecuentes en el sexo femenino.

« El aumento de incidencia se ha atribuido al aumento del consumo de estrogenos
no combinados. Los anticonceptivos orales son un factor de riesgo de cancer

endometrial entre otros como la edad, la obesidad, tabaquismo, etc***%I

El tratamiento de eleccion es segun el estadio del cancer endometrial. La cirugia es
el tratamiento primario en el 92 a 96 % en mujeres con cancer de endometrio. Se
realiza con el fin de etapificar y tratar la neoplasia. La radioterapia en el carcinoma
de endometrio se emplea fundamentalmente en pacientes con factores de mal
pronostico, se puede realizar en forma selectiva despues de la intervencion

quirargical>**42!
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El cancer de cuello uterino y de ovarios también pueden ser estrogeno dependientes.
teniendo nuevamente el uso de anticonceptivos orales como principal factor de

riesgo!>*4042|

El tratamiento para el cancer de cuello uterino y de ovarios suele ser principalmente

la cirugia y posteriormente la radioterapia™**?.

Aungue el niumero de muertes debidas a las neoplasias del cuello y el ovario es
mayor que las debidas a carcinoma endometrial, la mortalidad de este ultimo sigue

siendo significatival*®42,



4.3 TIROXINA E HIPERTIROIDISMO

Es necesario familiarizarse con el funcionamiento de la tiroides y su ciclo hormonal,

para poder comprender mejor la accion que ejerce el Lithospermum a este nivel.

Las hormonas producidas por la tiroides se llaman triyodotironina (T3) y tiroxina (T4).
Su principal caracteristica es que contienen yodo. El yodo para la fabricacion de las
hormonas tiroideas proviene principalmente de fuentes externas, a partir del agua y
los alimentos ingeridos y es transportado por la sangre. La tiroides tiene la capacidad
de atraparlo e incorporarlo a una proteina llamada tiroglobulina, en la cual se
almacenan las hormonas tiroideas. La tiroxina difiere de los andrégenos, estrogenos
y corticosteroides en su estructura quimica: la tiroxina es un aminoacido combinado

con cuatro atomos de ygdol“-w{

La sintesis de las hormonas tiroideas y su secrecion estan controladas por la
hipofisis mediante un mecanismo muy sensible a las variaciones en las

concentraciones de T3 y T4 en la sangre!'#*!

Cuando la hipoéfisis detecta que las concentraciones de estas hormonas estan
disminuidas, produce TSH (hormona estimuladora de la tiroides), la cual es liberada
a la sangre y viaja por el torrente circulatorio. El hipotalamo sintetiza la hormona
liberadora de tirotropina o TRH, la cual estimula a la hipofisis para que sintetice

TSH” 1.‘9.48|.
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Esquema 2 - Circuitos de control hormonal en las funciones tiroideas. '*®!

Al llegar a la glandula tiroides, el TSH activa diversos pasos en la fabricacion y en la
liberacion de hormonas tiroideas almacenadas para que sean vertidas a la sangre,

de esta forma, T3 y T4 llegan a los 6rganos donde ejercen su accién!'''9!.

Por el contrario, una vez que las concentraciones de T3 y T4 en la sangre se elevan,
se frena la produccion de TSH y la tiroides también detiene la fabricacion de sus
productos. Esto es lo que se llama un sistema de control por retroalimentaciéon

negativa (Esq. 2 )!"" 194!
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Figura 2. Mecanismo de retroalimentacién negativa de la produccién de hormonas

tiroideas. I'"!

Las hormonas tiroideas estimulan procesos vitales en todo el organismo. Influyen en
la maduracion y el desarrollo de los tejidos, en la produccion de energia y de calor,
en el metabolismo (transformacion) de nutrientes, en las funciones mentales,

cardiacas, respiratorias, sexuales y reproductivas!''''?!

Cuando se rompe el delicado equilibrio de produccién y secrecion de hormonas, se
producen las alteraciones funcionales de la glandula. Cuando disminuye la cantidad y
la actividad de T3 y T4 en los organos blanco, se produce hipotiroidismo. Por el

contrario, cuando hay exceso de hormonas, se produce hipertiroidismo!'"!

Hipertiroidismo o tirotoxicosis se refiere a la presencia de cantidades excesivas de

hormonas tiroideas en los organos blanco. Las causas pueden ser produccion
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excesiva de hormonas por la glandula tiroides como ocurre en la enfermedad de
Graves, liberacion de gran cantidad de hormona almacenada como ocurre en casos
de tiroiditis (inflamacion del tiroides autoinmune o viral) o, con menor frecuencia,
estimulacion exagerada de la sintesis de hormonas tiroideas por secrecion excesiva

de TSH a partir de ciertos tumores de hipéfisis'™!

En el hipertiroidismo, el metabolismo basal es muy alto (a veces el doble del normal),
el enfermo pierde peso, tiene diarrea, se vuelve muy nervioso y tembloroso, aumenta
su frecuencia cardiaca, y el corazon late a menudo tan fuerte que puede sentirsele
palpitar en el térax. El estado de hipertiroidismo es a veces tan grave y duradero que
llega a “quemar” los tejidos, apareciendo fendmenos de degeneracion en muchos
lugares del organismo. Una de las zonas mas frecuentes de degeneracion es el

propio musculo cardiaco!' %%l

Los métodos habituales para tratar el hipertiroidismo consisten en:
e Administrar drogas que abatan la funcion tiroidea o destruyan la glandula.

« Extirpar quirGrgicamente una parte importante de Ia tiroides!*!!.

Los medicamentos antitiroideos suelen prescribirse con buenos resultados en
personas jovenes con enfermedades leves a moderadas. Requieren administracion
prolongada por un afio o mas, pueden tener efectos adversos (algunos de ellos
graves por alergias o por disminucion de los glébulos) y los sintomas pueden

reaparecer al suspenderlos®!
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La administracion de propiluracilo impide la reaccion quimica entre la tirosina y el
yodo para formar tiroxina, muchos hipertiroideos pueden ser curados con este

medicamento!*¥.

Uno de los medios mas recientes para tratar el hipertiroidismo es la administracion
de yodo radioactivo. Dos tercios aproximadamente del yodo ingerido pasan de la
sangre a la tiroides, produciendo dentro de la glandula una radiacion intensa que
destruye el tejido demasiado activo; asi se logra una funcion tiroidea normal otra
vez!® El hipotiroidismo secundario es la principal complicacion. Esta contraindicado
en mujeres embarazadas, en periodo de lactancia y en personas menores de 18
anos!.

La cirugia se utiliza cada vez menos, pero puede ser necesaria en casos en |os
cuales no hay control con los medicamentos y por algun motivo no se puede emplear
el yodo radioactivo o cuando existen lesiones sospechosas de malignidad en el
tiroides. Los principales inconvenientes son la extirpacion involuntaria, durante la
cirugia, de las glandulas paratiroides encargadas del control del calcio, debido a que
estas se encuentran adheridas al tiroides y la lesién del nervio laringeo causa

ronquera recurrente!%44!

-
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4.4 ENFERMEDAD DE GRAVES (BOCIO DIFUSO TOXICO)

La enfermedad de Graves es la que mas a menudo se asocia con el hipertiroidismo,
los investigadores creen que la enfermedad de Graves es causada por un anticuerpo
que estimula demasiado a la tiroides y como consecuencia, ocasiona la produccion

excesiva de hormona de la tiroides''®.

La enfermedad de Graves es de tipo autoinmune y no se sabe qué desencadena la
respuesta contra el tejido propio. Se producen anticuerpos antitiroideos pero no
destruyen la glandula. Predominan anticuerpos contra el receptor de TSH (sitio de
union de TSH a la célula tiroidea para ejercer su accion) que mantienen activada la

glandula para producir y secretar hormonas a la sangre!*

La enfermedad suele ser hereditaria y es mas comun en las mujeres jovenes y de

edad mediana. Suele ser desencadenada por un evento emocional traumatico!®!.

Los sintomas de la enfermedad de Graves son idénticos a los del hipertiroidismo,
con la adicion de otros tres sintomas. Sin embargo, cada individuo puede
experimentar los sintomas de una forma diferente. Los tres sintomas adicionales

incluyen:

« Bocio (crecimiento de la glandula, puede causar una protuberancia en el cuello).
« Qjos protuberantes (exoftalmos).

« Engrosamiento de la piel en el area de la barbilla™®!
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La enfermedad de Graves comparte muchas caracteristicas inmunoldgicas con el
hipotiroidismo auto inmune, con la inclusion de elevadas concentraciones

plasmaticas de anticuerpos contra la tiro globulina, peroxidasa tiroidea vy

cotransportador de yodo y sodio en el tejido tiroideo!®

Los anticuerpos estimulantes tiroideos producen hipersecrecion tiroidea, hipertrofia e
hiperplasia de los foliculos de la glandula. El resultado es el bocio difuso
caracteristico. Con frecuencia se encuentran infiltrados linfociticos, fuente principal
de auto anticuerpos, con contribuciones de los ganglios linfaticos cervicales y médula

osea®!

Aungue los auto anticuerpos producen el hipertiroidismo de Graves, su concentracion
plasmatica es muy baja, en oportunidades no detectable. Las células tiroideas no
solo son fuente y objetivo de los auto anticuerpos, sino que expresan diversas

moléculas moduladoras de la auto inmunidad intra tiroidea*!

La oftalmopatia de Graves se caracteriza por edema e inflamacién de los musculos
extraoculares, con incremento del tejido conectivo y de grasa retro orbitaria. El
edema se debe a la accién hidrofilica de glucosaminoglicanos secretados por los
fibroblastos. La inflamacion es consecuencia de la infiltracion por linfocitos y
macréfagos en los musculos extra orbitarios y en el tejido conectivo de la orbita. La
dermatopatia se caracteriza por la inflamacion linfocitica de la dermis, la acumulacion
de glucosaminoglicanos y edema. Los eventos en la patogénesis de la oftalmopatia y
dermatopatia probablemente se deban a la activacion de fibroblastos mediada por

citoquinas, secrecion de glucosaminoglicanos y fibrosis!**#4!

s
Ln



Se pueden utilizar medicamentos llamados Beta-bloqueadores para aliviar los
sintomas cardiacos, el nerviosismo y el temblor. Pero la base del tratamiento esta en

disminuir la secrecion de hormonas por la glandula.

Existen tres métodos para lograrlo:

« medicamentos antitiroideos (metimazol y propiltiouracilo).

» yodo radioactivo para “quemar la glandula” .

e cirugia para extirpar gran parte de la glandula!*.
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V. PROPIEDADES ANTIGONADOTROPICAS DE Lithospermum

5.1 ACTIVIDAD ANTIGONADOTROPICA DE Lithospermum officinale y ruderale.

Los conocimientos empiricos que indican que el Lithospermum presenta actividad
antigonadotrépica y por lo tanto anticonceptiva, han sido confirmados principalmente
por Findley y Winterhoff al comprobar algunos de los efectos que se le atribuyen a

esta planta como:

+ La capacidad para prolongar la etapa de diestro de ratas y ratones, reduciendo o

bloqueando el estro y provocando que disminuya el nimero de nacimientos!®!

« Hembras alimentadas con una dieta de 7-15% de Lithospermum seco vy
compactado, desarrollan atrofia o atresia de sus oérganos sexuales sin mostrar un

decremento en su peso corporal o cambio en el crecimiento de pituitaria o

tiroides'®!.

« Ratones inmaduros con un 40 % de Lithospermum seco y compactado en la dieta

presentan una reduccion en su crecimiento y el peso de sus organos sexuales, asi

como de la pituitaria y el timo'®!
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¢ Inyecciones de extractos producen un retraso en el crecimiento. atrofia de
organos sexuales y reduccion del numero de cuerpo luteo en los ovarios, es decir

disminuye la ovulacion!>*®!

Estos efectos se terminan en cuanto se deja de administrar el Lithospermum e

implican una disminucion en la capacidad reproductiva del sujeto. >/

Diferentes estudios indican que esta planta actua a nivel hormonal y principalmente
sobre la hormona LH. Por ejemplo en la gallina el L. ruderale bloquea la ovulacién y
disminuye el peso ovarico y del oviducto, lo que sugiere precisamente que la planta

provoca una inhibicion de la accion y secrecion de esta hormona'*®.

Cantidades mayores de 8.0 mg equivalentes al material seco de Lithospermum
inactivan también a la hormona foliculo estimulante (FSH), lo que provoca a su vez
una atrofia en testiculos, vesiculas seminales y prostata en machos, asi como de
ovarios, cuerpo luteo y Utero en hembras, lo que indica una inactivacion conjunta del

i

A dosis baja se puede inhibir la liberacion y a dosis alta, la sintesis de
gonadotropinas pituitarias como la gonadotropina sérica de yegua prenada (PMSG) y
la gonadotropina coriénica, asi como de las hormonas de la pituitaria anterior,
prolactina y hormona estimulante de la tircides (TSH), lo que provoca una reduccion

del tamafio de la tiroides> '

e
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Estos resultados sugieren que L. ruderale produce una reduccion en la produccion de

hormonas sexuales secundarias. debido a la inhibicion de las gonadotropinas!® 'l

Esto hace que la planta pueda utilizarse con implicaciones terapéuticas para el
control de tumores mamarios dependientes de hormonas estrogénicas. Esta
posibilidad se ha comprobado al utilizar cepas de ratones capaces de desarrollar
tumores mamarios de manera espontdnea dependiendo de la estimulacidon

estrogénica a la que estén sometidos'”.

A cepas de ratones que espontaneamente desarrollan tumores mamarios
dependientes de la estimulacién de hormonas estrogénicas, (cepa | y Il), si se les
alimenta con dietas que contienen del 15-30% de Lithospermum presentan una
reduccién en el desarrollo de tumores, siendo del 58.1% al 2.8% en lacepalyen la
Il del 96.6 % al 21.9%. Con dietas de Lithospermum del 10-15 %, la incidencia del

tumor mamario en la cepa Il se redujo a la mitad'®

El potencial para la aplicaciéon de un tratamiento con Lithospermum en tejidos

malignos con dependencia hormonal es obvia, ya que con este tratamiento es

posible evitar la extirpacion de estos tejidos al prevenir su desarrollo.

40
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Estas capacidades de Lithospermum también se han demostrado para la especie

officinale, la cual presenta una gran actividad en los mismos aspectos.

L. officinale inhibe la actividad de gonadotropinas pituitarias, PMSG, gonadotropina
corionica y prolactina, con una rapida normalizacion de su actividad después de que
cesa el tratamiento con la planta. También inhibe el crecimiento de los testiculos en
ratas macho, pero no tienen influencia en la sintesis de testosterona. Los extractos
frescos y deshidratados de L. officinale son igualmente efectivos en la inhibicion

PMSG vy las demas hormonas!®'*%2!

Ademas el extracto de L. officinale actua como un agente blogueador hormonal sin
mostrar efectos secundarios. Una dosis de extracto equivalente a 0.5 a 1.0 gramos
de planta diaria en ratones es suficiente para inhibir el estro sin mostrar efectos

secundarios o toxicidad'®

El L. officinale también ha sido utilizado por los indios Shoshoni durante un largo
tiempo como medicamento y bebida sin reportar efectos adversos. Sin embargo esta
actividad no ha sido comprobada del todo cientificamente, Unicamente se ha
comprobado que una dosis Unica de extracto acuoso equivalente a 10 gramos de

planta seca no produce efectos subjetivos u objetivos en un estudio en humanos!®

12,1314 52]
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Esto ha dado la pauta para poder realizar investigaciones de sus efectos en
personas. En un estudio de caso, una mujer de 34 anos que consumié un monto de
extracto liofilizado equivalente a 20 gramos de planta seca al dia, por una semana
durante la menstruacion y doble dosis para el resto de su ciclo, no se presentaron

cambios en el color sanguineo, resultados urinarios, rango de pulso, ni se detectaron

efectos subjetivos'®.

Solamente se observé una reduccién en el incremento de la temperatura ovulatoria y
una disminucién del desarrollo progestacional del endometrio comparado con los
ciclos procedentes y subsecuentes que fueron observados, reflejando una

disminucién en la secreci6n lutea®.

Este estudio esclarece la accién que tiene el Lithospermum sobre el ciclo menstrual
y nos indica que puede ser utilizado como anticonceptivo, ya que los efectos que
produjo la planta son muy similares a los obtenidos con un tratamiento hormonal con

pastillas anticonceptivas'.
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5.2 ACCION DEL Lithospermum officinale y ruderale A NIVEL PITUITARIO

Zeller ha probado que la actividad del Lithospermum se debe a su accion sobre las
gonadotropinas, y especialmente sobre el LH, por lo que considerd importante

comprobar si se debe a un efecto de la planta a nivel pituitario'ss]_

La actividad de Lithospermum sobre LH se ha demostrado “in vitro” al disminuir el

indice de aumento de peso en testiculos de pollo e “in vivo” en gallos!'*®!

Para verificar si efectivamente el Lithospermum es capaz de inhibir la actividad del
LH, el cual incrementa el desarrollo de los testiculos en los gallos, se les administran
subcutaneamente extractos acuosos de las raices de la planta a un grupo
experimental en varias concentraciones antes de administrar LH a diferentes

tiempos'®®

Las inyecciones de Lithospermum equivalentes a 2.0, 4.0 y 8.0 mg de material seco,
administradas hasta 10 h antes de LH, suprimen de manera significativa el efecto
provocado normalmente por la LH. Sin embargo a una dosis de 4.0 mg el
Lithospermum no presenta efectos inhibitorios al administrarse a 16, 22, 38 y 46 h
antes que la LH, lo que indica que su efecto es transitorio y eventualmente

desaparece!®®!
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Ademas la LH presenta un mayor efecto posterior cuando se le administra a los
grupos experimentales que cuando se da a los controles, lo que sugeriria que el

Lithospermum es capaz de prevenir la liberacion o la accion de las gonadotropinas

de la pituitaria anterior, pero no la sintesis'®!

Estos estudios muestran que el foco de la actividad del Lithospermum es sobre las
hormonas LH y FSH que secreta la pituitaria, por lo que su actividad se ha

investigado a este nivel®®.

Findley ha comprobado que al adicionar extractos de Lithospermum a cultivos
celulares primarios de pituitaria, esté es capaz de inhibir la liberacion de LH
estimulada por GnRH. Reduciendo el contenido celular de LH, sin afectar
significativamente su liberacion basal. Estos resultados sugieren que el
Lithospermum puede actuar también inhibiendo la habilidad de GnRH para estimular

la liberacion y produccion de LH!"* ',
Ya gue la potencia gonadotropica de la pituitaria puede verse disminuida por una

dieta deficiente de vitamina B. se ha demostrado que el Lithospermum es incluso

activo en una dieta suplementada con un exceso de vitamina B'°.
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53 CONSTITUYENTES GONADOTROPICAMENTE ACTIVOS DE Lithospermum

officinale y ruderale

El principio activo del Lithospermum se extrae de una fraccion neutral de agua. La
potencia es mayor para las flores y semillas que para las raices, las cuales son mas
potentes que las hojas, mientras que los tallos casi no tienen actividad. Sin embargo,
las raices son mas activas que la planta superficial entera tomada por completo. Las
raices cosechadas en Septiembre, son mas potentes que las de Agosto, las cuales
son superiores a las de Junio. Las raices almacenadas por 3 afios son altamente
activas, y después de 4 anos continuan activas. En contraste, los extractos acuosos
ordinarios. pierden actividad rapidamente. Por lo que en muchos de los estudios, el
extracto acuoso de Lithospermum es congelado y deshidratado (FDE) para preservar
su potencia, la cual disminuye un poco con el tiempo, pero puede pasar a través de

los afios sin un cambio significante!®.

Los constituyentes activos de Lithospermum son muy sensibles al calor antes y
durante la extraccion (pero no después) y son destruidos rapidamente en soluciones
acuosas. Esto puede implicar que congelar y deshidratar el jugo o extracto acuoso es
la mejor técnica de preservaciéon y una de las mas frecuentemente utilizadas. El
extracto congelado deshidratado de Lithospermum puede mantener su potencia por

mas de 10 afios si no es expuesto a la humedad'® %!
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El extracto congelado y deshidratado (FDE) contiene cerca del 33% del total de la
planta superior seca y 10-40% del peso de la raiz seca. El 70% de cada uno esta
compuesto de carbohidratos biolégicamente inactivo y 20 % de una mezcla de sales
fendlicas carboxiladas. Un extracto etéreo de FDE ha mostrado en varios estudios
que es la forma mas activa debido a una alta concentracion de fenoles en este

extracto®"!,

Se ha examinado a nivel de receptor la posibilidad de gue las responsables de esta
actividad sean substancias esteroidales, pero se ha encontrado que solo a muy altas
concentraciones del extracto crudo de Lithospermum, las hormonas progesterona,
testosterona o estradiol son desplazadas de sus respectivos receptores uterinos.
Ademés éstas concentraciones pueden ser toxicas y debido a que las mismas no son
las requeridas para |a bioactividad observada “in vivo” o “in vitro”, se concluye que los

componentes antigonadotrépicos de Lithospermum no actian como esteroides!®'?.

La identificacién de los constituyentes gonadotropicamente activos del extracto

acuoso de las raices de Lithospermum se ha buscado por una variedad de técnicas,

y principalmente se han encontrado!®213.14:34521.

acido litospérmico e |uteolin-7B-glucésido.
« Aacido caféico

e acido rosmarinico

« acido clorogénico

« acido elagico
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54 ACTIVIDAD DEL ACIDO LITOSPERMICO Y DEL ACIDO LITOSPERMICO

OXIDADO

Uno de los mas importantes principios activos del Lithospermum es el acido
litospérmico, que forma aproximadamente del 1 al 3% del peso seco de sus raices;
y se sabe que 0.3 mg/mL de material inicial crudo activo “in vitro”, contienen

suficiente acido litospérmico (3.0-9.0 png/mL) o su equivalente forma oxidada para

inhibir la liberacion de LH!™.

El acido litospérmico es un acido polifendlico al que se le ha atribuido la mayor parte
de la actividad antigonadotropica del Lithospermum; sin embargo se ha probado que
es el acido litospérmico en su forma oxidada el que inhibe la liberacion de LH
estimulada por GnRH asi como su actividad. Pues el acido litospérmico en si
presenta una menor actividad, la cual segun Findley es posible que se deba a las

fracciones de este acido que se oxidan durante los tratamientos!'4%?

Esto se comprueba al verificar la capacidad de estos acidos para disminuir la
cantidad de LH pituitaria detectada en cultivos celulares; en los cuales en
condiciones normales 1.0 nM de GnRH incrementa nueve veces la liberacién de LH
comparada con la liberacién basal. La cantidad de LH es medida por un radicinmuno

1141

ensayo, especifico para LH
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Al agregar acido litospérmico (5.0 ug/mL) esta liberacion es disminuida ligeramente.

pero la liberacion estimulada por GnRH se afecta muy poco!™,

En contraste, la adicion de acido litospermico oxidado (5.0 ug/mL) incrementa la
liberacion de LH basal cinco veces, pero reduce el monto de LH liberada en

presencia de GnRH.(tabla1) '™

I [ Liberacion de LHcon |

Condiciones i Liberacion de LH 1.0 nM de GnRH f
: ' _ ng/pozo ng/pozo |
| 1
! Iniciales (control) 211412 17904271
' Acido litospérmico 5.0 147+1 1589+95
| ug/mL R
| Acido litospérmico 1032410 885+46
- oxidado

5.0 ug/mL - o -

Tabla 1.- LH liberada de cultivos celulares durante 16 h de exposicion a medio basal,
acido litospérmico y acido litospérmico oxidado, en presencia o ausencia de 1.0 nM
de GnRH.

Para probar si estos efectos se deben a un incremento en la habilidad de los cultivos

para responder a GnRH, el tratamiento se divide en 2 periodos!™!

» Primer periodo.- un reto de 4.5 h, durante el cual en presencia solamente de

GnRH, se liberan de 85-100% de la LH que se espera sea liberada.
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+ Segundo periodo.- un reto de GnRH de 12 h para todos los cultivos para valorar
la habilidad de las células para responder a GnRH siguiendo el tratamiento inicial

de4.5h

Durante el primer periodo, sin los acidos, la GnRH incrementa dieciséis veces la LH
secretada comparada con la basal, y el acido litospérmico no afecta la liberacion
basal de LH, pero disminuye la liberacién estimulada por GnRH de manera

dependiente de la dosis!"!.

i - Liberacion de LHen 4.5 h |
Condiciones Liberacionde LHen4.5h con
ng/pozo 1.0 nM de GnRH
B ng/pozo
Iniciales (control) 86428 1383477
Acido litospérmico 5.0 8349 1020462 l.
ug/mL .|
) 91421 403+10
Acido litospérmico 50.0
ug/mL
Acido litospérmico 350+1 445432
oxidado 5 0 pug/mL
, 159+1 429+92 .
Acido litospérmico i
oxidado 50.0 ug/mL
|

Tabla2 - LH liberada durante 4 5 h de exposicion a: medio inicial, acido litospérmico,

acido litospérmico oxidado, en ausencia o presencia de 1.0 nM de GnRH.
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Mientras que el acido litospérmico oxidado incrementa la liberacion de LH en

ausencia de GnRH y disminuye considerablemente su liberacion en presencia de

GnRH.(tabla 2) 1"

Durante el segundo periodo, en el reto de post-tratamiento de GnRH los cultivos que

anteriormente no se habian tratado con GnRH y fueron expuestos a acido

litospérmico responden de manera similar a los controles. Sin embargo, los cultivos

expuestos a acido litospérmico oxidado tienen una respuesta muy reducida a GnRH

(49% y 1%)!"

Liberacién de LH sin

Liberacién de LH tratadas |

iniciales.

Tabla 3.- LH liberada durante 12 h de reto de GnRH

Condiciones tratamiento con GnRH
+ +
12hderetoa1.0nMde | 12hderetoa 1.0 nM de
GnRH GnRH
ng/pozo ng/pozo
Iniciales (control) 1516+115 708466
Acido litospérmico 50.0 1410+168 708466
ug/mL
Acido litospérmico 1644 56+1
oxidado 50.0 pg/mL

(1nM) para todos los grupos

Los cultivos expuestos a acido litospermico oxidado y GnRH presentan una

liberacion de LH de solo el 8% comparada con la de los cultivos expuestos
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solamente a GnRH; mientras que los de acido litospérmico son equivalentes a el

control . (tabla3)!"

Para comparar las diferencias que existen entre los dos tratamientos se observa el

monto de LH total liberada en cada uno de los casos.

En los cultivos que no recibieron GnRH durante las 4.5 h de exposicion a acido
litospérmico, no existe diferencia en el monto total de LH liberada (4.5 h de

tratamiento mas 12 h de reto a GnRH) comparado con los controles. '

Los cultivos expuestos acido litospérmico oxidado liberan una menor cantidad del

total de LH secretada por los controles (68% y 11%).!'"

LH total liberada LH total liberada tratadas
Condiciones sin tratamiento con 1.0 nM de GnRH
ng/pozo ng/pozo
Iniciales (control) 1603+11 2091+136
Acido litospérmico 50.0 1482+18 1056+45
ug/mL

Acido litospérmico 175413 480+93 E
oxidado 50.0 ng/mL

Tabla 4.- LH total liberada durante ambos tratamientos.



En los cultivos expuestos a GnRH durante el periodo inicial de tratamiento de 4.5 h

el total de LH liberada en los cultivos tratados con acido litospérmico fue de 51% del

total liberado por los controles que reciben solamente GnRH. %!

Los cultivos expuestos a acido litospermico oxidado liberaron solo 23% de la LH

secretada por los controles de GnRH. (tabla 4)

Al final del reto de 12 h a GnRH, los cultivos son examinados microscopicamente,

observandose los siguientes resultados:

114]

Los cultivos expuestos a 5.0 ug/mL de acido litospérmico oxidado aun contienen
muchas células parecidas a fibroblastos, similares a aquellas de los cultivos que

no fueron tratados con acido litospermico oxidado.

Los cultivos expuestos a 50.0 ng/mL de acido litospérmico oxidado tienen pocas

células (<5%) que permanecen con apariencia fibroblastica.

Los cultivos expuestos a 50.0 ug/mL de &cido litospérmico contienen una
proporcion de células redondeadas, no fibroblasticas intermedias entre las de los

controles y las del grupo con 5.0 ug/mL de acido litospérmico oxidado.

Los cultivos expuestos a 50 ug/mL de acido litospérmico no difieren de los

controles en apariencia

N
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Estos resultados indican que el acido litospérmico en su forma oxidada es el que
presenta una mayor capacidad para inhibir la liberacién de LH estimulada por GnRH,
en comparacion con su forma no oxidada, cuya actividad posiblemente se deba a
gue presente cierta oxidacion al entrar en contacto con el medio ambiente. Ademas
se observa que el acido litospérmico oxidado provoca una mayor liberaciéon de LH en

ausencia de GnRH 6 podria deberse a los acoplamientos del principio activo al LH!™!

Lo cual resulta obvio ya que el acido litospérmico (fig. 1), presenta en su estructura
un grupo catecol, el cual al oxidarse pasa a ortoquinona, la cual tiene la capacidad
tanto de polimerizarse como de acoplarse a los aminoacidos histidina, triptofano y

arginina que se encuentran en GnRH, sin un gran impedimento estérico, ya que la

hormona tiene una configuracion mas o menos lineal (fig. 2) ">
e fo] OH OH o]
HO OH © COOH o l N o
o ==
o Z | =
HO R R

Figura 1.- Estructura del &cido litospérmico y el paso de catecol a ortoquinona.

PyroGlu- - =- '+ -Ser-Tyr-Gly-Leu-+r2-Pro-Gly- NH,

Fig. 2.- Estructura de la hormona GnRH!*!

De igual manera el acido litospérmico se acopla al LH impidiendo su detecciéon por

medio del radio inmuno ensayo, lo cual se explicara ampliamente mas adelante.

N
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5.5 DOSIS EFECTIVA

Debido a la gran accion inhibitoria del acido litospérmico oxidado Findley considero
necesario determinar su dosis minima efectiva y la naturaleza de |la respuesta a dosis

menores a la utilizada""!

En 4 h de incubacion ocurre un maximo de liberacion de LH con dosis de GnRH de
aproximadamente 1.0 nM, sin embargo, los cambios citologicos observados en los
cultivos expuestos a acido litospermico oxidado sugieren que es afectada la
membrana celular y tal vez toda la integridad de las células por el acido litospérmico

oxidado!"¥

Como las células pituitarias contienen enzimas que pueden degradar GnRH, se usa
un exceso de 10 veces de GnRH (10.0 nM) para asegurar un maximo de
estimulacion aguda de la liberacion de LH. Igualmente, el tratamiento de 4.5 h se
incrementa a 6 h de duracion para asegurar un maximo de liberacion del LH

almacenado en respuesta a GnRH!"*!
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o LH liberada sin | LH liberada con

Condiciones tratamiento tratamiento
6h de 10.0 nM de GnRH
ng/pozo 6h
ng/pozo _5

Iniciales (control)

92423 | 1672467
Sin acido litospérmico
oxidado
Acido litospérmico 11346 18274259
oxidado 0.05 ug/mL
10046 1607469
Acido litospérmico
oxidado 0.5 ug/mL 20546 1055+21

Acido litospérmico
oxidado 5.0 pg/mL

Tabla 5.- LH liberada durante 6 h de exposicion a 0.05, 0.5 0 5 ug/mL en ausencié o]
presencia de 10.0 nM de GnRH.

En ausencia de GnRH los cultivos expuestos durante 6 h a 0.05 0 0.5 ug/mL de acido
litospérmico oxidado liberaron montos comparables de LH basales. Sin embargo, con
5.0 ug/mL de acido litospérmico oxidado se obtiene un incremento en la liberacion de

LH!™

En presencia de 10.0 nM de GnRH con 0.05 y 0.5 png/mL de acido litospérmico
oxidado, se alcanza la misma respuesta de LH que la que se observa solamente con
GnRH. Los cultivos expuestos a 5.0 ug/mL de acido litospérmico oxidado liberaron

solamente 63% del LH de los controles de GnRH!'?! (tabla5)
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Siguiendo el tratamiento de acido litospérmico oxidado. todos los cultivos fueron
expuestos a 10.0 nM de GnRH por 12 h. Las células previamente expuestas a 0.05 o
0.5 pug/mL de acido litospérmico oxidado en ausencia de GnRH liberan el mismo
monto de LH que los controles. Sin embargo, aquellos previamente expuestos a 5.0
ng/mL de acido litospérmico oxidado secretan solamente el 69% de la LH liberada

por los controles! !

Con células previamente expuestas a GnRH, tratadas también con 0.5 0 5.0 ug/mL
de acido litospérmico oxidado, las respuestas de LH al post-tratamiento del reto a
GnRH fueron ligeramente elevadas comparadas con aquellas tratadas con 0.05

ug/mL de &cido litospérmico oxidado durante el periodo de tratamiento!'? (tabla 6)

|

l LH liberada sin LH liberada con |
Condiciones tratamiento tratamiento de GnRH
+ +
12hderetoa10.0 nM de | 12 h de reto a 10.0 nM de
GnRH GnRH
ng/pozo ___ng/pozo
Iniciales (control) |
1727+135 260+2
Sin acido litospérmico
oxidado
Acido litospérmico 18364209 261432
oxidado 0.05 pg/mL |
Acido litospérmico 1739+135 353134
oxidado 0.5 pg/mL
Acido litospérmico 11944139 392+42
oxidado 5.0 ng/mL

Tabla 6.- LH liberada durante 12 h de reto a GnRH (10nM) para todos los grupos de
experimentacion.
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El total de LH secretada durante el periodo de tratamiento y el post-tratamiento en el
reto de GnRH se le llama LH “liberable”, que es idéntico para todos los grupos que
recibieron 0.05 o 0.5 ng/mL de acido litospérmico oxidado (1800+250). Sin embargo,
los dos grupos que recibieron 5.0 pg/mL tienen un reducido LH total liberable

(1400+56) "%

Un examen microscopico de los cultivos al final del periodo de tratamiento de 6 h
revela células con apariencias morfolégicas similares en todos los cultivos. No se
observan diferencias en la viabilidad entre los grupos al final de las 12 h de reto a

GnRH!™I

En conclusion las células que han sido pretratadas con acido litospérmico oxidado
liberan mucho menos LH en respuesta a GnRH. Un alta dosis de acido litospérmico

oxidado (50.0 ug/mL) previene la liberacién de la mayoria de la LH intercelular. Una

menor dosis (5.0 ug/mL) también reduce el total liberado!"¥!

Sin embargo, en presencia de esta dosis, la liberacion basal de LH se ve muy
incrementada, también sugiriendo una alteracion en la membrana celular. En suma,
se observa que una exposicion prolongada a acido litospérmico oxidado resulta en la

liberacién de una mayor porcién de LH en ausencia de GnRH!"*!

Por lo tanto la exposicion a Lithospermum reduce liberacion de LH estimulada por

GnRH e incrementa la liberacion basal de LH!"!.
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Ademas del cambio en la morfologia celular al final de 12 h de reto a GnRH en
cultivos expuestos a 5.0 pg/mL de acido litospérmico oxidado, la viabilidad de las

células no parece ser afectada''.

Esto indica que los cambios en la liberacion de LH causados por el &cido litospérmico
oxidado no se deben precisamente a un efecto citotéxico, sino al acoplamiento del
acido litospérmico oxidado con el GnRH, pues las ortoquinonas presentes en el acido
litospérmico oxidado ademas de acoplarse con la hormona se polimerizan, lo cual
impide que se una a su receptor en las células pituitarias impidiendo que induzca la

produccién de méas LH!',

De igual manera, la cantidad de LH en este experimento al ser medida por un radio
inmuno ensayo, es especifica Gnicamente para la molécula de LH, no para los
posibles compuestos que puede formar, lo que también tenderfa a indicar los

montos menores de LH libre!™,

Esto se debe nuevamente a que las ortoquinonas del 4cido litospémmico, al igual que
de ofras moléculas activas del Lithospermum reaccionan tanto con GnRH como con
LH y FSH, debido a que en su estructura molecular se encuentran los aminoacidos,
metionina, cistidina, triptofano, asparagina, glutamina, lisina, arginina y histidina, con
poco impedimento estérico!'*¥4%,

PyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly- NH,

Fig. 3.- Estructura de la hormona GnRH™®,
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5.6 CONSTITUYENTES FENOLICOS DEL Lithospermum officinale y ruderale

La actividad antigonadotrépica de los preparados de extractos frescos de
Lithospermum officinale y ruderale, obtenidos bajo condiciones estandarizadas,
muestra grandes diferencias con dependencia del afio de cosecha, por ejemplo por

influencia climatica. Esto se entiende si los responsables de su actividad son

ingredientes secundarios de la planta’®.

La actividad antihormonal del FDE depende también de las condiciones de
preservacion, ya que cuando se mantiene seco y en la oscuridad, conserva una
actividad constante incluso después de 10 afos. Al contrario, se tiene una
disminucion de la actividad marcada y relativamente rapida cuando la botella obscura
con el FDE se abre 5 o 6 veces, presumiblemente resultado del incremento de

humedad. Por lo que el FDE debe ser mantenido seco usando silica gel®*?,

Por la importancia que representa el Lithospermum se han hecho investigaciones

sobre los efectos del calor, condiciones de extraccidn y reacciones de precipitacion'®.

Una reaccion que nos indica la importancia de la oxidacion del FDE del
Lithospermum es la completa perdida de actividad que se observa cuando se
previenen las reacciones de oxidacion con acido ascoérbico o N2 durante el proceso

de extraccion®?!
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Por otro lado cuando el FDE en solucion es expuesto al calor, su actividad
permanece sin alteraciones; en cambio, |la exposicion al calor después o durante la
extraccion produce extractos inactivos. Esto indica que la generacion de estos

productos de oxidacion con actividad bioldgica es controlada enzimaticamente!™.

La precipitacion de taninos con narcotina o Pb **, no deja una actividad antihormonal
en el sobrenadante, esta correlacion entre la reaccidn tanino positiva y la actividad
antigonadotrépica del Lithospermum indica que el compuesto activo esta formado a
partir de precursores fendlicos como el polifenol &cido litospérmico, como ya se habia
indicado anteriormente. Sin embargo esta actividad también puede deberse a la
accion de otros compuestos de este tipo presentes en la planta, por lo que es
importante conocer cuales son estos y si presentan actividad antigonadotropica. Para
esto es necesario obtener un enriquecimiento de dichos compuestos fenélicos en
solucion y entender mejor su comportamiento, por lo que son extraidos con
diferentes solventes organicos a partir de las hojas pulverizadas del

Lithospermum'>?.
Los extractos producidos con metanol, etanol o DMSO tienen un gran contenido de

sustancias fendlicas, como lo revela un TLC, sin embargo la actividad

antigonadotrépica se encuentra solamente en las fases etéreas del FDE!®?!
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Una comparaciéon de los diversos extractos de TLC muestra que el material que
permanece al principio parece ser comun en todas las fracciones activas y muestra
reacciones fendlicas, por lo que se asume que representa a compuestos

polifendlicos o productos fenolicos de oxidacion altamente polares!®!.

Sin embargo la separacion o identificacion de estos compuestos poliméricos por TLC
o exclusion cromatografica no es posible debido a su inestabilidad e insolubilidad, por
lo que la separacion de estos compuestos se hace en fracciones inactivas ricas en
precursores fenadlicos, la separacion de estos extractos por TLC muestra una
disminucion en el contenido de fenoles y un incremento en el material cerca del
inicio. De esta manera varios constituyentes fendlicos de la planta pueden ser
identificados en diferentes extractos etéreos del Lithospermum a través de

compuestos de referencia y espectroscopia ultra violeta!®?.

Se prueba la actividad de cada uno de estos compuestos, al administrarselos a
grupos de ratas, solo o conjuntamente con PMSG, teniendo grupos control , para

posteriormente observar las consecuencias que presentan sobre su peso ovarico'>?!

La tabla 7 muestra la inhibicion de los efectos del PMSG por diferentes

constituyentes vegetales. Varios compuestos disminuyen la actividad del PMSG,

pero solamente el acido rosmarinico muestra una completa inhibicion!®?!
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~ Compuestos NaCl PMSG | PMSG20 IU [ PMSG20 IU |
, fendlicos . 0.9% 201U | + -
I ! | 0.5uMdel | 0.05uM del
o | compuesto | compuesto
|« Catecol 16+1 111413 | 2843 66+10
| « Hidroquinona 16:+1 111413 | 14+ 54+9
« Acido cinamico 15+1 82+7 99+8 -
|« Acido caféico 14+1 125413 | 20+1 5745
« Acido ferulico 1741 120+17 | 13849 2
o Acido clorogénico 1441 125+13 33+4 67+10
« Acido rosmarinico 14-1 125-13 17+2 22-3
Acido litospérmico 14+1 10149 2942 9417
| sLuteolin-7p- 19+1 13248 |  27+1 124748
| glucuronido l

Tabla 7.- Actividad antigonadotropica de diferentes constituyentes fendlicos de la

planta con respecto al peso ovarico [mg].

Sin embargo, incluso la actividad de 0.05 uM (= 36 ug) de acido rosmarinico, no
puede explicar por completo la eficacia de los extractos vegetales mas activos. Estos
efectos adicionales pueden deberse a un aumento en su actividad por otros
compuestos!®?.

La actividad del acido rosmarinico oxidado o &acido caféico oxidado, puede ser
incrementada por la adicién de iones Mn®*, al igual que con iones Cu®** (o Zn®"),

mientras que iones Fe?*, Mg®*y Ca®* no tienen efecto®?.

Mas de un aditivo incrementa la actividad biolégica de una mezcla de fenoles, por
ejemplo 1ug de 4% de acido rosmarinico oxidado en combinacion con 1 pg de

catecol inhibe completamente los efectos de 20 IU de PMSG, lo mismo se muestra



para la combinacion de 10ug del 10% de acido rosmarinico oxidado con 10 ug de

catecol de acido caféico®!

Este incremento en la actividad puede ser explicado por la formacion de complejos

donador-receptor, formados a partir de las ortoquinonas con fenoles inoxidados™® 52

Esto indica que la oxidacién natural por fenoloxidasas del acido litospérmico puede
ser sustituida por un tratamiento con iones Mn?*, usando KMnO, o con difenoles no
oxidados, lo que da como resultado componentes fendlicos oxidados con una gran
eficacia biolégica como son el acido caféico, cloragénico, rosmarinico y el luteolin-7-

glucuronido, precursores activos de la planta'sz'_

Por lo tanto el acido litospérmico no es el unico principio activo del Lithospermum,
sino que también muchos otros compuestos en esta planta presentan una
importante actividad antigonadotropica, como el acido rosmarinico y muchos otros
constituyentes vegetales que revelaron ser compuestos con una gran actividad, la

cual se debe precisamente al grupo catecol presente en su estructura®®*?
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Ya que al oxidarse, este grupo catecol, se transforma en una ortoquinona, que es un
compuesto con una gran actividad, que reacciona para regresar a su estado 3,4-

dihidroxilado mas estable!™"

Fig. 5.- Reaccion de oxido-reduccién de catecol a ortoquinona'™

Estas ortoquinonas actuan principalmente sobre la porcion proteica de las hormonas

FSH, y LH para formar un aducto de alto peso molecular, deformando su estructura

impidiendo asi su acoplamiento a sus receptores correspondientes'”!,
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5.7 OTROS CONSTITUYENTES DEL LITHOSPERMUM officinale y ruderale.

Nahrsted y Winterhoff han hecho estudios para determinar otros principios activos del
extracto de Lithospermum, asi como sus estructuras moleculares, para poder
conocer si las mismas nos ofrecen alguna clave en su mecanismo de accién y poder
promover su uso con propésitos terapéuticos. Y ya que los extractos de
Lithospermum muestran actividad antigonadotropica a partir de oxidacion por
enzimas vegetales, se ha utilizado el acido caféico oxidado con KMnO,4 como uno de
los componentes para preparar compuestos activos en una alta proporcién para
poder aislarlos y elucidar su estructura, asumiendo que son al menos similares si no
idénticos a los extractos de las plantas. Esto es necesario ya que los intentos para
aislar las estructuras activas de los extractos crudos de la planta han fallado debido
a su baja concentracion y a la inestabilidad de los compuestos en los extractos

crudos®’.

Las investigaciones han demostrado que la actividad no es ejercida por el primer
producto de oxidacion, la cafeoquinona, pero si por los productos que surgen de la
cafeoquinona. Por lo que estos se han aislado con un sistema de HPLC optimizado
que permite la separacién y purificacion de dos nuevos derivados de ciclolignanos
activos, de una mezcla de sustancias obtenida después de la oxidacion de acido
caféico con KMnO,. Igualmente se ha desarrollado un método para obtener estos
compuestos en una alta proporcién, y pemitir la elucidacion de su estructura por

métodos espectrométricos®’).
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En el patrén de elusion de HPLC las siguientes sustancias fueron colectadas de 10

corridas y obtenidas en los montos indicados’’!

5 KS!
! £ FHG
! !
| et ¥S
; | 137 wSK
| ; i
| _‘ ' I £ KsSH i
1 E "
; _IE :I | ! i |
| i it j i
| | I
! | Fi
! | y i ' '
1 t :’
g & B | i
2 f ! H :
I. 1
N ! |
} | 'l I | | |
f', | f v ! ! !'-|I il h
f o \ ,’j \ j I" [ r 1 ! ; !
ot . S J-I v i 5 4 " ] ~ V\-. ) l. _."'
\\\ - \\- Ny oo LS e
y RIS N Y r . ._.-.-_.Ib.ﬁ-..
'3 vE 20 2K R imr,
Fig 6.- Grafica de la corrida de HPLC™"!
| Productos de R Monto
oxidacion | colectado |
Compuesto | 11.5 min | 240mg
(1) 137min | 50mg
Compuesto | 19.5 min |  7.5mg |
| Compuesto I 24.7 min 12.5mg
| Compuesto IV
(2)
s — = S SR,

Tabla 8.- Patron de elusidn de acido caféico oxidado con 0.2 equivalentes de

KMnQ4(20 % oxidado) *’!
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La actividad antihormonal de los compuestos es probada contra gonadotropina sérica
(PMSG) y hormona luteinizante (LH), lo que muestra actividad en los compuestos | y
IV y que las dosis de los compuestos | y IV de 0.9 y 0.09 ng abaten completamente el
efecto estimulante de 0.05 IU PMSG, en comparacion con el acido caféico oxidado
que tiene un ligero efecto toxico en dosis mayores de 0.9 ng y una dosis menor de

0.09 ug no suprime la estimulacion de 0.05 IU PMSG™"!.

La actividad contra LH es restringida solamente por el compuesto |, ambas dosis de
este compuesto bloquean completamente la liberacion de testosterona inducida por
LH, sin embargo ni el acido caféico oxidado o el compuesto IV muestran alguna

actividad contra LH"®"!

Para obtener la estructura de estos compuestos activos, se utilizan métodos
espectrofotométricos tales como RMN-H', y RMN-C'3.

Los cuales arrojan la siguiente informacidn para el compuesto | que es mas polarl3?':

e agrupacion de fenoles libres.

e« masa molecular relativa de 358 uma.

» 8 protones, 6 en la region aromatica entre 6.4 y 7.6 ppm.

« 2 protones vecinales en la region alifatica entre 3.9 y 4.6 ppm

« 3 protones a 6.45-6.67 ppm correspondientes al entorno del anillo original

sustituido de acido cafeico.
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e 2 singuletes a 6.95y 7.59 ppm que indican dos protones aromaticos aislados
e 18 senales de carbono.
¢ 2 en laregion alifatica a 45-50 ppm.

« 2 carbonos a campo bajo (168,173 ppm), indicativo de dos grupos carboxil.

Asi el compuesto | aparece como un derivado dimérico de acido caféico sin ninguna

pérdida de atomos de carbono’®’!

Para el compuesto IV los estudios espectrofotométricos sefialan’®!

agrupacion de fenoles libres.

masa molecular relativa de 312 uma

7 protones en la region aromatica

3 protones a 6.81-6.98 ppm correspondientes al entorno de un anillo inalterado de

acido caféico.

17 senales de carbono a campo bajo entre 109 y 179 ppm.

ausencia de una segunda resonancia de carbonil comparada con el compuesto 1

posee dos centros quirales, sin embargo es opticamente inactivo

Para este compuesto la diferencia en la masa molecular de 46 daltons, soporta la

pérdida del grupo carboxilo y la ganancia de un doble enlace mas"’!
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Las estructuras finales indican que los compuestos | y IV semejan los ciclolignanos y
ariltetralinas; de acuerdo a la numeracion usual de ciclolignanos, el compuesto 1 es
2,3-dicarboxy-6,7-dihidroxy-1-(3",4 - dihidroxi)-fenil-1.2-dihidronaftaleno y el 2 es 3-
carboxi-6,7-dihidrpxi-1-(3°,4 "-dihidroxi)-fenilnaftaleno. Los ciclolignanos como los
compuestos 1 y 2 son nuevos compuestos. Ambos derivados de naftaleno pueden

provenir del &cido caféico por oxidacion por via del mecanismo mostrado®’:

HOW COOH HO. y . _COOH+  HO. . COOH
B [l — P o
o N =X O/\V oPNF 5

H
HO P COOH COOH
' -
Vi COOH "t cooH
H
HO
(o] OH
HO.__~ N COOH HO._~_ -\ ~COOH
H | |
S
HO COOH HE o P
i 2H co, |
X
0N .
OH OH
1 2

Fig.7 Mecanismo de la formacion del compuesto |y IV

Después de la formacion del compuesto | en una solucion ligeramente alcalina (pH
7.5-8) la tendencia a aromatizar puede conducir a la decarboxilacion del carboxil C-3
y a la deshidrogenacion introduciendo un doble enlace 3 4 para formar el compuesto

Al
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La obtencién de estos compuestos activos nos afirma que el sistema acido
caféico/KMnO; es wuna buena herramienta para obtener compuestos
antigonadotrépicos derivados de acido caféico, ya que trabaja de manera similar al
sistema acido caféicoffenoloxidasa generando derivados antigonadotrépicos del

acido caféico™”.

La actividad de estos compuestos se debe nuevamente a la presencia del grupo
catecol y la formacion de ortoquinonas. La interaccion de estos grupos ortoquinona,
principalmente sobre FSH y LH, se debe a que estan formadas por dos cadenas de
aminoacidos, alfa y beta, de las cuales la subunidad alfa es igual en ambas
hormonas, y es sobre la cual las ortoquinonas actian, ya que reaccionan con los
grupos amino e imino de los aminoacidos presentes en estas hormonas. Asi como se

explico su interaccion con GnRH?®7 48]

all «l3

Fig. 8.- Estructura proteica de las hormonas LH y FSH*®
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5.8 PERSPECTIVAS PARA EL USO ANTIGONADOTROPICO DE Lithospermum

officinale y ruderale.

La actividad antigonadotropica del Lithospermum es importante puesto que plantea
una alternativa a los métodos anticonceptivos tradicionales, dando la opcion de un
meétodo anticonceptivo efectivo basado en productos naturales que implica nulos

efectos adversos.

El Lithospermum funciona a nivel hormonal, pero a diferencia de los anticonceptivos
hormonales tradicionales que suministran suplementos hormonales para inhibir la
ovulacion, los cuales por el exceso de hormonas suministradas pueden tener efectos
secundarios y en casos agudos promover el cancer de matriz o de seno; el
Lithospermum no es un suplemento hormonal que pueda afectar otros sistemas, si
no que actua directamente sobre las gonadotropinas, principalmente LH y FSH,
inhibiendo la cascada hormonal que activa las funciones basicas de la reproduccion,
lo cual hace que no presente efectos adversos, ya que en cuanto se deja de

administrar su actividad terapéutica desaparece!®'?1314

Esta reduccion hormonal causada por Lithospermum también es util para el
tratamiento de tumores mamarios dependientes de hormonas, ya que al disminuir y
controlar la concentracion hormonal en el cuerpo del paciente se previene una mayor

expansion del tumor'®!
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LH
Foliculo
Estréogeno ‘ ’ Progesterona
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Menslruaclén

HIPOFISIS

Fig. 9.- Ciclo hormonal reproductivo, donde el Lithospermum actta a nivel de LH y FSHU'?

De igual manera, el uso regular del Lithospermum o sus moléculas relacionadas
como método anticonceptivo podria prevenir en gran medida el desarrollo de cancer
con dependencia hormonal en pacientes con predisposicion, al disminuir las
concentraciones hormonales que promueven su aparicion, desarrollo y expansion; en

lugar de promoverlos como lo hacen los anticonceptivos de tipo hormonal.

En cuanto a su aplicacidn médica es importante continuar los estudios para poder
especificar y unificar las dosis necesarias para los diversos efectos que presenta
esta planta, asi como darle una formulacién farmacéutica adecuada para su

administracion.
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VI. PROPIEDADES ANTITIROIDEAS

DE

Lithospermum
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6.1 EFECTOS ANTITIROIDEOS DEL Lithospermum officinale Y ruderale

Se ha probado que tanto el Lithospermum ruderale como el Lithospermum officinale
tienen efectos antitirotrépicos ademas de antigonadotropicos, pues estas plantas son
capaces de causar una disminucion en los niveles de TSH de suero y pituitaria
después de una sola inyeccion, inhibir el transporte de iodina tiroidea “in vivo”, la
secrecion de hormona tiroidea y la deiodinacion de iodotironina; asi como de
inactivar las gonadotropinas pituitarias, PMSG, CG, y TSH, sin embargo no afectan

las acciones de GH. ACTH, insulina y hormonas de la pituitaria posterior®>>'!

Al investigar en ratas la actividad del FDE de Lithospermum se observa que cuando
se administra junto con TSH, bloquea el incremento inducido por esta hormona en la
actividad endocitica de las glandulas tiroideas, seguida por una fuerte declinacion de
los niveles de hormonas tiroideas. La eficacia del extracto para bloquear la secrecion
tiroidea, se ha comparado con la del yoduro de potasio mostrando que el efecto del
FDE de Lithospermum tiene una accion mas rapida y de mayor duracion, lo que
sugiere que es posible que tenga un diferente modo de accién que el Kl, por lo que
se ha discutido una interaccion especifica entre el TSH y los constituyentes activos
de los extractos de la planta, ya que Lithospermum reduce la secreciéon de hormona
tiroidea e incluso los niveles sericos de TSH. De igual manera el Lithospermum es un
fuerte depresor de la bomba de yoduro pero no inhibe el proceso de organificacion

como lo hacen los farmacos feniltiouracil y mercaptoimidazol™'!
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Los experimentos con ratas tirectomizadas y T4 substituidas han mostrado un efecto
farmacodinamico adicional del FDE de Lithospermum una inhibicion en la
deionizacion periferica de T4. Esto se debe a la inhibicion de la actividad de la
iodotironina desiodinasa en el higado de manera comparable con el tiouracil,

bloqueando la generacion de la actividad de T3 asi como su actividad regulatoria'>>".

Se ha encontrado que los constituyentes activos son dimeros fenélicos de &cido
rosmarinico, acido elagico y luteolin-7p glucésidos. Estos estan cancentrados en la
fraccibn mas activa, en el FDE en solucién acuosa. A diferencia del efecto
antigonadotropico y antitirotrépico, la oxidacion de los componentes activos de
Lithospermum causan un dramatico decremento en la inhibicién de iodotironina
deiodinasa. La inhibicion total de la deiodinasa por los extractos de la planta no
puede ser explicada solamente por los tres compuestos anteriores, ciertamente los
flavoniodes difendlicos, incluyendo luteonina, apigenina, quercentina son también

potentes inhibidores de la iodotironina deiodinasa®!.
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6.2 ACTIVIDAD ANTITIROIDAL DEL Lithospermum officinale Y ruderale

Debido a las actividades encontradas en el FDE del Lithospermum se ha hecho
necesario descubrir el mecanismo por el cual ejercen su accion antitirotropica,
inhibiendo la accion del TSH exégeno y enddgeno en las glandulas tiroideas de los

conejillos de indias, pollos y ratas!®®!

El FDE de Lithospermum produce la inhibicion del acoplamiento de TSH a
membranas tiroideas (TMP), aproximadamente con 10-30 ug/mL del FDE activo por
50 mUI /mL de TSH; y su potencia disminuye en un quinto en presencia de NaCl.
Esta inhibicion no se debe a un acoplamiento irreversible del FDE a TMP o darfio al
receptor de TSH, ya que después de un lavado las membranas vuelven a su
actividad normal. Al hacer una cromatografia de tamizado molecular en Sephadex G-
100 del FDE con TSH, este es desplazado hacia un mayor peso molecular (30,000),
la cromatografia en presencia del NaCl hace que solamente la mitad del TSH sea

desplazado'?!

El FDE del Lithospermum también tiene efecto sobre la respuesta del adenilato
ciclasa al estimulo de TSH, pues a concentraciones de 20 a 40 ug/mL, inhibe el
efecto estimulante de 4 mU TSH/mL en un 26-43% sin afectar la actividad basal de
adenilato ciclasa, y a mayor concentracion (200ug/mL), el FDE disminuye la

concentracion basal de AMPc estimulada por TSH en mas del 80%!%°!
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Fig 1- La umidn de la TSH a su receptor da lugar a la activacion de la enzima adenilato ciclasa, a través de las proteinas G. El

resultado es el aumento en la produccion de AMP ciclico en las celulas foliculares, con la consecuente activacion de fa funcion

hormonal, '’

Estos datos indican que algunos componentes del FDE activo forman un aducto con
el TSH haciendo a la hormona incapaz de acoplarse a su receptor; inhibiendo la
activacion del adenilato ciclasa gue induce el TSH. Estos efectos explican las

acciones antitirotropicas del FDE demostradas “in vivo'®?!

En un intento para identificar los componentes responsables de la actividad
antitirotropica del FDE de Lithospermum se ha demostrado que sus interacciones no
se deben a lectinas vegetales, pues su actividad no es afectada por calentamiento o
tratamiento con ftripsina o proteasa bacterial, condiciones en las cuales no

mantendrian su actividad y en las que la actividad del FDE permanece estable!>®!

Por otro lado se ha encontrado gue los constituyentes activos de la planta, acido
cafeico, acido rosmarinico, acido clorogénico y acido elagico, previenen la union de
TSH a su receptor al producirse la autooxigenacion de una ortoquinona que se

combina con la porcion protéica del TSH!

78



19

63 PRINCIPIO ACTIVO DE ANTITIROTROPICO DE Lithospermum officinale Y

ruderale

Para conocer cuales son las sustancias presentes en el Lithospermum responsables
de su actividad antitirotropica, se realiza una cromatografia en gel del FDE (10mg) y
se eluye con agua destilada, las fracciones que se obtienen son de la 7 a la fraccion
17 no coloridas y de la 18 a la 28 coloridas, al principio ligeramente amarillas
aumentando su color hasta café oscuro (fraccion 22), y disminuyendo a ligeramente
amarillas (fraccion 28). Las fracciones 29 y 30 nuevamente no son coloridas. Todas
las fracciones presentan una actividad inhibitoria del TSH independientemente de su

color. y desplazan el patron de elusion de TSH'®!

Estos principios activos del FDE tienen un peso molecular aparente mayor de 3,500
Da, lo que esta de acuerdo con los estudios previos de cromatografia de filtrado
molecular sobre la actividad antitirotropica y antigonadotropica del FDE, cuya
actividad se encuentra en las fracciones de color oscuro de peso molecular entre

3,500-12.500 Da"®

Para conocer la actividad de estos compuestos, se estudian los efectos de
compuestos puros identicos o estructuralmente relacionados a los aislados de
Lithospermum, y se observa que su actividad inhibitoria requiere de una auto-
oxidacion de los principales compuestos, y esta es asociada en la mayoria de los

casos con el desarrollo de coloracion café oscuro de las soluciones stock!®!
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6.4 PRUEBAS DE ACTIVIDAD DE COMPUESTOS 3.4 DIHIDROXILADOS

La relacion entre la formula estructural de algunos compuestos probados y su
habilidad para inhibir el acoplamiento de TSH se presenta en las tablas 1, 2 y 3. Los
valores de inhibicion media maxima del acoplamiento de TSH (IDsg) son calculados
después de probar el efecto de cada compuesto en cuatro diferentes

concentraciones, 10, 25, 50 y 100 ug/mL y graficando los resultados en una escala

semilogaritmica'”

Son activos solamente aquellos compuestos que contienen grupos 3,4-dihidroxi no
sustituidos que contienen en la posicion 1 del anillo aromatico sustituciones con CH»-
COOH (acido 3, 4-dihidroxifenilacetico), -CH=CH-COOH ( acido caféico), y -CH,-CH-
NHCHj3 (deoxi-epinefrina), pero pierden su actividad cuando en esta misma paosicion

se encuentran los grupos -H, -COOH. o un grupo CH,-CH,-COOH (Tabla 1) 1*!

Por otro lado el adenocromo, un producto de oxidacion de epinefrina, es muy potente
en cuanto a su habilidad para inhibir el acoplamiento de TSH (IDsg. 30 pg/mL),
mientras que el bitartrato de epinefrina es inactivo a concentraciones arriba de

100ug/mL, probablemente porque el bitartrato previene su auto oxidacion!®!

El acido tanico (CzHs2046), que tiene una estructura relacionada, también es activo

(IDsg. 100 pg/mL) cuando se auto oxida'!
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~
5 3 |
1
Reactivo 1 2 3 4 5 % de 1050
Inhibicién | (ug/mL)
con 100
ug/mL
Catecol 0 -
Resorcinol -H -OH H -OH -H 0
Acido 3 4-dihidroxi-benzéico - 0 -
Acido 2,3-dihidroxi-benzéico -COOH -OH | -OH H -H 0 =
Acide 3 L-dindrox-ferilacetice k-CO0H H ig: Ok - 55
Acido 3-hidroxi-4-metoxi-fenilacético -CH,COOH -H -OH | -OCH, -H 0 | -
Acido cinamico -CH=CH-COCH -H -H -H -H 0 I
Acido o-cumarico -CH=CH-COOH -OH -H -H -H 0
Acido m-cumdrico -CH=CH-COOH -H -OH H -H 0
Acido p-cumarico -CH=CH-COOH -H -H -OH -H 0 -
Sewdo cateic SH=CH-CO0H H TH OH H G5
Acido fertlico -CH=CH-COOH -H | -OCHy | -OH -H 0 -
Acido 3-hidroxi-4-metoxi-cinamico -CH=CH-COOH -H -OH | -OCH, -H 0 =
Acido sinapico -CH=CH-COOH -H | -OCH; | -OH | -OCH; 0 -
Acido hidrocaféico : # ] -
Jenx-gpnetn H 4 o] 0 =
Agenocromo o CH N H H H H ac
Epinefrina bitartrato (C4 06 H5) -CH; -CHy- | -H -OH -OH -H 0 2
NHCOH

Tabla 1. Efecto del acoplamiento de TSH a membranas tiroideas humanas de una serie de sustancias.
Azul - compuestos 3.4-dihidroxi que presentan actividad

Rojo.- compuetos 3,4-dihidroxi que no presentan actividad '
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También son activos los esteres de acido caféico (acido 3 4-dihidroxicinamico), los
acidos rosmarinico y clorogénico, presentes en la planta con FDE activo asi como el
acido nordihidroguarético que es estructuralmente relacionado. Pero se pierde la
actividad inhibitoria con la metilacion de grupos 3- y 3'-hidroxi, como en la curcumina

(Tabla2)®!

Otro constituyente vegetal, el acido elagico, el cual es estructuralmente relacionado

con el acido 3 4-dihidroxicinamico, pero no derivado, es un inhibidor mas potente

(IDso, 20 ug/mL) (Tabla 2) !

Las chalconas y flavonoides, otros derivados de acido cinamico, como la floretina
(2,4,4" B-tetrahidrodehidrochalcona);, 2,4 4 -trihidroxichalcona, apigenina (4°,5,7-
trihidroxiflavona), apigenin-7f-glucosido, luteolina (3°,4°,5,7- tetrahidroxiflavona),
luteolin-7p-glucésido, quercetina (3.3",4°,5,7-pentahidroxiflavona), y aureusidina
(3,3".4" B-tetrahidroxiflavona), son inactivos, incluso los compuestos que poseen

grupos hidroxi en posicion 3™y 4'- (Tabla 3) °!

Otros compuestos estructuralmente relacionados pero inactivos son esculetina (6,7-
dihidroxicumarina), quinalizarina (1,2,5,8-tetrahidroxiantraquinona) y 5,8-dihidroxi-

1.4-naftoquinona’.



& o % de Inhibicién | D50
F?“ Q:y” con 100 pg/mL | (ug/mL)
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55 80
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o | o
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OH i

H
H
@ﬂ i 55 80
C——CH—CH—CH,
H |

i Acido norhidroguarético

= ]

CHmC—C CH—c—CH CH

| O Curcumina

98 20 [
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Tabla 2. Efecto del acoplamiento de TSH a membranas tiroideas humanas de una serie de sustancias.
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Tabla 3.- Efecto del acoplamiento de TSH a membranas tiroideas humanas de una serie de

sustancias

Nuevamente encontramos que los compuestos responsables de la actividad
antitirotrépica de Lithospermum son los mismos principios activos de su actividad
antigonadotropica, todos con la presencia de un grupo catecol en su estructura

molecular'®!
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6.5 COMPARACION DE LOS COMPUESTOS PUROS CON EL FDE?>10.1836]

Estos estudios con compuestos puros identifican algunos de los principios activos

dentro del FDE o sus precursores, esto se basa en que dichos compuestos tienen

propiedades muy similares a las de los principios antitirotropicos en el FDE activo'!

Los ocho compuestos 3 4-dihidroxilados que presentan actividad son
estructuralmente relacionados con el acido cinamico e inhiben el acoplamiento de
TSH a membranas tiroideas humanas. Cuatro de ellos, el acido caféico, rosmarinico,
clorogénico y elagico, estan presentes en las plantas, mientras que otros cuatro que
son el acido 3,4-dihidroxifenilacético, acido 3 4-dihidroxicinamico, deoxiepinefrina y
acido nordihidroguarético, estan estructuralmente relacionados y no se encuentran

en la plantal®!

Estos compuestos fueron inactivos al ser probados por Auf'mkolk directamente, pero
se vuelven activos cuando se permite que experimenten una auto oxidacion. Con los
ocho compuestos, la inhibicién maxima del acoplamiento de TSH requiere cantidades
de producto oxidado equivalentes a 20 - 80ug/mL (60-195 uM) del compuesto
original. La concentracién inhibitoria media maxima para los acidos caféico y elagico
se incrementa de 2 a 4 veces cuando los experimentos se realizan en un medio que

contiene 50 mM de NaCl una propiedad similar a la desarrollada por el FDE"®!
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Otra similaridad entre estos compuestos y el FDE, es el hecho de que el FDE activo
y los productos oxidados de los acidos caféico, rosmarinico y elagico inhiben el
acoplamiento de TSH a TPM sin dafarla o alterarla, de manera proporcional a la

dosis”!

Como el FDE, la potencia inhibitoria de acido caféico oxidado también es estable a
ebullicion y no dializable a través de una membrana con un corte de peso molecular
de 3,500 Da. Pues como se ha mostrado con el FDE, cuando el TSH es preincubado
con productos de oxidacion de los acidos caféico y elagico, su patron de elusion se
desplaza a un peso molecular de 3,000 Da en una cromatografia de tamizado

molecular’®!

Este aumento en peso molecular encontrado en el THS después de su interaccion
con el FDE, se debe a la polimerizacién de las ortoquinonas presentes en el
Lithospermum, que con este proceso y su union al TSH buscan recuperar su

estabilidad!
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6.6 INTERACCIONES DEL FDE Y LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

Para averiguar si los compuestos activos del FDE interactian con la proteina o el
entorno de los carbohidratos del TSH, Auf'mkolk ha realizado estudios de sus
efectos en el acoplamiento y la conducta cromatografica de TSH deglicosilada (dg-
TSH). Los efectos son similares a los observados para TSH intacta, sugiriendo que el

FDE no interactua con el entorno de los carbohidratos de TSH!?!

La preincubacion del TSH y la dg-TSH con el FDE activo o los productos de
oxidacion de acido caféico o rosmarinico presenta una gran disminucion de su

actividad en el ensayo de McKenzie en ratones'.

Estos resultados indican que las ortoquinonas, productos de oxidacion de acidos 3,4-
dihidroxicinamicos, tienen una actividad antitirotropica similar a la del FDE, esto se
debe a que las quinonas se pueden combinar con ciertos residuos de aminoacidos
de las proteinas haciendo que los compuestos activos formen un aducto con la TSH
o la dg-TSH haciéndolas incapaces de acoplarse a su receptor y de estimular la

liberacion de radioiodina sanguinea en el raton'?

Las ortoquinonas, derivados de acido 3 4-dihidrocinamico se combinan con la
proteina, mas que con el entorno de carbohidratos del TSH, produciendo uno o

varios productos cuya actividad antitirotrépica es disminuida o perdida®’
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Esta combinacién de las ortoquinonas del Lithospermum, con la parte proteica del
TSH, se debe a que el TSH, al igual que FSH y LH, esta formada por dos cadenas
de aminoacidos, alfa y beta. de las cuales la subunidad alfa es igual en las tres
hormonas, y es sobre la cual actuan las ortoguinonas, ya que reaccionan con los
grupos amino e imino de los aminoacidos, triptofano, asparagina, glutamina, lisina,
arginina y/o histidina, asi como con metionina y cistidina, presentes en esta

cadena!>¥%4#l

Fig. 2.- Estructura proteica de las hormonas TSH'*!
Las consideraciones anteriores nos llevan a concluir que los productos oxidados de

los compuestos puros que se han probado, son responsables de la actividad

antitirotropica en el FDE de la planta'®
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6.7 RELACION ESTRUCTURA - ACTIVIDAD

De un examen de la relacién estructura actividad de los compuestos probados,
Auf'mkolk concluye que los compuestos activos, ya sea identificados en las plantas o
no, estan relacionados estructuralmente con acido cinamico y contienen grupos
hidroxi no sustituidos en las posiciones 3- y 4-, y que incluso con la presencia de
estos grupos, la actividad es influenciada por cambios en la cadena lateral en la

posicién 19,

La actividad del FDE de Lithospermum se adjudica a que las ortoquinonas son
intermediarios importantes en la generaciéon de los compuestos activos precursores
3,4dihidroxilados. Esto se sugiere porque en presencia de oxigeno, los derivados de
acido 3,4-dihidroxicinamico en solucién alcalina se oxidan produciendo radicales
ortosemiquinonas o moléculas de ortoquinona, que se polimerizan para producir
productos de alto peso molecular. Las propiedades de los productos activos que se

probaron sugieren que son polimeros'***.

Asi, los principios activos en el FDE y los compuestos puros oxidados ejercen sus
efectos en TSH al combinarse con la hormona para cambiar su tamafo molecular, su
configuracién o ambas. La evidencia de esto es el incremento en el peso molecular
de TSH que inducen estos principios y el reporte de que el FDE, glicosidos oxidados

de 4cido caféico y 4cido rosmarinico oxidado alteran la espectroscopia del TSH'®.
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Las quinonas de acido caféico y clorogénico aparentemente experimentan un
acoplamiento covalente a los aminoacidos de las proteinas, los sitios preferidos de
interaccion son metionina, triptofano, grupos a-amino terminal, grupos e-amino de
lisina, y los grupos sulfidrilo de la cisteina. Los acidos tanico y elagico también son

conocidos por combinarse con proteinas'>*!

Esto sugiere que las ortoquinonas derivados del acido 3,4-dihidroxicinamico en
varias formas poliméricas, son los principios antitirotropicos dentro de los extractos
activos de la planta. Pues interactian con el entorno de la proteina de la molécula de
TSH y forman productos de mayor tamafo molecular y con posible configuracion
alterada, que lo incapacita para acoplarse a su receptor y como consecuencia

limitando su habilidad para obtener su respuesta biolégica'®**!
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68 EL Lithospermum officinale y ruderale CONTRA HIPERTIROIDISMO Y

ENFERMEDAD DE GRAVES.

El Lithospermum tiene una larga historia sobre su uso empirico en el hipertiroidismo
y sobre todo en el tratamiento de la enfermedad de Graves; el cual resulta de la
accion de una inmunoglobulina de la clase 1gG que, como el TSH, se acopla al
receptor de TSH de la membrana tiroidea y como consecuencia activa la glandula.
De manera semejante estas IgG’s estimulantes son anticuerpos contra el receptor

TSH o algtn componente del mismo'>*!

Por lo tanto esta IgG especifica de Graves puede tener alguna similitud estructural
con el TSH que le permita ser reconocida por el receptor TSH. Por lo que es
interesante determinar si los extractos de la planta que inhiben la accién del TSH

tienen un efecto similar en la IgG especifica de Graves; asumiendo sus efectos en la

accién biolégica de Graves-IgG (G-1gG) .

El mecanismo de la Inhibicion del Acoplamiento a TSH (TBI) del G-IgG no esta
completamente probado, pero la propuesta es que |lo hace acoplandose al receptor
TSH o a algun componente del mismo, ocluyendo al receptor y previniendo el
acoplamiento del TSH. De este modo, Auf'mkolk sugiere que los principios activos en
el FDE disminuyen la actividad TBI en el IgG especifico de Graves, previniendo su

acoplamiento al receptor'®!
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En las muestras probadas de IgG de Graves, una incubacién con FDE antitirotropico
0 sus constituyentes antitirotrépicos oxidados, disminuyen la actividad inhibitoria del
acoplamiento de TSH de una manera dependiente a la dosis(100-300 ug/mL) y
también lo hace en una preparacién del receptor purificado de IgG de Graves (70 pg

de FDE/mL) ™.

A concentraciones de 50 ug/mL, el FDE de Lithospermum no afecta la concentracién
basal de AMPc, pero inhibe el incremento de la concentracién inducida por G-IgG.
Los acidos caféico y elagico oxidados inhiben la respuesta a G-lgG completamente a
concentraciones de 50 ug/mL, pero también disminuyen la concentracién basal de
AMPc. Se observa también un efecto similar en la concentracion basal de AMPc

cuando el FDE es probado en una concentracién mas alta (100ug/mL) .

El FDE activo y sus constituyentes activos oxidados inhiben también los efectos
biologicos del G-IgG en el sistema de ensayo de McKenzie “in vivo”, es decir, estan
relacionadas la estimulaciébn de la adenilato ciclasa en membranas humanas
tiroideas “in vitro” y la estimulacién de iodina tiroidea “in vivo” en el sistema de

ensayo de McKenzie'!.

La actividad del FDE de Lithospermum se adjudica a que las ortoquinonas son
intermediarios importantes en la generacién de los compuestos activos precursores

3 4-dihidroxilados**4).
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Observando las correlaciones anteriores, parece ser que los compuestos activos en
los materiales derivados de las plantas ejercen sus efectos en el TSH y G-1gG por un
mecanismo similar. Se puede sugerir que una interaccion similar a la que ocurre con

el TSH en el caso del IgG especifico de Graves!*®!

Por lo tanto es importante saber si los materiales activos derivados de las plantas
pueden interactuar con cualquier IgG o si existe un grado de especificidad en su
interaccion con el IgG especifico de Graves. Estudios con IgG anti-insulina
demuestran que el FDE y sus constituyentes que inhiben las respuestas a G-IgG no
son capaces de alterar |la habilidad de los anticuerpos anti receptor de insulina para

inhibir su acoplamiento a insulina'®.

Los compuestos activos derivados de las plantas pueden interactuar con el TSH y el
IgG especifico de Graves, este fenomeno puede ser explicado si el TSH y el IgG
tienen rasgos estructurales comunes que permiten su reconocimiento por el receptor

de TSH y con el sitio con el cual interactdan los compuestos activos!®!

Estas observaciones sugieren que los constituyentes activos oxidados del FDE con
actividad antitirotrépica pueden interactuar con los componentes patogénicos
importantes del IgG de Graves para inhibir su habilidad para acoplarse al receptor

de TSH y activar la tiroides, asi como lo hacen con el TSH!Y!
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Estos descubrimientos proveen un posible razonamiento para el uso de FDE en el
tratamiento de la enfermedad de Graves. y algin soporte para la sugerencia de que

el IgG especifico de Graves puede tener similitudes estructurales con el TSH®.

Ademas esta informacién acerca de los extractos de Lithospermum y sus
componentes es sumamente importante ya que la enfermedad de Graves es la forma

mas comun de hipertiroidismo que no es causada por TSH!.

Otros agentes comunmente usados para tratar esto son propiltiouracil y metimazol,
los cuales pueden causar reacciones alérgicas y en algunos casos agranulocitosis.
La cirugia es la otra alternativa para esto, pero no es recomendable cuando el
paciente se encuentra en edad reproductiva o en menores, pues existe el riesgo de
pardlisis de cuerdas vocales e hipoparatiroidismo. El yoduro radioactivo es
usualmente usado en pacientes arriba de los 40 afios de edad, debido al riesgo de
defectos de nacimiento. El KI no es usado de rutina. si no que en casos de

emergencias Unicamente, debido a las complicaciones con el iodismo!'%%%,



6.9 PERSPECTIVAS PARA EL USO ANTITIROTROPICO DE Lithospermum

officinale Y ruderale

El Lithospermum también tiene una gran actividad contra el hipertiroidismo, que es
una grave enfermedad que afecta a mucha gente principalmente en forma de la
enfermedad de Graves. Existen muchos remedios para esta enfermedad, como
administrar farmacos que abaten o destruyen la glandula tiroidea y extirpar
quirdrgicamente una parte importante de la tiroides, sin embargo son métodos
invasivo o agresivos que a largo plazo presentan graves efectos adversos, por lo que
se propone el uso del Lithospermum para su tratamiento, puesto que esta planta ha
demostrado su capacidad para disminuir los niveles de TSH activo tanto en el
hipertiroidismo como en la enfermedad de Graves sin presentar efectos

adversos!' 101930

Los principios activos del Lithospermum presentan su actividad antitirotropica al
actuar sobre el TSH impidiendo que la hormona reaccione con su receptor en las
membranas tiroideas, disminuyendo su accién evitando los trastornos propios del
hipertiroidismo, puesto que evita una sobre estimulacion de la tiroides debido al
exceso de TSH en sangre, de igual manera se ha encontrado que puede ser muy Util

en el tratamiento de la enfermedad de Graves!?3451

La accién del Lithospermum sobre la enfermedad de Graves es muy similar, ya que

el IgG de Graves tiene una estructura similar al TSH, lo que le permite su
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acoplamiento a membranas tiroideas para producir la enfermedad. le permite al
Lithospermum actuar sobre el IgG de Graves de igual manera que lo hace sobre el
TSH, impidiendo asi su acoplamiento al receptor en las membranas tiroideas.

Los principios activos del Lithospermum interactuan unicamente con el IgG de
Graves, sin tener accion alguna en otros IgG’s. esto seguramente se debe a las
similitudes estructurales entre el IgG de Graves y el TSH, sobre el cual actuan los

principios activos del Lithospermum'®!

Al igual que con su actividad antigonadotropica es importante continuar los estudios
sobre sus efectos antitirotropicos del Lithospermum y sus moléculas activas, para
poderlas aplicar en la medicina actual con las dosis necesarias para tratar el
hipertiroidismo y la enfermedad de Graves, por lo que tambien es necesario proponer
presentaciones farmacéuticas acorde con estas necesidades, ademas de los tés y

extractos.
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VI. CONCLUSIONES

Con base en la informacion difundida por varios investigadores y que ha sido

expuesta en este trabajo, se ha llegado a la conclusion de que Lithospermum

ruderale y officinale , asi como sus moléculas activas:

Pueden ser usados como un método anticonceptivo eficaz.
Son capaces de prevenir cancer de seno y matriz dependientes de estrogeno.
Son una opcion para el tratamiento del hipertiroidismo y la enfermedad de Graves

sin efectos adversos ni métodos invasivos como los tratamientos actuales.

Los principios activos presentes en las plantas Lithospermum ruderale y officinale
son: acido litospérmico. acido caféico, acido rosmarinico, acido clorogénico, acido

elagico y luteolin-7p-glucosido.

Los principios activos relacionados estructuralmente con estos son: acido 3.4-
dihidroxifenilacético. acido 3,4-dihidroxicinamico, acido nordihidroguarético,
deoxiepinefrina, 2.3- dicarboxi- 6,7- dihidroxi- 1-(3".4°- dihidroxi)- fenil-1,2-

dihidronaftaleno y 3-carboxi-6,7-dihidroxi-1-(3",4 -dihidroxi)-fenilnaftaleno.
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« Se conoce el grupo farmacoférico de Lithospermum ruderale y officinale. asi

como su mecanismo de accion.

o Estos principios activos presentan en su estructura un grupo catecol, que al

oxidarse, se transforma en una ortoquinona.

OH o
o .OH e -
| A Q
=
R R
Figura 1.- Estructura quimica del catecol y su paso a ortoquinona.

» Las ortoquinonas son compuestos sumamente reactivos que para estabilizarse se

polimerizan y se combina con grupos amino e imino de ciertos aminoacidos.

+ Esta polimerizaciéon provoca que los compuestos activos formen un aducto de alto
peso molecular con determinadas proteinas que contengan los aminoacidos,
triptofano, asparagina, glutamina, lisina, arginina e histidina, sin o con poco

impedimento estérico en su estructura.
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Estas ortoguinonas actuan principalmente sobre la porcion protéica de las
hormonas TSH, FSH, y LH deformando su estructura, impidiendo asi su

acoplamiento a sus receptores correspondientes.

Estas tres hormonas, TSH, FSH y LH, estan formadas por dos cadenas de
aminoacidos, alfa y beta, de las cuales la subunidad alfa es igual en las tres

hormonas. y es sobre la cual actuan las ortoquinonas.

La interaccion de las ortoquinonas con el IgG de Graves se explica por su

similitud estructural con el TSH.

La interaccion de las ortoquinonas con la hormona GnRH, se explica porque

pueden reaccionar con los aminoacidos histidina, triptofano y arginina presentes

en esta hormona
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VIIl. COMENTARIOS
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Vill. COMENTARIOS

Se conocen las caracteristicas de los principios activos de las plantas Lithospermum
ruderale y officinale, su mecanismo de acciébn para provocar una respuesta

antigonadotrépica y antitirotrépica, asi como el grupo responsable de su actividad.

Esta informacién nos pemmite notar el gran potencial terapéutico de estas moléculas,
y promueve el desarrollo de nuevas moléculas con la misma o mejor actividad que
las encontradas en Lithospermum ruderale y officinale basandose en la estructura

molecular de sus metabolitos activos.

'.os productos del Lithospermum ruderale y officinale pueden modificarse mediante
auimica combinatoria para encontrar rapida y eficientemente analogos con igual o

mavor actividad biolégica que los originales.

Se propone posteriormente la creacién de nuevos medicamentos para el tratamiento
del hipertiroidismo y la enfermedad de Graves, asi como para un nuevo y mas
sequro método anticonceptivo, ademas de una opcion en el tratamiento de cancer

dependientes de estrogenos.
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Se pretende que los principios activos presentes en el Lithospermum, en un futuro se
puedan utilizar de manera comercial para el tratamiento del hipertiroidismo,
enfermedad de Graves, canceres dependientes de hormonas y como método

anticonceptivo.

Se recomienda continuar las investigaciones sobre estos farmacos para poder
adecuar las dosis y formas farmacéuticas para su utilizacion en el tratamiento de
estos padecimientos, puesto que los estudios han demostrado que esta terapia

puede ser menos agresiva e incluso mas eficaz que los tratamientos actuales.
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IX. DEFINICIONES
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IX. DEFINICIONES

Adenilato ciclasa: enzima efectora a la que se acoplan receptores y cataliza la

rormacion de AMPc a expensas de un consumo de ATP.

Alcanina: naftoguinona elaborada por plantas superiores.

Anticonceptivos: métodos de planificacion familiar usados por parejas e individuos

sexualmente activos para prevenir el embarazo.

Antigonadotrépico: sustancia que evita la accion o secrecion de las gonadotropinas.

Antiinflamatorios: sustancias o farmacos que previenen el proceso inflamatorio o

alivian sus efectos

Antitirotropico: sustancia gue evita la accion de la tiroides o inhibe la accion o

secrecion de las hormonas tiroideas.

Antitumorales: sustancias o farmacos que disminuyen o evitan crecimientos celulares

anormales o descontrolados

Betablogueadores: son inhibidores competitivos de los receptores adrenérgicos, de
forma reversible, antagonizando los efectos que las catecolaminas ejercen sobre

eslos.

Cancer: es el crecimiento descontrolado de células anormales que han mutado de
tejidos normales. El cancer puede causar la muerte cuando estas células impiden el
funcionamiento normal de los érganos vitales afectados o se diseminan por el cuerpo
y dafan otros sistemas clave. Existen al menos 200 tipos distintos de canceres, los

cuales se pueden desarrollar en practicamente cualquier 6rgano.
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Catecolaminas: son pequefnas moléculas semejantes quimicamente que se derivan
del aminoacido tirosina. Las catecolaminas principales son dopamina, norepinefrina y
epinefrina (antiguo nombre: adrenalina). La dopamina es un neurotransmisor
(quimico empleado para la transmision de impulsos entre las células), principalmente
en el cerebro. La norepinefrina es el principal neurotransmisor en el sistema nervioso
simpatico (controla la reaccion de "lucha o huida") y también se encuentra en el
cerebro. La epinefrina no solo es un neurotransmisor en el cerebro, sino también una

de las hormonas principales del cuerpo.

Cima: inflorescencia determinada o definida que termina en una flor, apareciendo

mas flores en brotes laterales, puede ser dicotoma, helicoide o escorpioide.

Cimoso: relativo a cima.

Cistolitico: con cistolitos

Cistolito: concrecion de carbonato calcico sobre la pared celular en el interior de
algunas células, aparecen fundamentalmente en la epidermis de Urticaceae,

Moraceae, Boraginaceae, etc

Corticoesteroides o glucocorticoides: son farmacos de produccion natural o sintética
relacionados con hormonas liberadas de la corteza suprarrenal. Influyen en el
metabolismo de los carbohidratos, proteinas y grasas, y en funciones de los sistemas
cardiovascular; renal, 6seo, muscular y nervioso. Son utilizados para suprimir el
enrojecimiento, la hinchazon y el dolor en las inflamaciones locales. También pueden
usarse para combatir sintomas relacionados con la artritis y el asma, las reacciones
inmunitarias e intervenciones tales como los injertos cutaneos y las inflamaciones

locales producidas por traumatismo o hipersensibilidad.
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Cromatografia de filtracion o tamizado molecular: es un método de cromatografia en
columna por el cual las moléculas se separan en solucion segun su peso molecular,

o mas precisamente, segun su radio de Stokes.

DMSO: dimetil sulfoxido. Generalmente usado como disolvente. Es un agente téxico,
altamente higroscopico. Se sugiere secar con alumina (activada) o con tamiz

molecular de 4 A activado y luego destilacion a presion reducida.

Estipula: apéndice foliar en la base del peciolo, generalmente aparecen por parejas.

FDE: Extracto congelado deshidratado (liofilizado).

Fibroblastos: Es la célula propia de los tejidos conjuntivos fibrosos, cuya principal

funcion es sintetizar y mantener a la matriz extracelular propia del tejido.

FSH: Hormona Foliculo Estimulante, causa crecimiento de los foliculos ovaricos

antes de la ovulacion y fomenta la formacion de espermatozoides en el testiculo

Glucosaminglicanos: son una familia de polisacaridos entre los cuales son bien
conocidos la heparina y el polimero relacionado sulfato de heparan. La heparina ha
sido utilizada clinicamente por su actividad anticoagulante, y propiedades

antiinflamatorias.

Gonadotropinas: Hormonas que pueden promover el crecimiento y la funcion de las

gonadas.

Gonadotropinas hipofisiarias: Hormonas estimulantes de las gonadas producidas por

la hipofisis.
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Lectinas: son proteinas cuya funcion esta asociada al reconocimiento molecular,

defensa y proteccion

LH: Hormona Luteinizante, induce la ovulacion, hace que los ovarios secreten

hormonas sexuales femeninas y los testiculos secreten testosterona

Litotricia: substancia o técnica utilizada para destruir los calculos que se forman en

el rindn, vejiga, ureteres o vesicula biliar.

Masa Atomica Relativa: Es un numero que indica cuantas veces es mayor la masa

de un atomo gue la unidad de masa atomica, UM.A.

Masa Molecular Relativa: Es un numero que indica cuantas veces es mayor la masa

de una molécula gue la unidad de masa atomica, U M.A.

Naftoquinonas: son pigmentos cuyo color va desde el amarillo, pasando por el
anaranjado, al rojo intenso. Se encuentran en mayor cantidad en las plantas

superiores y, en menor proporcion, en los hongos, los erizos y las estrellas de mar.

Narcotina: Alcaloide adicional derivado del opio; no es narcotico pero afecta el

sistema nervioso central como estimulante

Oxitocicas: son las sustancias que poseen la propiedad de hacer contraer la fibra
muscular uterina. La mas representativa es la Oxitocina, natural o sintética.
Asimismo, tiene reconocida actividad oxitocica los derivados del cornezuelo de

centeno, las prostaglandinas, la esperticina, la noradrenalina y el oxigeno
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PMSG: gonadotropina sérica de yegua prenada. Hormona usada para mejorar la
fertilidad al ser estimulante del crecimiento folicular. Su uso se asocia al tratamiento

previo con progestagenos. Tiene muchos usos en el campo de la reproduccion.

Simpaodico: cuando el eje principal cesa de crecer y continua el crecimiento en la

rama lateral, repitiéndose el proceso

Taninos: Término aplicable a aquellas sustancias organicas no nitrogenadas, con
fuertes propiedades astringentes, solubles en agua y no en alcohol. Expuestas al aire

se tornan oscuras y pierden su efectividad.

TLC: Cromatografia en capa fina. Método de separacion de sustancias, en la cual
una muestra aplicada en la capa es adsorbida en la superficie del material por la
accion de fuerzas electrostaticas (fuerzas de Van der Waals, puentes de Hidrogeno,
efectos inductivos, etc). Luego, cuando la capa es expuesta a un flujo por accién
capiiar, se inicia una competencia de enlaces entre los sitios activos del adsorbente y
la substancia con el solvente.

TSH: Hormona Estimulante de la Tiroides, hace que la glandula tiroides secrete

tiroxina (T4) y triyodotironina (T3)

UM A que quiere decir Unidad de Masa Atomica Su valor es igual a la 1/12 parte de
la masa del isétopo 12 del atomo de C .
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