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RESUMEN

Desde la antiguedad se han utilizado las plantas y las setas como fuentes de
nutrientes y también por sus propiedades medicinales. En la actualidad, continua el interés
en la busqueda de productos naturales que den lugar a nuevos farmacos, complementos
dietéticos o nutracéuticos, de ahi la importancia del estudio de sus constituyentes

quimicos y de sus actividades biologicas.

Con el fin de ampliar el conocimiento de estas fuentes naturales y por tanto de sus
usos, en este trabajo se han estudiado tres especies de plantas medicinales, Kalanchoe
pinnata (Lam.) Oken., Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H.Perrier y
Kalanchoe gastonis-bonnieri Raym.-Hamet & H.Perrier y una especie de hongo

saprofito, Terana caerulea (Lam.) Kuntze.

El hongo Terana caerulea fue elegido mediante un estudio etnobotanico de la
Selva de lIrati, a través de entrevistas a 14 personas de 9 localidades diferentes, de un
rango de edad de 27-94 afios de los valles de Salazar y Aezkoa. Se recopilaron un total
de 47 usos farmacoldgicos tradicionales pertenecientes a 25 plantas de 20 familias
diferentes. También se recopilaron los usos de un liquen y dos hongos. Mediante este

estudio etnobotanico se escogid el hongo Terana caerulea para su posterior estudio.

La caracterizacion quimica de este hongo consistié en la preparacién de extractos
y fracciones utilizando disolventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano,
acetato de etilo, metanol y agua. Estos extractos fueron fraccionados mediante el uso de

cromatografia en columna y cromatografias en capa fina.

Los diferentes extractos y fracciones se analizaron mediante espectrometria de
masas (GC/MS y HRMS) y resonancia magnética nuclear (*H-RMN, *C-RMN, COSY,
HSQC, HMBC y ROESY), y los resultados se compararon con bases de datos de

espectros y con la bibliografia, con el fin de identificar los compuestos presentes.

Se evalud la actividad citotoxica de extractos, fracciones y compuestos aislados
en cuatro lineas celulares tumorales humanas: MCF-7 (carcinoma de mama), NCI-H460
(carcinoma de pulmén), HeLa (carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular);
y la evaluacién de la citotoxicidad en cultivos primarios de células de higado de cerdo
(PLP2) por el método de la sulforodamina B (SRB).

Xl



El extracto de AcOEt fue el que presentd los valores méas bajos de Glso en los
ensayos de actividad citotoxica frente a las cuatro lineas celulares tumorales evaluadas,
siendo mas activo frente al carcinoma de mama (MCF-7). A partir de él, se aislo e
identificd un compuesto no descrito anteriormente, un derivado del acido teleférico con
tres de los seis grupos hidroxilos metilados: 5',8,8'-trimetoxi-2,9':2',9-diepoxi-9,7'-ciclo-
7,9'-neoligna-7(9"),8,7'-trieno-4,4' 5-triol. Este presenté actividad citotdxica, pero en
menor medida que los resultados del extracto total de AcOEt, con lo que se podria decir
que no es el compuesto mas citotoxico de toda la composicién quimica de Terana
caerulea o que en ese extracto existen sinergias entre diferentes compuestos para lograr

una potencia que se pierde en el aislamiento.

La caracterizacion quimica de las tres Kalanchoes incluyd la determinacion de su
valor nutricional y energético mediante el andlisis de proteinas, grasas, cenizas y
carbohidratos, particularmente azlcares por HPLC-RI y &cidos grasos por GC-FID, y la
determinacion de otros fitoquimicos como tocoferoles por HPLC-Fluorescencia y acidos
organicos por UFLC-DAD. También se evaluo su actividad citotoxica frente a las mismas
lineas celulares de los extractos de diferentes polaridades (hexano, DCM, AcOEt, MeOH

y agua), infusiones y decocciones.

El valor nutricional de las tres plantas reveld6 una composicién elevada en
carbohidratos, baja en lipidos y valores energéticos bastante similares. Sin embargo, la
composicion de acidos orgénicos vari6 mucho segin la planta. Los tres Kalanchoes
mostraron una relacion de &cidos grasos SFA>PUFA>MUFA, siendo en todos los casos
mayoritarios los acidos grasos saturados. Respecto al contenido en azlcares, K. pinnata
presentd una mayor cantidad. También contiene la mayor concentracion en tocoferoles,
siendo y-tocoferol la isoforma mayoritaria. Todas las plantas presentaron actividad
citotoxica, siendo el extracto de BuOH de K. daigremontiana el que mejores resultados
mostrd, y con lo cual, el extracto que se fraccion6 para aislar e identificar los compuestos
responsables de la actividad. En este caso se aislé e identificd el compuesto 3-O-p-D-
xilopiranosil(1—2)a-L-ramnopiranosido de kaempferol mediante las mismas técnicas
espectroscopicas, flavonoide no responsable de toda la bioactividad detectada en el

extracto butanodlico de K. daigremontiana.
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ABSTRACT

Since Antiquity different plants and fungus have been used as a nutrient source
and also for its medical properties. Nowadays, the interest of looking for diet
complements or neurasthenic is due to the study of chemical constituents and biological

activities.

In order to know more about these natural sources and therefor their uses in this
research, three plant species have been issued: Kalanchoe pinnata (Lam.) Oken.,
Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H.Perrier and Kalanchoe gastonis-bonnieri
Raym.-Hamet & H.Perrier, and a species of saprophytic fungus, Terana caerulea (Lam.)

Kuntze.

The fungus Terana caerulea was elected throughout an ethnobotanic study in
Irati’s Forest, through interviewing 14 people of 9 different places, from an age-range
between 27 to 94 in Salazar and Aezkoa valleys. A total of 47 pharmacological uses have
been collected from 25 plants of 20 different families. In addition, the usage of a lichen
and two fungi was recorded and through the ethnobotanical study the fungus Terana

caerulea was chosen for investigation.

Its chemical characteristics consisted on making extracts and fractions using
solvents from different polarities: hexane, dichloromethane, ethyl acetate, methanol and
water. These extracts were fractioned through column chromatography and using thin

layer chromatography for checking the fractions.

Different extracts and fractions were analyzed using mass spectrometry (GC/MS
y HRMS) and nuclear magnetic resonance (*H-RMN, **C-RMN, COSY, HSQC, HMBC
y ROESY), and results were compared with spectrum data bases as well as bibliography
to identify the compounds.

Antitumoral activity of extracts, fractions and isolated compounds was assessed
in four human tumor cell lines: MCF-7 (mama carcinoma), NCI-H460 (lung carcinoma),
HeLa (cervical carcinoma) y HepG2 (hepatocellular carcinoma); and cytotoxicity in
primary liver pig cells culture (PLP2) by sulphorodamine B method (SRB).

EtOAcC extract was presenting lowest Glso in cytotoxic activity assay against the

four tumor cell lines evaluated, being more active against mama carcinoma. (MCF-7).

X



Based on that, it was isolated and identified a compound not previously described, a
derivate of telephoric acid: 5',8,8'-trimethoxy-2,9':2',9-diepoxy-9,7'-ciclo-7,9'-neoligna-
7(9"),8,7'-trieno-4,4',5-triol. This showed cytotoxic activity, but to a lesser extent the
results of the total extract of EtOAc, so that compound is not the most cytotoxic of all the
chemical composition of Terana caerulea or that in this extract synergies between

different compounds to reach a power which is lost in isolation.

The chemical characterization of the three Kalanchoes included its nutritional and
energetic value by an analysis of proteins, ashes and carbohydrates, particularly sugars
by HPLC-RI, fatty acids by GC-FID and determination of other phytochemist like
tocopherols by HPLC-Fluorescence and organic acids by UFLC-DAD. Their cytotoxic
activities were evaluated against the same cell lines of the different polarity extracts
(hexane, DCM, EtOAc, MeOH y water), infusions and decoction.

Three plants” nutritional values revealed a high composition in carbohydrates, low
in lipids and energetic values quite similar. However, the composition of organic acids
varied a lot depending on the plant. The three Kalanchoes showed a relation among fatty
acids SFA>PUFA>MUFA, being mainly saturated fatty acids. Regarding to sugar
content, K. pinnata, showed a higher quantity. It also presented the major concentration
in tocopherols, being y-tocopherol the major isoform. Every plant presented cytotoxic
activity, being BUOH extract from K. daigremontiana which showed the best results and
throughout the fractioned extract which isolated and identified the compounds
responsible of activity. In this case the kaempferol 3-O-p-D-xylopyranosyl(1—2)a-L-
rhamnopyranoside was isolated and identified with the same spectroscopic techniques.
As before, this flavonoid is not the responsible of the whole bioactivity detected in K.

daigremontiana butanolic extract.
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1. INTRODUCCION

Este proyecto se basa en un estudio etnobotanico de la Selva de Irati, con el fin de
elegir un hongo o liquen para su posterior estudio citotoxico mediante entrevistas a la
gente de la zona, y su comparacion con tres plantas del género Kalanchoe comercializadas

para el uso contra el cancer como medicina alternativa o complementaria.

1.1. ETNOBOTANICA Y ETNOFARMACOLOGIA

La evolucién del conocimiento cientifico sobre las plantas en su utilizacion por el
hombre, se ha producido a través del tiempo. Civilizaciones primitivas percibian la
existencia de plantas comestibles y tdxicas que, al ser utilizadas para combatir dolencias,
revelaban empiricamente su potencial curativo (Barros, 2008). En este contexto, la
etnoboténica surge para comprender el estudio de las sociedades humanas y sus
interacciones con las plantas, ya sean ecoldgicas, genéticas, evolutivas, simbolicas o

culturales (Fonseca-Kruel & Peixoto, 2004).

No existe una definicion general de etnobotanica, ya que se ha ido modificando
segun épocas Yy autores. Los primeros trabajos que se llevaron a cabo bajo el término
consistian en realizar listas o catalogos de plantas con especificacion de sus respectivos
usos (Harshberger, 1896). Cuando los investigadores provenientes de la etnografia
comenzaron a interesarse por la disciplina, el objeto de estudio se fue ampliando a la
totalidad de las relaciones ser humano-planta, incluyéndose los aspectos etnograficos y
simbolicos. Aunqgue las plantas se inmiscuyen en todos los aspectos de cualquier cultura,
el trabajo etnoboténico suele centrarse en los grupos humanos cuya relacién con la
naturaleza es mas directa. Los méas importantes son los pueblos indigenas y las culturas

rurales (Pardo de Santayana & Gomez Pellén, 2003).

Una de las definiciones mas completas es la siguiente, “campo interdisciplinario
qgue comprende el estudio e interpretacién del conocimiento, significacion cultural,
manejo y usos tradicionales, de los elementos de la flora. Al decir tradicionales, se indica
que dichos conocimientos, valor cultural, manejo y usos, han sido hechos suyos y
transmitidos a través del tiempo por un grupo humano caracterizado por su propia

cultura”. La raiz etnos debe traducirse aqui como pueblo, pero no solo en un sentido
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racial, sino social y cultural. En pocas palabras, el principal objeto de la Etnobotanica es

el estudio de las sabidurias boténicas tradicionales (Barrera, 2001).

En resumen, la etnobotanica es una herramienta Gtil para recuperar y estudiar el
conocimiento tradicional que los pueblos tienen sobre las propiedades de las plantas, su

utilizacion en todos los ambitos de la vida y su manejo.

La Ley 42/2007 de 13 de diciembre del Patrimonio Natural y de la Biodiversidad,
define conocimiento tradicional como “el conocimiento, las innovaciones y practicas de
las poblaciones locales ligados al patrimonio natural y a la biodiversidad, desarrolladas
desde la experiencia y adaptadas a la cultura y el medio ambiente local”. Ampliando esta
definicion, el conocimiento tradicional se puedo considerar “El conjunto de saberes,
valores, creencias y practicas concebidas a partir de la experiencia de adaptacion al
entorno local a lo largo del tiempo, compartidas y valoradas por una comunidad y
transmitidas de generacion en generacion”. Por entorno local se entiende tanto el entorno

cultural como el bioldgico (Pardo de Santayana et al., 2014).

Estos conocimientos son dinamicos, ya que se transforman incorporando nuevos
elementos y desechando otros en una adaptacion constante al entorno ambiental, social,
cultural, tecnoldgico y econémico de la comunidad o grupo de individuos. Para que esto
pueda ocurrir, la sociedad tiene que seguir teniendo la capacidad de generar y transmitir
conocimiento (Gomez-Baggethun et al., 2013).

El éxito de las poblaciones humanas ha dependido del conocimiento y de la
manipulacion de su entorno, en el que las plantas tienen un papel béasico. El ser humano
se ha valido de los vegetales para solucionar la mayoria de sus necesidades vitales. Este
patrimonio es especialmente fragil debido a la accion homogeneizadora y

universalizadora de la sociedad industrial (Pardo de Santayana & Gomez Pellén, 2003).

Por otro lado, la etnofarmacologia se define como "una exploracion cientifica
interdisciplinaria de los agentes bioldgicamente activos tradicionalmente empleados u
observados por el hombre". Este término fue utilizado por primera vez en 1967. La
observacion, identificacion, descripcion, la investigacion experimental de los
ingredientes y sus efectos, y los efectos de los farmacos indigenas es un campo
interdisciplinario de la investigacion muy importante en el estudio de la medicina
tradicional (Ghorbani et al., 2006).
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En Esparia, la riqueza de conocimientos en el &mbito de las plantas medicinales,
es grande (Pardo de Santayana et al., 2014). Segun Ferndndez y Amezcua (2007) el
namero de plantas utilizadas como medicinales en Espafia se aproxima a las 1200.

Todo este conocimiento tradicional es de un incalculable valor y ha sido el punto

de partida de este proyecto.

1.2. ESTUDIOS ETNOBOTANICOS EN NAVARRA

El nimero de estudios etnobiolégicos en Espafia es grande y de muy diversa
indole, concretamente en la provincia de Navarra podemos encontrar varios estudios
repartidos en varias zonas, Navarra Norte (Cavero et al., 2011a), Navarra Media (Cavero
et al., 2011b) y Ribera Navarra (Calvo et al., 2011), estos se centran en el ambito de la
medicina, junto a otro estudio del Valle de Metauten que se centra en el dmbito
alimenticio. También encontramos varios estudios de toda la provincia centrandose en
varios ambitos: alimentacidn, medicina, artesania, fitonimia y veterinaria, y otro de la
zona del Pirineo, donde se registraron 92 especies vegetales (Akerreta et al., 2007). Las
investigaciones hechas en Navarra desde 2003 hasta el presente, han recolectado un
namero elevado de plantas, que ha permitido publicar varios manuscritos para diversas
afecciones: digestivas, (Calvo et al, 2013), dermatoldgicas (Cavero et al., 2013),
cardiovasculares (Calvo & Cavero, 2014), respiratorias (Cavero & Calvo, 2014),
enfermedades del aparato locomotor (Cavero & Calvo, 2015) y trastornos neuroldgicos y
mentales (Calvo & Cavero, 2015).

Este estudio se centra en la Selva de Irati, un extenso hayedo-abetal situado en el
Pirineo oriental y el segundo mejor conservado de Europa. Estd compuesto de cuatro
valles, dos de ellos pertenecen a Francia, Valle de Cize y Valle de Zuberoa, y otros dos a
Espafia, Valle de Salazar y Valle de Aezkoa, en estos dos ultimos valles hemos realizado

nuestro estudio.

Para ver los vegetales mas interesantes desde el punto de vista medicinal en esta
zona, se ha realizado una revision de los estudios etnobotanicos hechos en la provincia y
se ha hecho un pequefio estudio etnobotanico, centrdndonos sobre todo en hongos y
liqguenes medicinales, ya que en los estudio previos, estos grupos de vegetales no estaban

suficientemente estudiados.
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1.3. ZONA DE ESTUDIO
1.3.1. LOCALIZACION

La selva de Irati es un extenso hayedo-abetal situado en el Pirineo oriental, en la
cabecera del rio Irati, entre los valles de Aezkoa y Salazar, noreste de Navarra (Espafia)
y los valles de Zuberoa y de Cize en la Baja Navarra (Francia) (figura 1). Con sus 17195
hectareas, constituye la mayor masa arbolada continua de Navarra y de la Peninsula
Ibérica, y es el segundo hayedo-abetal mas extenso y mejor conservado de Europa,
después de la Selva Negra de Alemania (Gobierno de Navarra, 2008).

Figura 1: Ubicacion de la Selva de Irati en Navarra (Gobierno de Navarra)

1.3.2. MEDIO FISICO

La Selva de Irati esta presidida por una de las cimas mas altas de Navarra, el Orhi,
que supera los 2000 m de altitud y se sitla en el extremo oriental. En el otro extremo, al
oeste, se encuentran los Altos de Ortzanzurieta, Urkulu y Txangoa de cerca de 1500 m de
altitud. Por otro lado, la cadena montafiosa de Abodi situada al sur, supone un limite fisico
imponente que separa este espacio de los valles poblados de la Aezkoa y Salazar. Asi
mismo, existen numerosas cimas de menor altitud por todo el territorio. Presenta un
paisaje aparentemente poco humanizado, donde domina la masa forestal al fondo y las
areas abiertas en la cima de las montafias. Destaca la abundancia de cursos de agua por
todo el territorio y la presencia en el interior de los embalses de Irabia y Koixta (Gobierno
de Navarra, 2008).
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1.3.3. MEDIO SOCIOECONOMICO

El valle de Salazar, constituye una comunidad formada por 15 pueblos (Junta
General del Valle de Salazar), mientras que el Valle de Aezkoa estd formado por 9
pueblos (Web oficial del Valle de Aezkoa). A principios de este siglo fue la época de
mayor poblacién en el Pirineo, con una densidad préxima a los 10 hab/km?. En el
presente, con una densidad media inferior a 5 hab/km?, queda patente la depresion
demogréfica a la que se ha visto sometido el Pirineo (MAGRAMA, 2006). Todos estos
datos muestran una situacion recesiva y con clara tendencia a la despoblacion. Esta
situacion supone un riesgo para la conservacion de algunos hébitats vinculados muy
estrechamente a la gestion humana y una disminucion de la capacidad de respuesta y
adaptacion a las nuevas circunstancias del mercado y la economia (Gobierno de Navarra,
2008).

Debido a la tendencia de despoblacion, se ha considerado importante el registro
de los usos tradicionales de las plantas de la zona. Para ello se han realizado varias

entrevistas con el fin de elegir una planta, hongo o liquen para su posterior estudio.

1.3.4. ELECCION Y ESTUDIOS POSTERIORES

Finalmente se escogi6 el hongo Terana caerulea para el estudio de su actividad

citotoxica y su comparacion con tres plantas del género Kalanchoe.

En la medicina tradicional, las plantas del género Kalanachoe se han utilizado en
el tratamiento de enfermedades periodontales, formacion de grietas en los labios,
contusiones, heridas, artritis, ulceras gastricas, disenteria, tos, fiebre, colera,
enfermedades urinarias y para aliviar dolores de cabeza (Singab et al., 2011). También se
ha observado que poseen efectos antiulcerosos, antimicrobianos, analgésicos,
hipoglucemiantes, cardiotonicos y antiinflamatorios (Singab et al., 2011; Kuo et al.,
2008; Garcés et al., 2007). En las farmacopeas tradicionales malgache, africana y
brasilefia su uso esta registrado para el tratamiento de enfermedades infecciosas,
inflamatorias y cancerosas (Garcia, 2009). Hoy en dia varias de las especies del género
Kalanchoe se utilizan como tratamiento alternativo o complementario para el cancer

(Pharmawords, 2006), por esa razdn, se hard una comparacion con estas tres plantas.
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1.4. Terana caerulea (Lam.) Kuntze
a) Sinénimos
Corticium caeruleum (Lam.) Schrad. ex Fr., Pulcherricium caeruleum (Lam.)
Parmasto, Thelephora caerulea (Lam.) Schrad. ex DC., Thelephora indigo Schwein y
Athelia caerulea (Lam.) Schrad. ex Chevall (Moreno et al., 2010; Fungal Biodiversity
Center).
b) Nombres vernaculos
En castellano en conocido como Corticiaceo azulado, en euskera Azal urdin;
ingles: Cobalt Crust; y en francés: Crodte bleue. (Moreno et al., 2010).
¢) Taxonomia
Terana caerulea es una especie perteneciente al reino Fungi, cuya taxonomia se

presenta en la tabla 1.

Tabla 1: Taxonomia de Terana caerulea (Menéndez Valderrey, 2007)

Terana caerulea

Reino Fungi

Division Basidiomicota
Clase Agaricomicetes
Orden  Poliporales
Familia Phanerochaetaceae
Genero Terana

Especie Terana caerulea

Figura 2: Terana caerulea (Maitane Maisterra)
d) Descripcion

Es un hongo cuyas fructificaciones son resupinadas adnatas, es decir, el cuerpo
fructifero esta en la superficie, con el himenio (zona fértil) expuesta al exterior, en forma
de parches circulares (orbiculares) que van confluyendo unos con otro y en la madurez
pueden alcanzar grandes dimensiones. Esta firmemente unido a la superficie vegetal sobre
la que crece excepto en los bordes. La superficie himenial es lisa a tuberculada, de
consistencia blando-ceracea, de color azul afil, azul marino o azul oscuro cuando el
hongo se encuentra en actividad. Con la desecacion la superficie himenial se resquebraja
y adquiere un color azul pardo. EI margen himenial es concoloro o blanquecino en la

juventud. Contexto grueso de 0,2-0,5 mm.
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Las esporas son elipsoides de 7-13 x 4-7 um, hialinas, de paredes finas. Basidios
claviformes de 30-60 x 5-8 um, hialinos o algo azulados, tetraspéricos, fibulados en la
base y a veces con proliferaciones laterales o apicales (figura 2) (Moreno et al., 2010).

e) Distribucién y ecologia
Es un hongo saprofito de ramas muertas y troncos con corteza de todo tipo de
sustratos arboreos, caducifolios y en ocasiones de coniferas, y matorrales (Berberis,
Buxus, Clematis, Crataegus, Myrtus, Nerium, Rubus, Ulex, Vitex, Vitis). Es escaso en la
Europa central y occidental, pero abundante en el sur de Europa, las regiones tropicales
y subtropicales. En la Peninsula Ibérica se encuentra distribuida por toda la geografia
fructificando en especies caducifolias y de hoja escleréfila de los géneros Quercus,

Fraxinus y Castanea principalmente (figura 3) (Moreno et al., 2010).

"“r

Figura 3: Distribucion de Terana caerulea en Espafia (Menéndez Valderrey, 2007)
f) Usos tradicionales
No se han encontrado estudios que hagan referencia al uso tradicional del hongo
T. caerulea.

g) Composicion quimica

Varias estructuras descritas de este hongo derivan del acido teleférico (figura 4),
siendo la diferencia entre ellas el nimero de metilos presentes en la estructura. Entre ellas,
las diferentes corticinas, corticina A (figura 6), B y C que son responsables de su color
azul. También se ha identificado un leuco-hexametiléter (figura 5), que pierde su color
al reducirse la quinona a hidroquinona y sustituirse todos los alcoholes por grupos
metoxilos (al metilarse por completo) (Newsome et al., 2014; Jaklitsch et al., 2012;
Velisek et al., 2011; Baute et al., 1976; Weisgraber et al., 1972).
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Figura 4: Estructura del &cido teleférico Figura 5: Esctructura del leuco-hexametiléter
(Honda et al., 1998) (Weisgraber et al, 1972)
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Figura 6: Estructura de la Corticina A (Newsome et al., 2014)

Otra estructura identificada en T. caerulea es un compuesto fendlico, derivado del
acido benzoico, acido 6-n-pentadecil-2,4-dihidroxibenzoico (figura 7) (Neveu et al.,
1974)

HO C15H34

OH

Figura 7: Estructura de acido 6-n-pentadecil-2,4-dihidroxibenzoico (Neveu et al., 1974)

El extracto acuoso del micelio de T. caerulea, en presencia de agentes activadores,
han mostrado la presencia de hidrato de 2-furilglioxal (figura 9) e hidrato de 2-hidroxi-
6H-3-pirona-2-carboxaldehido, este Gltimo conocido como cortalcerona (figura 8)
(Baute et al., 1977; Baute et al., 1976).

H H § H
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x 2% % _~CH H OH
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Figura 9: 2-furilglioxal (Baute et al., 1976) Figura 8: Cortalcerona (Baute et al., 1976)

22



h) Acciones farmacoldgicas
El extracto metanolico en crudo de T. caerulea, presenta actividad antioxidante,
probada mediante los métodos de captadores de radicales libres DPPH y ABTS,
utilizando como estandar Trolox y BHA (Lee et al., 2013).

También presenta actividad antibacteriana gracias a su composicion quimica,

que contiene cortalcerona (Baute et al., 1976).

Ambas actividades podrian justificarse a traves de los compuestos fendlicos que

se han descrito en sus estudios de composicion.
1.5. FAMILIA CRASSULACEAE

Las plantas objeto de este estudio pertenecen a la familia Crassulaceae.

Las plantas incluidas en esta familia son generalmente perennes, de herbaceas a
subarbustivas. Hojas generalmente crasas y enteras, alternas, opuestas o verticiladas,
frecuentemente agrupadas en roseta basal, aunque a veces ubicada en el apice de los tallos
estériles. Inflorescencias cimosas, terminales o axilares. Flores hermafroditas, raramente
dioicas, actinomorfas, tipicamente pentdmeras, raramente 3-4 0 6-32 meras, a veces
solitarias 0 agrupadas en parejas axilares. Caliz de sépalos libres o soldados en la base,
generalmente carnosos y poco llamativos. Pétalos libres o soldados en diferente grado.
Androceo con 1-2 verticilos de estambres. Ovario supero, carpelos en igual nimero que
sépalos o pétalos, libres o, con menor frecuencia, mas o menos soldados; estilo de
longitud variable. Fruto en polifoliculo; semillas numerosas en cada foliculo (Maire,
1976).

Familia cosmopolita integrada por cerca de 35 géneros (nUmero que puede variar

dependiendo de los criterios de clasificacion) y aproximadamente 1500 especies.

Muchas de las especies de esta familia se han adaptado a vivir en habitats
extremadamente secos, para lo que las plantas han desarrollado estructuras que permiten
evitar la deshidratacion, como pruina, pelos, espinas; ademas sus tallos y hojas se hicieron
carnosas para acumular agua. Para sobrevivir en esas condiciones, han desarrollado
diferentes métodos de reproduccidn vegetativa, éste es el caso de ciertos Kalanchoe
Adans., que gracias a sus gémulas foliares, se difunden con mucha facilidad (Castroviejo,
1997).
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1.5.1. GENERO KALANCHOE Adanson Fam. 2: 248. 1763.

Kalanchoe es un género controvertido. En 1907 el botanico estadounidense
especialista en Crasuladceas Raymont-Halmet public6 una monografia del género
Kalanchoe incluyendo al género Bryophyllum dentro del mismo (Sanchez de Lorenzo,
2015), pero algunos de los estudios moleculares que se estan llevando a cabo, los
consideran géneros distintos y varias especies del género Kalanchoe han pasado ahora al

género Bryophyllum.

Las plantas pertenecientes a este genero son herbaceas perennes, subarbustos o
arbustos carnosos. Las hojas son opuestas, raramente verticiladas o alternas.
Inflorescencias terminales en cimas o paniculas de cimas. Flores tetrameras. Caliz
formado por 4 sépalos, m&s o menos concrescentes en la base. Corola gamopétala,
generalmente con divisiones muy cortas. Androceo formado por dos verticilos de
estambres 4 + 4, glabros, insertos en el tubo de la corola. Nectarios en forma de escamas.
Ovario formado por 4 carpelos, ligeramente concrescentes en la base, glabros, atenuados

en 4 estilos més o menos largos. Fruto formado por 4 foliculos polispermos (Maire, 1976).

Las sustancias mas notables biosintetizadas por las diferentes especies de este
género pertenecen a los glucésidos de flavonoides, un conjunto de pigmentos vegetales y

a las bufadienolidas, grupo de esteroides cardioactivos. (Garcia, 2009).

En este proyecto vamos a hacer la caracterizacion nutricional, y el estudio de la
actividad citotdxica de tres plantas del género Kalanchoe: K. pinnata, K. daigremontiana

y K. gastonis-bonnieri.

Kalanchoe pinnata (Lamk.) Pers., Syn. PI. 1: 446. 1805.
a) Sindnimos
Bryophyllum calycinum Salisb.; Cotyledon pinnata Lam. (1786); Bryophyllum
pinnatum (Lam.) Oken (1841); Verea pinnata (Lam.) Spreng. (1825) (CJB, 2012).

b) Nombres vernaculos
Es conocida vulgarmente en castellano como: Planta de Aire, Campanas de la
Catedral, Planta de la Vida, Planta de Goethe. Los dos primeros son también nombres

comunes de otras plantas de otras especies y géneros (Mukul, 2009).
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En Africa se conoce como goodluck y/o resurrection plant (Ojewole, 2005).
También se conoce como Wonder of the World (maravilla del mundo) en el habla inglesa
(Mukul, 2009).

En Hawai se conoce como Oliwa Ka Kahakai, en Estados Unidos como Mother
Of Thousands, Air Plant, en la Republica Dominicana como Herbe Mal Tete, en Filipinas
como Katakataka (asombrosa, notable) y en Bolivia como Siempre Viva, Parvu u Hoja
Del Aire (Mukul, 2009).

c) Taxonomia
La taxonomia de K. pinnata se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Taxonomia de Kalanchoe pinnata (Maire, 1976)

Kalanchoe pinnata

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Género Kalanchoe

Subgénero Bryophyllum
Especie  Kalanchoe pinnata

d) Descripcion boténica

Es una planta perenne, verde y glabra. Tallo erecto, robusto, simple y cilindrico,
de 0,6-1,2 m de altura. Hojas carnosas, opuestas, decusadas, imparipinnadas, a veces
alguna de ellas reducidas al foliolo terminal, foliolos oblongos, raramente suborbiculares,
margen crenado de color pUrpura; peciolo purpura de 2-10 cm; las hojas inferiores son
simples. Flores colgantes en cimas agrupadas en paniculas terminales; pedicelos
floriferos de 18-25 cm de largo. Céliz hinchado, en forma de campana, verde-purpura, a
veces con rayas de color rojo o rojo-violeta; tubo de 21-31 mm de largo; I6bulos tan
anchos como largos (7-10,5 x 7-10,5 mm) de deltados a semiorbiculares, agudos. Corola
tubular mas larga que el caliz, tubo blanco-verdoso de 25-30 mm, I6bulos rojizos de 10-
12 mm, ovado-triangulares, agudos. Estambres ligeramente exertos, filamentos insertos
por debajo de la mitad del tubo de la corola. Nectarios lineales. Carpelos conniventes,

ovoide-lanceolados, atenuados en estilos delgados, mas largos que el ovario. Floracion
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primaveral. Se multiplica facilmente por las yemas adventicias que surgen en las hojas
(figura 10) (Maire, 1976).

el

ol

igura 10: Plantas, hoja y planta de K. pinnata (Maitane Maisterra)
e) Distribucién y ecologia

Es una planta nativa de Madagascar. Se distingue por la abundancia de plantulas

en miniatura que se forman en los margenes de sus hojas, caracteristica que tiene en

comun con otros miembros del género (Mukul, 2009).

Se ha naturalizado en las regiones de Asia, Australia, Nueva Zelanda, India
occidental, Macaronesia, Mascarefias, Galapagos, Melanesia, Polinesia y Hawai. En

muchas de ellas, se considera como una especie invasora (Mukul, 2009).

Habita en climas calido, semicalido y templado desde el nivel del mar hasta los
2600 m, ocupa sitios sobre roca, asociada a bosques tropicales caducifolio,
subcaducifolio, subperennifolio, perennifolio, ademéas de bosque meséfilo de montafia

(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

f) Composicion quimica

Estudios anteriores de los extractos de diferentes partes de K. pinnata mostraron
la presencia de alcaloides, triterpenos (figura 11) como o y B-amirina, sus acetatos,
briofolona, briofinol, y briofolenona, 18-a-oleanona y taraxasterol; flavonoides como 5°-
metil-4",5, 7-trihidroxilflavona, 3, 4%, 5, 7-tetrahidroxi-5-metil-5"propanoamina
antociananidina y un diglicosido de kaempferol nombrado como kapinnatosida (conocido
por tener actividad contra la leishmaniasis), saponinas, taninos, carotenoides,
cardienolidas, y esteroides como birofilol, 24-etil-25-hidroxicolesterol y [-sitosterol
(Matthew, 2013; Nguelefack et al., 2006; Okwu & Josiah, 2006; Gaind & Gupta, 1974;
Gaind & Gupta, 1972; Marriage, et al., 1971).

26



Las hojas contienen un grupo de compuestos quimicos muy activos llamados
bufadienolidas que se mencionan en el apartado 1.7.2 (figura 17) (Rastogi 1990-1994;
Yamagishi et al., 1989; McKenzie, et al., 1987).
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Bryophollenone Bryophynol Bersaldegenin
Figura 11: Estructura de los diferentes terpenos de K. pinnata (Supratman et al., 2001, Ram et al., 2004)

g) Acciones farmacologicas

Varios estudios de diferentes extractos de K. pinnata confirman acciones
farmacoldgicas tales como: actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia, E. coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans
y Aspergillus niger (Okwu & Nnamdi, 2011), también es eficaz frente a infecciones
causadas por Bacillus subtilis, Enterobacter aerogens, Klebsiella pneumonia y
Salmonella typhi debido a la presencia de compuestos fendlicos (Afzal et al., 2012;
Ofokansi et al., 2005), actividad anti-Ulcera testada en Ulceras agudas inducidas en el
estomago Yy el duodeno de ratas y conejillos de indias (Siddhartha & Chaudhuri, 1991),
actividad hipotensora, disminuye las presiones arteriales y del corazon en las ratas
normotensas anestesiadas e hipertensas (Prasad et al., 2012; Ojewole, 2002), actividad
antihelmintica y antiprotozoaria evaluada in vivo en el modelo murino de la
leishmaniasis cutanea (Majaz et al., 2011; Muzitano et al., 2009; Muzitano et al., 2006),
actividad cicatrizante (Nayak et al., 2010), actividad antidiabética, investigada en
ratas utilizando estreptozotocina (STZ) inducida por la diabetes mellitus (Bergmann et
al., 2006; Ojewole, 2005), actividad antiinflamatoria, inhibe la inflamacién aguda
inducida por la albumina de huevo fresco, también tiene un efecto antinociceptivo en
estimulos de dolor inducidos en ratones (Afzal et al., 2012; Ojewole, 2005), actividad

hepatoprotectora, reduce significativamente las enzimas que aumentan durante la lesion
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hepatica (Yadav & Dixit, 2003; Shahidi et al., 1999), actividad nefroprotectora,
actividad diurética y antiurolitica (Majaz et al., 2011; Patil et al., 2008; Harlalka &
Patil, 2007), actividad anticonvulsiva, aumenta el periodo de latencias de las
convulsiones y reduce la duracion de los ataques (Hossan & Yemitan, 2009; Nguelefack
et al., 2006), actividad sedante y relajante muscular, posee una potente accién
depresora del sistema nervioso central (Afzal et al., 2012; Hossan & Yemitan, 2009; Pal
et al., 1999), y también mostré un efecto relajante in vitro sobre la contractilidad del

miometrio humano (David et al., 2000).

Otras actividades importantes son la actividad antioxidante, esta fue evaluada
mediante varios métodos, la actividad captadora de radicales DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) utilizando el &cido ascorbico como estandar, método de eliminacion de
radicales libres de 6xido nitrico, que se utiliza para detectar la actividad oxidativa, poder
reductor de los extractos, que se determind como medida de la actividad antioxidante y
el método de inhibicidn de la peroxidacion lipidica (Harlalka et al., 2007). Actividad
inmunomoduladora, esta se evalud en el extracto acuoso de las hojas de K. pinnata y
se observd que las células del bazo de los animales tratados previamente con la planta
mostraron una disminucion de la capacidad de los mitdgenos y el antigeno in vitro, asi
como la respuesta especifica de anticuerpos a la ovoalbdmina también fue reducida
significativamente por el tratamiento (Cruz et al., 2008; Rossi-Bergmann et al., 1994), y
la actividad antitumoral determinada por varios métodos; determinacion de los efectos
inhibidores sobre el virus de Epstein-Barr (EBV), actividad antiproliferativa contra las
celulas humanas HT-1080 de fibrosarcoma, evaluacion de la actividad antiproliferativa
mediante la escision de la sal de tetrazolio amarilla XTT y ensayos in vivo con ratones
con células del tumor ascitico de Ehrlich (EAC) (Devbhuti et al., 2012; EI Abdellaou et
al., 2010; Ueda et al., 2002; Supratman et al., 2001).

h) Precauciones
El estudio de toxicidad aguda determina que los valores de LDso del extracto
metanolico en ratones y ratas son 1159,03 y 1459,69 mg/kg, respectivamente, y la LDso
del extracto acuoso 957,02 y 1064,21 mg/kg respectivamente. Se encontré que los
extractos no son toxicos por via oral en dosis de hasta 3 g/kg en ratones y ratas. En la
dosis 2 g/kg de peso corporal por via oral durante 35 dias en ratas no causé cambios

histologicos en los rifiones, el corazén y el bazo. No hubo ninguna muerte en una dosis
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maxima de 5 g/kg por la via oral. La LDso intraperitoneal fue de 1,8 g/kg de peso en ratas
(Devbhuti et al., 2012; Ozolua et al., 2010; Devbhuti et al., 2008).

Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H.Perrier Ann.
Mus. Colon. Marseille, sér. 3, 2: 128-132. 1914.
a) Sinénimos
Bryophyllum daigremontianum (Raym.-Hamet & H.Perrier) A. Berger (1930)
(CJB, 2012).

b) Nombres vernaculos
Es conocida vulgarmente en castellano como: Espinazo del Diablo, Aranto,
Siempreviva, Dulcamara; portugués: Mae de milhares; ingles: Mother of Thousands,
Palm tree Bryophyllum, Mexican Hat Plant, Alligator Plant, Devil's backbone,
Chandelier Plant, Mother of Millions (LLIFLE, 2005).

c) Taxonomia

La taxonomia de K. daigremontiana se presenta en la tabla 3.

Tabla 3: Taxonomia de Kalanchoe daigremontiana (Maire, 1976)

Kalanchoe daigremontiana

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Género Kalanchoe
Subgénero Bryophyllum

Especie  Kalanchoe daigremontiana

d) Descripcién botanica
Planta perenne, verde y glabra. Tallo simple o poco ramificado, erecto, cilindrico,
de 60-80 cm de largo. Hojas simples, opuestas, lanceoladas, verdes en el haz, glaucas o
gris-rosadas con vetas marrén-purpuras en el envés, margen serrado con dientes agudos
de los que surgen gémulas foliares que forman raices; peciolos subcilindricos mas cortos
gue la lamina; las hojas inferiores pueden alcanzar 13 x 4 cm, las superiores son menores.
Flores colgantes en cimas agrupadas en paniculas terminales. Céaliz con forma de

campana, verde o parpura, tubo de 3-4 mm; lébulos de 3-7 mm, ovado-triangulares,

29



erectos. Corola rosa-violacea, con tubo subcilindrico de 13-17 mm; lobulos de 6-12 mm,

obovados de &pice redondeado. Estambres mas cortos que la corola con los filamentos

insertos por debajo de la mitad del tubo de ésta. Carpelos conniventes, atenuados en

estilos largos y delgados. Florece en invierno o primavera, aunque su periodicidad no es

anual (figura 12) (Maire, 1976).
T

Figura 12: Plantas, hoja y gémulas foliares de K. daigremontiana (Maitane Maisterra)

e) Distribuciony ecologia
K. daigremontiana es nativa del valle del rio Fiherenana y las montafias
Androhibolava en el suroeste de Madagascar. Ha sido introducido en numerosas regiones
tropicales y subtropicales, como Florida y en la costa sur de Texas, Puerto Rico, las islas
del Pacifico (Galapagos, Hawai, Fiji, Marshal, Nueva Caledonia, Niue) Africa subtropical
y Africa del Sur, Australia (Queensland), India, Pakistan, china, Nueva Zelanda, y partes

de las Islas Canarias.

Se cultiva ampliamente en los jardines en los paises tropicales. Estd bien
establecida y se considera una maleza agresiva que naturalizada casi en todas partes y por
lo general se encuentra en la difusion de los bordes de caminos. Los exudados de las
raices pueden inhibir el crecimiento de las plantas cercanas (LLIFLE, 2005).

Puede sobrevivir largos periodos de sequia con poco o nada de agua. Sin embargo
no es resistente a las heladas y tipicamente muere si se somete a temperaturas bajo cero
(The Encyclopedia of Life, 2009).

f) Composicion quimica
Estudios anteriores han confirmado varios tipos de compuestos como 11-0xo-epi-
B-amirina,  21-deshidrodesmosterol, 4&cido  3,4-dihidroxi-cis-cindmico 'y p-
hidroxibenzaldehido (Kulka, 2006), glut-5(6)-en-3p-ol [ 1], mezcla de a-amirina [2a] y B-
amirina [2b] y estigmasterol [3] (figura 13) (Rashid et al., 2013).
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Al igual que K. pinnata, también contiene un grupo de bufadienolidas muy activas
(figura 17) (Supratman et al., 2001).
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Figura 13: Compuestos de K. daigremontiana (Rashid et al., 2013)

g) Acciones farmacologicas

Varios estudios de diferentes extractos de K. daigremontiana confirman
actividades tales como actividad antimicrobiana, determinada por el método de difusion
de disco (Bauer et al., 1966), esto se probo frente a varias bacterias Gram positivas y
Gram negativas y en diferentes hongos (Kamrun et al., 2008). Actividad trombolitica,
evaluada mediante el método de Prasad (Sikder et al., 2011; Prasad et al., 2006) y
actividad hemolitica, evaluada mediante una prueba de eritrocitosis (Anisimov et al.,
2009).

Otras actividades farmacoldgicas importantes son la actividad antioxidante, esta
fue evaluada mediante la actividad captadora de radicales DPPH utilizando terc-butil-4-
hidroxitolueno (BHT) como estandar de referencia (Rashid et al., 2013) y actividad
antitumoral, evaluada mediante el método de determinacion de los efectos inhibidores
sobre el virus de Epstein-Barr (EBV) (Supratman et al., 2001).

h) Precauciones
Se ha determinado que las hojas de K. daigremontiana son toxicas en pollitos a
una dosis de 8-12 mg/g de peso corporal. Los signos tdxicos incluyen depresion, falta
de coordinacion muscular, espasmos, temblores, convulsiones, paréalisis y la muerte
(Williams & Smith, 1984).
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Kalanchoe gastonis-bonnieri Raym.-Hamet & Perrier Ann.
Sci. Nat., Bot., sér. 9 16: 364-366 (1912)

a) Sinonimos
Bryophyllum gastonis-bonnieri (Raym.-Hamet & H.Perrier) Lauz.-March. y

Kalanchoe adolphi-engleri Raym.-Hamet (1955) (CJB, 2012).

b) Nombres vernaculos
Es conocida vulgarmente en castellano como: Oreja de burro, Hojerilla, Ojaransin,
en inglés como: Donkey ears, Sprouting Leaf, Sprout Leaf Plant, Palm Beachbells,
Miracle Leaf, Leaf of Life, Good Luck Leaf, Giant Kalanchoe, Tree of Life, Donkey ear
plant, Donkey’s ear, Life Plant y en portugués como: Perrier planta-da-vida (LLIFLE,
2005).

c) Taxonomia
La taxonomia de K. gastonis-bonnieri se muestra en la tabla 4.

Tabla 4: Taxonomia de Kalanchoe gastonis-bonnieri (CJB, 2012)

Kalanchoe gastonis-bonnieri

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Género Kalanchoe

Especie  Kalanchoe gastonis-bonnieri

c) Descripcion botanica

Planta verde-pruinosa. Tallos, en su mayoria, simples, cilindricos, de 70 x 1,5 cm.
Hojas simples, opuestas, de lanceoladas a espatuladas, pruinosas, gris-verdosas con
manchas purpuras, de 15-50 x 5-10 cm, margenes crenados de los que surgen gémulas
foliares que forman raices, apices agudos; peciolos anchos, poco diferenciados de los
limbos. Flores colgantes en cimas agrupadas en paniculas terminales. Caliz glabro,
campanulado-urceolado, verde rojizo, tubo de 13-15 mm, I6bulos triangulares de 5-10
mm. Corola amarilla o verde rojiza, con tubo cilindrico de 30-40 mm, I6bulos triangular-
ovados de 6-10 mm, &pice acuminado. Estambres mas cortos que la corola con los

filamentos insertos por debajo de la mitad del tubo de ésta. Carpelos conniventes,
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atenuados en estilos largos y delgados. Florece a lo largo del verano pero puede hacerlo
en otras épocas también (figura 14) (FNA, 2009).

d) Distribucién y ecologia
K. gastonis-bonnieri es originaria del noroeste de Madagascar. Introducida como
planta de jardin, ahora se ha naturalizado en las zonas tropicales de la Amazonia, Africa,

Asia, Australia y otros lugares en los tropicos.
Se encuentra en las rocas calcéreas en bosques bajos abiertos (LLIFLE, 2005).

e) Composicion quimica
Estudios realizados a K. gastonis-bonnieri han confirmado la presencia de
compuestos terpénicos y fendlicos, entre ellos flavonoides como, 3-O-a-ramnopiranosil-
7-O-B-D-glucopiranosil(1->3)-a  -L-ramnopiranosido de quercetina y 6-C-p-D-
glucopiranosil-8-C-B-D-glucopiranosido de apigenina (vicenin-2) (Costa et al., 2015;
Legramandi, 2011).

f) Acciones farmacologicas
El extracto acuoso en crudo de K. gastonis-bonnieri presenta actividad
anticonceptiva, esto se ha probado in vivo en el epididimo de ratas (Miranda-Beltran et
al., 2003). La actividad antifungica también ha sido evaluada mediante la técnica de
dilucion de microplaca, esto ha sido probado en diferentes extractos (Legramandi, 2011).
g) Precauciones
Los estudios de toxicidad revelaron que 13 g/kg peso corporal induce un 80% de
letalidad y la dosis letal esta estimada en 11,0 g/kg de peso. En todos los casos los
animales desarrollaron mal estar general, con los siguientes sintomas: espasmos
abdominales, erizado de pieles, letargo, postracion, la inactividad y la pérdida de peso.
Tres de las seis ratas murieron a las 24 horas, y las otras tres sobrevivieron recuperandose
por completo en 8 dias después del tratamiento (Miranda-Beltran et al., 2003).
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1.6. CARACTERIZACION NUTRICIONAL

Una dieta saludable ayuda a protegernos de la malnutricion en todas sus formas,
asi como de las enfermedades no transmisibles, como la diabetes, cardiopatias, accidentes
cardiovasculares y el cancer. Para tener una alimentacion sana es preciso comer frutas,

verduras, legumbres, frutos secos y cereales integrales (WHO, 2015).

Tanto las plantas como las setas son fuentes de productos naturales, cuya
diversidad y complejidad es muy grande, por lo que es necesario clasificarlos en grupos
basandose en diferentes criterios. En la clasificacion por su origen biosintético, se pueden
diferenciar dos grupos, productos del metabolismo primario (carbohidratos, lipidos,
aminoacidos, péptidos y proteinas) (figura 15) y productos del metabolismo secundario
(compuestos terpénicos, fendlicos y compuestos secundarios nitrogenados).

Estos productos naturales son compuestos quimicos que pueden ser responsables
de acciones farmacoldgicas, denominandose principios activos, y son utilizados en
terapéuticas, como en fitoterapia y medicina (Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).
Pero también pueden ser utilizados como complementos dietéticos 0 como nutracéuticos
en alimentos funcionales (término acufiado desde nutricion y farmacéutico). Algunos
ejemplos de nutracéuticos o "ingredientes alimentarios funcionales" son: fibra dietética,
acidos grasos poliinsaturados (PUFA), proteinas, péptidos, aminoacidos, cetoacidos,

minerales, vitaminas antioxidantes y otros antioxidantes (Andlauer & Frst, 2002).

]
[ 1
Volatil por secado (humedad)
Inorganica (Cenizas)

Soluble en disolventes organicos A‘

(Grasa o lipidos)

| ) |
No graso, sin nitrogeno Con nitrogeno
(Carbohidratos) (Proteinas)
Digeribles
No digeribles
(Fibra)
Figura 15: Esquema de composicion de un alimento (Maitane Maisterra)
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1.6.1. PROTEINAS

Los aminoacidos son las unidades estructurales de las proteinas. Todos ellos
tienen tres grupos funcionales unidos a un atomo central de carbono; un grupo amino, un

grupo carboxilo y una cadena lateral.
Las proteinas tienen varias funciones que son especificas de cada tipo de proteina.

El cuerpo de un adulto normal, no obeso, contiene de 12-18 % de proteinas, con
diferentes funciones; estructurales, reguladoras, contractiles, inmunitarias, de transporte
y cataliticas (actian como enzimas que regulan reacciones bioquimicas) (Tortora et al.,
2003).

1.6.2. CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos estan formados por carbono, hidrogeno y oxigeno. Estos
incluyen azucares, almidones, glucdgeno y celulosa (Tortora et al., 2003).

La principal funcion de los carbohidratos en los animales consiste en proporcionar
una fuente rdpida de energia quimica para generar ATP, que activa las reacciones
metabolicas.

Estos se clasifican en tres grandes grupos, de acuerdo con su tamafio:
monosacaridos (no se pueden convertir por hidrdlisis en azlcares mas pequefios),
disacéaridos y polisacéridos (la hidrélisis los rompe en sus monosacaridos constituyentes).
(Tortora et al., 2003; McMurry, 2001).

Los carbohidratos se pueden unir a una gran variedad de compuestos (llamados
agliconas) formando glucdsidos, lo que aumenta la solubilidad en agua de las gliconas.
Los glucosidos varian en su estructura quimica y su actividad farmacoldgica debido a su

componente de aglicona (Tortora et al., 2003).

En Farmacologia, ademas de su utilidad como agentes de carga (sustancias que
aumentan el volumen de un alimento sin contribuir significativamente a su valor
energético), se ha descubierto que varios polisacaridos poseen actividad
inmunomoduladora, antitumoral, anticoagulante, hipoglucémica o antiviral. Los distintos
productos de hidratos de carbono comercializados incluyen fibra, celulosa y sus
derivados, almidén (polimeros de glucosa) y sus derivados, dextrinas, fructanos, los

acidos alginicos, agar y gomas (Gurib-Fakim, 2006).
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1.6.3. LIPIDOS

Los é&cidos grasos son é&cidos carboxilicos (RCOOH) con una cadena
hidrocarbonada de 4 a 36 carbonos. En los &cidos grasos saturados (SFAS), la cadena
hidrocarbonada esta saturada, es decir, no contiene dobles enlaces. En los &cidos grasos
insaturados, la cadena hidrocarbonada estd insaturada, es decir, posee uno
(monoinsaturados, MUFASs) o méas dobles enlaces (poliinsaturados, PUFAS). La mayor
parte de los acidos grasos sintetizados o ingeridos por un organismo se incorporan a los
triglicéridos, compuestos por tres acidos grasos unidos por enlace éster al glicerol, para
el almacenamiento de energia metabdlica o se incorporan a los fosfolipidos constituyentes
de las membranas (Nelson & Cox, 2000).

Los &cidos grasos esenciales son PUFAs, necesarios para la salud, que deben
incorporarse en la alimentacion, ya que no pueden sintetizarse en el cuerpo humano. Se
dividen en dos familias: Omega-3 (o-3) y Omega-6 (m-6). Los acidos grasos m-3, ademas
de sus efectos antiinflamatorios, pueden tener efectos beneficiosos sobre el corazon y
otras patologias como el cancer, diabetes y enfermedades neuroldgicas. Los acidos grasos
-6, como el acido y-linoleico, también poseen propiedades antiinflamatorias, siendo su
fuente principal los aceites de semillas (Kaur et al., 2012; Castro Gonzales, 2002; Gurib-
Fakim, 2006).

Los aceites vegetales son significativos en la industria alimentaria y farmacéutica.
Algunos se usan como disolventes para farmacos liposolubles como algunas vitaminas y
antibidticos. Otros, por ejemplo, los aceites de almendra y oliva se utilizan en cosmética
(Gurib-Fakim, 2006).

1.6.4. CENIZAS

El contenido en cenizas es una medida del total de los minerales presentes en un
alimento. (Bianchini & Eyherabide, 1998). Los metales traza esenciales (Zn, Mn, Co, Cu,
I, F, Sn, Cr, Mo, Se, Br, Ni), a pesar de su pequefia cantidad son necesarios para mantener
lavida, pero en altas concentraciones son toxicos. Algunos elementos pueden acumularse
en los sistemas bioldgicos y convertirse en un peligro significativo para la salud como
son los carcinégenos, mutagenos o teratdgenos (Cd, Hg, Pb, Bi, Sb, As) (Stroffekova et

al., 2008).
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1.6.5. ACIDOS ORGANICOS

Los acidos organicos son compuestos de bajo peso molecular que se encuentran
en todos los organismos, y se caracterizan por la posesion de uno o mas grupos carboxilo
(Jones, 2008).

Los acidos orgéanicos son intermediarios fotosintéticos que se producen
principalmente en la mitocondria a traves del acido tricarboxilico o ciclo de Krebs y en
menor medida en el glioxisoma como parte del ciclo del glioxilato (Lépez-Bucio et al.,
2000).

Algunos acidos organicos pueden tener actividad bioldgica, y por lo tanto un
impacto significativo en la salud humana. Los &cidos tartarico, malico, citrico y succinico
han demostrado beneficios positivos para la salud como antioxidantes debido a su
capacidad de quelar metales y deslocalizar la carga electronica de los radicales libres.
(Lépez-Bucio et al., 2000; Seabra et al., 2006).

1.6.6. TOCOFEROLES

Los tocoferoles y los tocotrienoles, frecuentemente conocidos como vitamina E,
son moléculas anfipéticas con la cola hidréfoba asociada a la membrana lipidica y la
cabeza polar que permanece en la superficie de la membrana. Su estructura comun consta

de un anillo cromano y una cadena lateral de isoprenos (figura 16) (DellaPenna, 2005).

o e e o
Rz CcH CHsz
3 General Tocotrienol Structure

Form R, R;  *Relative Activity
(toco vs trienol)

o-tocopherol/trienol -CH; -CH;  100%vs 30%

B-tocopherol/trienol -CHs -H 50% vs 5%

y-tocopherol/trienol  -H -CH3 10% vs 0%
&-tocopherol/trienol  -H -H 3% vs 0%

Figura 16: Estructura de los diferentes tocoferoles y tocotrienoles (DellaPenna, 2005)

La vitamina E se compone de ocho isoformas, cuatro tocoferoles de cadena
saturada (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y d-tocoferol) y cuatro tocotrienoles de

cadena insaturada (a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-tocotrienol y é-tocotrienol), siendo el
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a-tocoferol la isoforma mas potente y abundante en los sistemas biologicos (Burton &
Traber, 1990).

Estos compuestos juegan un papel importante en la salud mediante la inactivacion
de los radicales libres producidos a traves de la actividad celular normal y de diversos
factores de estrés. Actian como antioxidantes mediante la donacion de un atomo de
hidrogeno a los radicales peroxilo de moléculas de lipidos insaturados, formando un
hidroperdxido y un radical tocoferoxilo, que reacciona con otros radicales peroxilo o
tocoferoxilo formando aductos més estables. La capacidad antioxidante relativa in vivo
de los tocoferoles sigue el orden a>p>y>d. La vitamina E es el principal antioxidante
presente en el plasma, glébulos rojos y tejidos, que permite la proteccion de la integridad
de las estructuras lipidicas, principalmente de las membranas (Traber, 2007; Kamal-Eldin
& Appelqgvist, 1996).

1.6.7. KALANCHOES

La composicion quimica del género Kalanchoe estd condicionada por varios
factores; edad de la planta, tipo de suelo, factores ambientales, tipo de cultivo, clima,

recolecta. ..

Muchos autores han aislado e identificado algunos constituyentes quimicos del
género, pudiendose clasificar principalmente como: glucésidos de flavonoides,
antocianinas, cumarinas, bufadiendlidas, triterpenos, esteroles, fenantrenos y acidos
grasos (Singab et al, 2011; Milad et al, 2014).

a) Kalanchoe pinnata

El contenido en nutrientes muestra carbohidratos, proteinas, lipidos, acidos y yodo
(tabla 5). En las hojas también se han detectado componentes fendlicos: acido para--
hidroxibenzoico, cafeico, cumarico, ferulico y siringico; los acidos organicos acético,
malico, citrico, isocitrico, lactico, fumarico, oxalico, oxalacetato y succinico; los acidos
grasos palmitico, estearico, araquidico y behénico; los azlcares rafinosa, lactosa,
sacarosa, glucosa, galactosa y fructosa (tabla 6); las vitaminas y aminoacidos,
riboflavina, acido ascérbico, tiamina, niacina, piridoxina, glicina, cisteina, hidrolizado de
caseina, acido glutdmico, hidrolizado de proteina, metionina, tirosina y fenilalanina.
También es buena fuente de elementos minerales como Na, Ca, K, P, Mg, Mn, Fe, Cu,
Zn (Patterwar, 2012; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009;
Alabi et al., 2005; Almeida et al., 2000; Gaind el al., 1972; Siddiqui et al., 1989).
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Tabla 5: Andlisis quimico de K. pinnata (mg/100 g) (Alabi et al., 2005)
Composicion quimica
Carbohidratos  Proteinas Lipidos Acidos Yodo Oxalatos totales
4,29 14,5 24,3 36,60 10,20 1,96

Tabla 6: Contenido de azlcares en K. pinnata (mg/100 g) (Alabi et al., 2005)

Azucares (mg/100 g)
Rafinosa Sacarosa Lactosa Glucosa Galactosa Fructosa Maltosa Arabinosa
2,8 0,20 4,92 2,62 5,82 2,30 5,64 8,66

b) Kalanchoe daigremontiana
Estudios anteriores han confirmado varios tipos de nutrientes en K.
daigremontiana: &cidos organicos (Jolchine, 1962), &cidos grasos, carbohidratos,
carotenoides, triacilgliceroles, fosfolipidos, esteroles y clorofila (tabla 7) (Anisimov et
al., 2009).

Tabla 7: Compuestos identificados en K. daigremontiana (Anisimov et al., 2009)

Metabolito mg/100 g de peso fresco
Acidos grasos libres 45,4
[-caroteno 2,6
Clorofilas 60,6
Carotenoides 19,6
Esteroles libres 16,4
Carbohidratos 26,0
Esteres de esteroles 9,8
Esteres de acidos grasos 21,0
Triacilgliceroles 38,0
Fosfolipidos (forfatidil glicerol y fosfatidil inositol) 13,4

Respecto a su contenido en tocoferoles, cabe destacar que el ismero mas
abundante es el y-tocoferol (tablas 8 y 9) (Szymanska et al., 2009).

Tabla 8: Contenido en tocoferoles de las hojas de K. daigremontiana (Szymanska et al., 2009)

pga-Toc/g  y-Toc/a-  &-Toc/a- Tocoferoles total
plantaseca  Toc (%) Toc (%) (ug/g planta seca)

16,715 852+86 120+20 32,9

Kalanchoe
daigremontiana

Tabla 9: Contenido de tocoferoles en las hojas de K. daigremontiana de diferentes edades (Kruk et al.,
2011)

Tocoferoles (ug/g de planta seca)
a-Tocoferol ¥- Tocoferol 3-Tocoferol

Hojas jovenes 249+20 30,0+18 54+04
Hojas de edad media  16,9+2,8 79+05 1,1+£01
Hojas viejas 20,3+13 37,3+37 26+0,7
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¢) Kalanchoe gastonis-bonnieri
Respecto a su composicion nutricional el Gnico dato que se ha encontrado ha

sido su contenido en cenizas totales (tabla 10) (Legramandi, 2011).

Tabla 10: Contenido de cenizas totales de las hojas de K. gastonis-bonnieri (Legramandi, 2011)

K. gastonnis-bonnieri

Cenizas totales 22,25+ 0,99

Debido a que los datos sobre los nutrientes no abundan, y con el objetivo de
mejorar el conocimiento de su valor nutricional, el presente estudio proporciona nuevos
datos sobre el contenido de algunos compuestos tales como proteinas, lipidos, tocoferoles,
cenizas, acidos organicos, &cidos grasos y carbohidratos en las tres plantas del género

Kalanchoe.

1.7. ACTIVIDAD ANTITUMORAL

1.7.1. CANCER

Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una caracteristica del cancer es la
multiplicacién rapida de células anormales que se extienden mas alld de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos

(metéstasis). Las metastasis son la principal causa de muerte por cancer.

El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial; en 2012 se le
atribuyeron 8,2 millones de muertes. En este afio, los canceres diagnosticados con mas
frecuencia en el hombre fueron los de pulmdn, prostata, colon y recto, estdbmago e higado,
mientras que en la mujer fueron los de mama, colon y recto, pulmon, cuello uterino y
estdmago. Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer se deben a cinco factores
de riesgo comportamentales y alimentarios, indice de masa corporal elevado, consumo
insuficiente de frutas y verduras, falta de actividad fisica y consumo de tabaco y alcohol

y por lo tanto, pueden prevenirse (WHO, 2015).

La transformacion de una célula normal en tumoral es un proceso multifasico y
suele consistir en la progresion de una lesion precancerosa a un tumor maligno. Estas

alteraciones son el resultado de la interaccion entre los factores genéticos del paciente y
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de agentes externos; radiaciones ultravioletas e ionizantes, componentes del humo del
tabaco, la aflatoxina (contaminante de los alimentos), arsénico (contaminante del agua)
e infecciones causadas por determinados virus, bacterias o parasitos (WHO, 2015).

Desde la antiguedad, las plantas se han utilizado como remedios para tratar
diferentes tipos de enfermedades y lesiones con resultados satisfactorios. Hoy en dia, méas
del 60 % de los medicamentos contra el cncer provienen de compuestos naturales o se
derivan de ellos, haciendo que estas moléculas bioactivas se vuelvan cada vez mas
interesante para las empresas farmacéuticas, incluso como prototipos de formulaciones

finales para drogas contra el cancer (Carocho & Ferreira, 2013).

1.7.2. ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE Kalanchoe pinnata

Se aislaron 5 bufadienolidas de las hojas de K. pinnata y K. daigremontiana
(figura 17). Estos se examinaron para determinar sus efectos inhibidores sobre el virus
de Epstein-Barr (EBV) mediante la activacion del antigeno temprano en las células Raniji,
inducido por el promotor de tumores 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol. Todos los

compuestos exhibieron actividad inhibitoria (tabla 11) (Supratman et al., 2001).

1 R=CHO; R,=OH, Ry=H, 3
2 R=CH;0H; Ry=OH; R;=H,

4 R=CHO, Ry=H; Ry=H,

§ R=CHO; RF=OH, R;=0

Figura 17: Estructura de las diferentes bufadienolidas (Supratman et al., 2001)

Tabla 11: Actividad inhibitoria de las bufadienolidas hacia la activacién de EBV (Supratman et al., 2001)

Inhibicion (%) concentracion (UM)

Compuesto 016 08 2 20 100 1Cs0 (M)
1 234 (91,1)  92,3(961)  100(79,3) 100 (82,1) 100 (74.2) 0.4
2 205(90,1)  34,1(91,8)  92,4(79.3) 100 (89.4) 100 (69,4) 1,6
3 48(952)  450(949)  52,4(92,8) 849(941) 100 (90,7) 3,0
4 0 (97,0) 100(96,3) ND(333) ND(186)  ND (0) -
5 0 (96,0) 46,0 (94.0) ND (0) ND (0) ND (0) -
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Otro estudio evalud la actividad antiproliferativa de K. pinnata contra las células
humanas HT-1080 de fibrosarcoma con metastasis avanzada. Esto fue probado en los
extractos de metanol, metanol-agua y agua. Todos los extractos mostraron actividad
(tabla 12) (Ueda et al., 2002).

Tabla 12: Actividad proliferactiva con la células humanas HT-1080 de fibrosarcoma (Ueda et al., 2002)

Rendimiento (%) ECso (Ug/mL)
Nombre de laplanta MeOH MeOH-H,0 H.0 MeOH MeOH-H,0 H.O
ext. ext. ext. ext. ext. ext.
Kalanchoe pinnata 6,0 18 0,9 >100 >100 >100

Un estudio posterior completd la evaluacion de la actividad antiproliferativa. El
ensayo se baso en la escision de la sal de tetrazolio amarilla XTT, para formar un tinte de
color naranja por células metabdlicamente activas (proliferacion de células kit 11). Se
analizaron dos extractos, el extracto de etanol y el de acetato de etilo (El Abdellaou et al.,
2010).

También se han hecho ensayos in vivo, para evaluar la actividad antitumoral de K.
pinnata. Para ello se utilizaron ratones con células del tumor ascitico de Ehrlich (EAC).
Estos se trataron con el extracto acuoso y metandlico. El crecimiento tumoral fue
estudiado por dos parametros; porcentaje de inhibicion de peso del tumor, e inhibicion
del crecimiento de las células ascéticas. Los resultados indican que el extracto metanolico
y el extracto acuoso tienen capacidad para inhibir el crecimiento del tumor inducido por
lalinea de células EAC en una dosis de forma dependiente en los animales experimentales
(Devbhuti et al., 2012).

1.7.3. ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE Kalanchoe daigremontiana

Como antes se ha mencionado en el apartado de la actividad antitumoral de K.
pinnata, se hizo un ensayo conjunto de estas dos especies para determinar sus efectos
inhibidores sobre el virus de Epstein-Barr (EBV) mediante la activacién del antigeno
temprano en las células Ranji, inducido por el promotor de tumores descrito
anteriormente. Para ello se aislaron 5 bufadienolidas de las hojas de estas dos especies
(los resultados se muestran en el apartado de actividad antitumoral de K. pinnata, 1.7.2.)
(Supratman et al., 2001).
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1.7.4. ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE Kalanchoe gastonis-bonnieri

No se han encontrado estudios que evalGen la actividad antitumoral de los

extractos de K. gastonis-bonnieri.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos generales de este proyecto han sido:

1) Registro de los conocimientos tradicionales de la zona de la Selva de Irati con el
fin de no perder conocimientos y aumentar el estudio etnoboténico en el ambito de hongos

y liquenes.

ii) Eleccion de una planta, hongo o liquen, de la Selva de Irati para su posterior
evaluacion de propiedades citotdxicas y comparacion con plantas comerciales utilizadas

para el tratamiento del cancer.

iii) Evaluacion de las propiedades citotoxicas de tres plantas comerciales utilizadas
para el tratamiento del cancer, Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet & Perr.) A.
Berger, Kalanchoe gastonis-bonnieri (Raym.-Hamet & H.Perrier ) Lauz.-March y

Kalanchoe pinnata (Lam.) Oken.
iv) Evaluacion del valor nutricional de las tres plantas del género Kalanchoe.
Para poder lograr estos objetivos se fijaron los siguientes objetivos particulares:

1) Entrevistar a personas con conocimientos tradicionales de la zona de la Selva de
Irati para obtener informacion de la flora de la zona, con el fin de elegir una planta, liquen
0 hongo para su posterior estudio.

2) ldentificacion botéanica y corservacién en el herbario de la planta, liqguen o hongo

elegido de la Selva de Irati.

3) Preparacién de extractos de n-hexano, diclorometano, acetato de etilo,
metanol:agua soluble en n-butanol, metanol:agua insoluble en n-butanol y agua caliente
de las tres plantas del género Kalanchoe (Kalanchoe pinnata, Kalanchoe daigremontiana
y Kalanchoe gastonis-bonnieri) y del hongo elegido de la Selva de Irati, Terana caerulea.

4) Evaluacion de la actividad citotoxica de los diferentes extractos obtenidos. La
capacidad de inhibicion del crecimiento celular se evalué en lineas celulares tumorales
humanas: MCF-7 (carcinoma de mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmoén), HelLa
(carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular), utilizando el método de la
sulforrodamina B. La citotoxicidad para células normales se evalu6 utilizando un cultivo

primario estabelecido a partir de células de higado de cerdo.
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5) Evaluacion del contenido en macronutrientes, azucares, &cidos grasos,
tocoferoles y acidos orgénicos de las tres plantas del género Kalanchoe, con sus
respectivos metodos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ENTREVISTAS

La metodologia de este pequefio estudio etnobotanico incluye trabajo de campo
basado en entrevistas etnobotanicas, mediante las cuales se recopila la informacion
directamente de la persona sobre el uso tradicional de las plantas. El trabajo de campo se
ha realizado desde noviembre del 2015 hasta junio del 2016. Para ello se han entrevistado
14 personas de 9 localidades que han nacido o han vivido la mayor parte de su vida en la
zona de la Selva de Irati. Se ha utilizado una entrevista semi-estructurada, dejando espacio
a la espontaneidad. Estas se efectuaron en castellano o euskera, dependiendo del idioma
utilizado por la persona entrevistada. Todas las personas entrevistadas fueron informadas
del proposito de la entrevista y dieron su consentimiento para ser entrevistadas. La

informacidn fue recogida en una tabla Excel.

La busqueda de los informantes se efectud en residencias de ancianos, revista
Mendixut (Revista del Pirineo Navarro), la familia, amigos y contactos y de reuniones

espontaneas en pueblos.

De los entrevistados un 28,6 % fueron mujeres y un 71,4 % hombres. La media

de edad de los informantes fue 67 afios siendo la edad mas baja 27 y 94 la mas alta.

Para cada especie se intent6 recopilar la siguiente informacion: nombre local,
parte de la planta utilizada, tiempo de recoleccion, secado, modo de administracion y

preparacion, dosis, uso y vigencia.

3.2. MATERIAL DE ESTUDIO

El hongo elegido de las entrevistas del estudio etnobotanico, Terana caerulea, se
recolecto en la Selva de Irati el 22 de febrero del 2016, a una altitud aproximada de 750
m, latitud 42° 58" 35,78"" y a longitud 1° 13°45,91"". Se recolecto en un entorno humedo,
abundaban los manzanos y bojes. Se recolect6 de la superficie de ramas muertas en una

zona sombria y himeda (figura 18).
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Figura 18: Terana caerulea en la Selva de Irati (Maitane Maisterra)

Las tres especies del género Kalanchoe se adquirieron de forma comercial (figura
19). Estas se obtuvieron de la empresa Pamiesvitae, empresa Catalana, ubicada en
Balaguer, dedicada a la horticultura tanto de plantas comestibles como medicinales. Estas

estan cultivadas de forma ecoldgica, sin el uso de ningun herbicida quimico.

Figura 19: Muestras de K. pinnata, K. daigremontiana y K. gastonis-bonnieri (Maitane Maisterra)

3.3. EXTRACTOS Y FRACCIONAMIENTO BIOGIADO DE LOS
COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

3.3.1. INFUSIONES Y DECOCCIONES

Para la preparacion de las infusiones se utilizaron 35 g de Kalanchoe en fresco
troceadas en pequefios trozos (1 cm?® aprox.) y 350 mL de agua ultra pura por cada
infusion. El agua desionizada en ebullicion se afiadié a los 35 g de muestra, se dejo
reposar 10 minutos y se filtrd. Esto se hizo con cada una de las Kalanchoes.

Para las decocciones se utilizaron 35 g de muestra fresca troceada y 350 mL de
agua desionizada. El agua desionizada se calento junto a los 35 g de muestra y se llevo al
punto de ebullicion. Se quité de la placa calefactora, se dejo6 reposar durante 15 minutos
y posteriormente se filtrd. Esto se hizo con cada una de las Kalanchoes.
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Las infusiones y decocciones de las tres Kalanchoes se congelaron a -80 °C y
posteriormente se liofilizaron (figura 20) (liofilizador Telstar Cryodos y liofilizador
Telstar LyoQuest). En total se obtuvieron 2 extractos en fresco de cada Kalanchoe.

Figura 20: Muestras de K. gastonis-bonnieri liofilizadas (Maitane Maisterra)
3.3.2. EXTRACTOS DE DISOLVENTES DE DIFERENTES
POLARIDADES

a) Reactivos
Los diferentes reactivos utilizados para la obtencion de los extractos de diferentes
polaridades fueron; hexano a granel destilado en columnas de rectificacion,
diclorometano (DCM) ACS vy acetato de etilo (AcOEt) para analisis de la marca Carlo
Erba, etanol absoluto puro de la marca Panreac, n-butanol 1ISO para andlisis de la marca
Carlo Erba y agua ultrapura obtenida mediante un sistema de purificacion de agua
Millipore Direct-Q.

b) Metodologia
Los diferentes Kalanchoes se trozearon y se secaron en la estufa MMM Medcenter
Einrichtungen GmbH a 35 °C. Posteriormente se trituraron mediante una trituradora-
batidora doméstica (Braun JB5050).

El hongo T. caerulea fue secado a temperatura ambiente. Una vez seco se raspo

de las diferentes ramas mediante una navaja. Posteriormente se trituré con un mortero.

Para obtener los extractos en disolventes se utilizaron 2 g de cada muestra de
forma independiente (K. pinnata, K. daigremontiana, K. gastonis-bonnieriy T. caerulea)
gue se maceraron durante 20 h por agitacion en 100 mL de diferentes disolventes de
polaridad creciente: hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol y agua caliente.
Todas las extracciones se hicieron por duplicado (menos la de agua caliente), filtrandose

tras cada maceracion y uniendo los extractos del mismo disolvente. El extracto
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metanolico se repartié en un embudo de decantacion por solubilidad en n-butanol o en
agua desionizada. Los diferentes disolventes se evaporaron mediante rotavapor (Buchi R-
210) a 40 °C para obtener 6 extractos de polaridad creciente por cada una de las cuatro
muestras estudiadas: en hexano, en diclorometano, en acetato de etilo, metandlico soluble

en butanol, metandlico soluble en agua y en agua caliente.
3.3.3. FRACCIONAMIENTO Y AISLAMIENTO

a) Reactivos, material y equipamientos
Los disolventes utilizados en este proceso fueron diclorometano ACS, acetato de
etilo y acetona para analisis de la marca Carlo Erba, y metanol de HPLC de la marca

Panreac.

Para las cromatografias preparativas en columna se emple6, como fase
estacionaria 0 empaquetamiento de las columnas, gel de silice P60 granulado de 40-63
pum (230-400 mesh) (Merck). Para las cromatografias en capa fina (TLC), se emplearon
placas de DC-Fotigfolien ALUGRAM®Sil G/UV254, de 0,20 mm de anchura (Macherey-
Nagel). Para el revelado de las placas se empled una lampara ultravioleta Duo-UV-Source
for thin-layer and column cromatography (Desaga), a 254 y 366 nm, y también una
disolucién de acido fosfomolibdico (10 %) en etanol de 96 °, las placas se rociaban con

la disolucién y se calentaban posteriormente en estufa a 105 °C por unos segundos.

b) Metodologia
El extracto de AcOEt de T. caerulea, obtenido en el apartado 3.3.2, se fracciono
por cromatografia en columna (figura 21). La muestra (45 mg aproximadamente) se
depositd en forma de papilla sobre silice en la parte superior de la columna.

La seleccion del eluyente se hizo mediante el estudio por TLC del extracto de
AcOEt (figura 22) y consistio en DCM, DCM:acetona (93:7), DCM:acetona (8:2),
DCM:acetona (1:1), acetona y metanol. Se recogieron 57 tubos de aproximadamente 20
mL y un matraz de 250 mL con la ultima fraccion. Las fracciones se reunieron segin la
semejanza de los perfiles cromatograficos y espectroscopicos observados por TLC y tH-
RMN.
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Figura 22: TLC para la seleccion de la Figura 21: Cromatografia en columna de
fase movil (Maitane Maisterra) Terana caerulea (Maitane Maisterra)

Para el extracto de ButOH de K. daigremontiana, obtenido en el apartado 3.3.2.,
se hizo el mismo procedimiento, partiendo de 48 mg de muestra aproximadamente. En
este caso lo eluyentes seleccionados fueron DCM, DCM:MeOH (95:5), DCM:MeOH
(9:1), DCM:MeOH (8:2), DCM:MeOH (7:3), DCM:MeOH (1:1) y MeOH. Se recogieron
51 tubos de aproximadamente 18 mL y una matraz de 250 mL con la tltima fraccion. Las
fracciones se reunieron segun la semejanza de los perfiles cromatograficos y

espectroscopicos observados por TLC y *H-RMN.
3.3.4. IDENTIFICACION QUIMICA

a) Reactivos y equipamiento
Para la caracterizacion quimica de los diferentes extractos, apartado 3.3.2, los

equipamientos utilizados han sido los siguientes:

- Cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890 Series I1) acoplado a detector de masas
(MSD Hewlett Packard 5972) GC/MS (figura 23): Columna cromatografica de
composicion (5 %-fenil)-metilpolisiloxano HP-5ms de Agilent (30 m x 0,25 mm x 0,25
pum) con helio como gas portador (1 mL/min). Identificacion por comparacion de los
espectros de masas de los compuestos utilizando la biblioteca Wiley W9NO08 de espectros
de masas del National Institute of Standards and Technology (NIST).

T mm—
AesE -

7 gura 23: GSS (Maitane Maisterra)
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- Espectrometro de resonancia magnética nuclear (Varian modelo Mercury Vx 400 MHz)
RMN (figura 24): Utilizado para la obtencion de los espectros de RMN de *H (400 MHz),
13C (100 MHz), COSY, ROESY, HSQC Y HMBC. Las muestras se solubilizaron en
cloroformo deuterado (CDCIs3) y en metanol deuterado (CD30D) (Cambridge Isotope
Laboratories), segun su polaridad. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en

partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hercios (Hz).

Figura 24: RMN (Maitane Maisterr)
b) Metodologia

Para su analisis por GC/MS las muestras se disolvieron en DCM. Una vez
disueltas se inyectaron mediante una jeringa de la marca Hamilton, especifica para el
aparato.

Para la realizacion de los espectros de RMN, los diferentes extractos fueron
disueltos en CDCIz o CDsOD. Posteriormente se introdujeron en un tubo especifico para
el analisis.

3.4. CARACTERIZACION NUTRICIONAL

3.4.1. PATRONES Y REACTIVOS

Para la determinacion de micronutrientes y macronutrientes se utilizaron
diferentes mezclas de patrones: anélisis de acidos grasos, la mezcla contenia 37 ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME) desde C4 hasta C24, (referencia 47885-U); analisis
de tocoferoles, mezcla de las isoformas o, B, y y 6 y para el anélisis de azlcares, una
mezcla de D(-)-fructosa, D(+)-glucosa anhidra, D(+)-melecitosa monohidratada, D(+)-
rafinosa pentahidratada, D(+)-sacarosa, D(+)-trehalosa y D(+)-xilosa. Todos ellos
adquiridos en Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA), asi como, la mezcla
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de patrones para el analisis de acidos organicos, acido oxalico, quinico, malico,

xiquimico, ascorbico, citrico, succinico y fumarico.
3.4.2. VALOR NUTRICIONAL

El estudio del valor nutricional de las tres Kalanchoe se hizo mediante la
determinacion de los lipidos, proteinas, cenizas y carbohidratos. Para ello, se utilizaron
los métodos oficiales de la AOAC (AOAC International, 1995). El contenido en lipidos
se determind por extraccion con éter de petréleo de una cantidad conocida de muestra
(1,5 g) mediante un Soxhlet. El contenido de proteinas de las diferentes muestras se
determind mediante el método macro-Kjeldahl (figura 25). Las cenizas se determinaron
por incineracion a 550°C (figura 25). Para la determinacion de los hidratos de carbono

disponibles se utiliz6 el método de Antrona.

Para el céalculo de la energia total se utilizo la siguiente ecuacion (valores en g/100

9)

Energia (kcal) = 4 X ( proteinas + glicidos) + 9 X (lipidos)

Figura 25: Determinacion de las proteinas y de las cenizas totales
(Maitane Maisterra)

3.4.3. ANALISIS DE COMPUESTOS NUTRITIVOS INDIVIDUALES

a) Azucares
La determinacion de los azucares libres de las diferentes muestras se hizo por
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de indice de refraccion
(HPLC-RI), conforme a la metodologia descrita por el grupo de investigacion del IPB
(Guimarées et al., 2010).

Se utiliz6 un gramo de cada muestra seca, obtenida de la muestra desgrasada. Se

enriquecieron con melecitosa como patrén interno (25 mg/mL) y se extrajeron con
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etanol:agua (8:2) (40 mL) durante 1 h 30 mina 80 ° C. Posteriormente el etanol se evaporo
mediante el rotavapor a 60 ° C. La fraccion de agua fue lavada con éter mediante un
embudo de decantacion, esta accion se repitio tres veces, y se metié en la estufa para
evaporar el éter restante. El residuo final se disolvid en agua enrasando a 5 mL. Las
muestras se midieron directamente utilizando el método del patron externo. Todas las

muestras fueron filtradas con discos de nylon 0,22 um (Millipore) antes de su inyeccion.

Los azucares se determinaron por HPLC en un sistema integrado por bomba
(Knauer, sistema Smartline 1000), desgasificador (Smartline 5000), inyector automatico
(AS-2057 Jasco), detector de RI (Knauer Smartline 2300) y software Clarity 2.4
(DataApex). Se empled una columna cromatografica 100-5 NH> Eurospher (4,6 x 250
mm, 5 pum, Knauer) operando a 30 °C (horno Grace 7971 R) y como fase movil una
mezcla de acetonitrilo:agua desionizada 7:3 (v/v) con flujo de 1 mL/min. La
identificacion de los azUcares se realizé comparando los tiempos de retencion de los picos
de las muestras con patrones y la cuantificacion mediante linea de calibrado. Los

resultados fueron expresados en g por 100 g de masa seca.

b) Acidos organicos
Los acidos organicos de las diferentes muestras se determinaron mediante
cromatografia liquida ultra rapida con detector de fotodiodos (UFLC-DAD), segun el

procedimiento optimizado por el grupo de investigacion del IPB (Pereira et al., 2013).

Se utiliz6 1,5 g de cada muestra que se extrajeron con acido metafosforico 4,5 %
(25 mL), en agitacion durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
filtraron con papel de filtro. Todas las muestras fueron filtradas con discos de nylon de
0,20 um (Millipore) antes de su inyeccion.

El anélisis se realizd6 mediante un cromatégrafo Shimadzu 20A series UFLC
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) acoplado a un detector de fotodiodos empleando
preferentemente una longitud de onda de 215 nm. La separacion se llevo a cabo con una
columna SphereClone (Phenomenex, Torrance, CA, USA) C18 de fase reversa (4,6 x250
mm, 5 um) operando a 35 °C y como fase mavil se utilizé acido sulfdrico (3,6 mM) con
un flujo de 0,8 mL/min. Los &cidos organicos se cuantificaron en funcion del area de sus
picos a 215 nm mediante rectas de calibrado de patrones comerciales. Los resultados

fueron expresados en g por 100 g de masa seca.
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c¢) Acidos grasos
Los 4&cidos grasos, después de su transesterificacion, se determinaron por
cromatografia gaseosa con deteccion de ionizacion de llama (GC-FID), seglin la

metodologia descrita por el grupo de investigacion del IPB (Barros et al., 2010).

La masa obtenida después de las extraccion Soxhlet (muestra desgrasada), se le
adicion6 5 mL de metanol:&cido sulfdrico:tolueno 2:1:1 (v/v/v) y se mantuvo en un bafio
a 50 °C con agitacion de 160 rpm durante por lo menos 12 h. Seguidamente se afiadieron
3 mL de agua desionizada, con el objetivo de separar las dos fases. Se recuperaron los
ésteres metilicos de los &cidos grasos (FAMES) mediante 3 mL de éter, agitando en el
vortex. El agua residual se eliminé mediante sulfato sddico anhidro y se filtré con disco

de nylon de 0,20 pum para un vial.

El anélisis de los acidos grasos se realizé con un sistema GC modelo DANI 1000,
equipado con detector FID y una columna de separacion Macherey Nagel (30 m x 0,32
mm x 0,25 um). El programa de temperatura del horno fue el siguiente: T inicial 50 °C
durante 2 min; seguidamente se aumentd la temperatura 30 °C/min hasta 125 °C, 5 °C/min
hasta 160 °C, 20 °C/min hasta 180 °C, 3 °C/min hasta 200 °C y 20 °C/min hasta 220 °C,
gue se mantuvo durante 15 min. Como gas portador se empled hidrégeno con un caudal
de 4,0 mL/min. El perfil de acidos grasos se obtuvo en base a los tiempos de retencién de
los picos de patrones de FAMEs y de las muestras. Los resultados se expresan en

porcentaje relativo de cada &cido graso.

d) Tocoferoles
Los tocoferoles se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a un detector de fluorescencia (HPLC-Fluorescencia), siguiendo el

procedimiento optimizado por el grupo de investigacion del IPB (Barros et al., 2010).

Se utilizaron 500 mg de cada muestra, a los que se adicionaron 100 uL de una
disolucidn de butil-hidroxitolueno en hexano, BHT (10 mg/mL), como antioxidante y 250
uL de una disolucidon de tocol en hexano (50 pug/mL) como patrén interno. Posteriormente
se adicionaron 4 mL de metanol, se homogeneizé en el vortex durante 1 min, y 4 mL de
hexano, se homogeneizo en el vortex durante 1 min. Despues se adicionaron 2 mL de una
disolucién acuosa de cloruro de sodio saturada, se homogeneizé en el vortex durante 1
min y se centrifugd (5 min, 4000 g, 10 °C). EIl sobrenadante se transfirid a un vial,

previamente envuelto en papel de aluminio. Las muestras fueron reextraidas dos veces
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mas con hexano. Al extracto final se le afiadio sulfato sodico anhidro y se evaporo sobre
corriente de nitrégeno, se redisolvid en 2 mL de hexano y se filtrd con disco de nylon de
0,20 pum para su posterior analisis.

Para el analisis de tocoferoles se emple6 el mismo equipamiento que para el
andlisis de azucares, pero empleando un detector de fluorescencia (Jasco FP-2020,
Easton, MD, USA) programado para excitar a 290 nm y emitir a 330 nm. La separacion
se llevd a cabo con una columna cromatografica YMC Waters Polyamide 11 (250 mm x
4,6 mm) en fase normal, operando a 30 °C, y como fase movil se empled una mezcla de
n-hexano:acetato de etilo 7:3 (v/v), con un flujo de 1 mL/min. Los compuestos se
identificaron por comparacion con patrones comerciales y se cuantificaron en base a las
rectas de calibracion de esos patrones empleando la técnica del patron interno (P, tocol).

La cantidad de tocoferoles fue expresada en g por 100 g de masa seca.

3.5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD CITOTOXICA

3.5.1. PATRONES Y REACTIVOS

Para la evaluacion de la actividad citotoxica se utilizaron las siguientes
disoluciones; medio de cultivo RPMI-1640 (Hyclone; Logan, Utah, EUA), L-glutamina
(Gibco), aminoacidos no esenciales (2mM) (Hyclone), suero fetal bovino (SFB)
(Hyclone), penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL, respectivamente)
(Hyclone), acido tricloroacético (TCA) (Sigma), solucion salina de Hank’s (HBSS)
(Gibco), trypLe Express (Gibco), éacido acético (Sigma), ellipticina (Sigma),
sulforodamina B (SRB) (Fluka), azul tripano (Gibco), y tris [2-amino-2-(hidroximetil)
propano-1,3-diol)] (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA).

3.5.2. CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES TUMORALES
HUMANAS Y EN CULTURAS PRIMARIAS DE HIGADO NO
TUMORALES

Para evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de las diferentes muestras, se
utilizaron 4 lineas celulares tumorales humanas; HeLa (carcinoma cervical), NCI-H460
(carcinoma pulmonar), HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF-7 (carcinoma de mama)
obtenidas de DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Para la evaluacion de la hepatotoxicidad se
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utilizé una cultura primaria establecida a partir de células de higado de cerdo, PLP

(Porcine Liver Primary cell culture).

La determinacion de la citotoxicidad se hizo mediante el método colorimétrico de
Sulforodamina B (SRB). Este método es utilizado para la determinacion de la densidad
celular, basandose en el contenido proteico de las células. Los resultados se expresan en
base a la concentracion de muestra responsable del 50% de la inhibicion del crecimiento
celular (Glso), que se calculo a partir del grafico del porcentaje de inhibicion celular frente

a la concentracion de la muestra.

a) Mantenimiento de las células
El mantenimiento de las células se hizo rutinariamente mediante un medio de
cultivo para células adherentes RPMI-1640, al que se le afiadio 1 % L-glutamina, 1 %
penicilina/ estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL respectivamente), 1 % aminoacidos
no esenciales y 10 % suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor. Estas se mantuvieron
a 37 °C en una incubadora de aire humificado con un 5 % de CO, (HF 151, Heal Force)

(Guimaraes et al., 2013). El medio de cultivo es cambiado cada 2 dias.

b) Preparacion de las muestras
La preparacion de las muestras se hizo a partir de los extractos de diferentes
polaridades (apartado 3.3.2), utilizando 8 mg de cada extracto disueltos en 1 mL de
DMSO y H>0 (1:1), obteniendo una concentracion final de 8 mg/mL. A partir de estas
disoluciones, se realizaron disoluciones sucesivas en las microplacas de 96 pocillos

obteniendo las siguientes concentraciones; 8; 2; 0,5; 0,125; 0,03125 y 0,0078 mg/mL.

Se utilizaron 10 pL de cada uno de los extractos para cada ensayo. Todos los

ensayos se hicieron por duplicado.

c) Preparacion de las células
La preparacion de las células se hizo una vez las muestras estaban preparadas para

que estuvieran optimas.

Se retird el medio de cultivo y se adicion0 el medio de lavado HBSS (3 mL), este
quita los residuos proteicos que puedan quedar en la caja. Se retiré y se sumd la enzima
proteolitica trypLE Express (3 mL). La caja de cultivo se colocé en la incubadora durante
3 minutos para la desagregacion de las células y posteriormente se adicioné medio de

cultivo (6 mL) para saturar el trypLE (los volimenes indicados son para cajas de 75 cm?).
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La suspension celular se transfirio a un Falcon estéril y se centrifugo (1200 rpm,
5min.). Se retir6 el sobrante, se resuspendieron las células, y se le sumo6 medio de cultivo
(5 mL), obteniendo una suspension. Se retiraron 75 pL de suspension y se adicionaron 75
pL de azul tripano para la cuantificacion de las células mediante una cdmara Neubauer.
Todas las experiencias se realizaron en una camara de flujo laminar vertical (TelStar, AV-

30/70), en ambiente aséptico.

d) Exposicion de las células al compuesto de ensayo, fijacion y tincion
Las lineas celulares se depositaron con una concentracion de 50000 células/mL.
Se adicionaron 10 pL de cada concentracion de las muestras en cada pocillo de la
microplaca y 190 pL de la suspension celular anteriormente preparada. Las microplacas
se incubaron durante 48 h a 37 °C y 5 % de CO.. Posteriormente se sometieron al test de
SRB.

En este test, se adiciond 100 pL de &cido tricloroacético frio (TCA, 10 %) a cada
pocillo, y se incubo durante 1 h a 4° C. Posteriormente las microplacas se lavaron con
agua, se secaron, se les adiciond 100 pL de la solucién de SRB (0,1 % en 1 % de &cido
acético) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, las
microplacas se lavaron con acido acético 1 % para eliminar el exceso de SRB, se secaron,
y se adicion6 200 pL de Tris (10 mM, pH 7,4) a cada pocillo (figura 26). Las microplacas
se agitaron mediante un agitador (Stat Fax-2100) para solubilizar la SRB. Se midid la

absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas (Biotec ELX800).

S NS

Figura 26: Proceso de tincion de las células (Maitane Maisterra)
e) Hepatotoxicidad
Para la determinacion de la hepatotoxicidad se preparé un cultivo de celulas
primarias a partir de higado fresco de cerdo obtenido en un matadero, siguiendo el
procedimiento descrito por el grupo de investigacion BioChemCore IPB, donde se
incluye este trabajo (Abreu et al., 2011). Las células se trataron con las diferentes

concentraciones de muestra y se realizd el test de SRB descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO ETNOBOTANICO

Se han recopilado un total de 47 usos farmacoldgicos, pertenecientes a 25 plantas,

referentes a usos medicinales tradicionales en la zona de la Selva de Irati (tabla 14).

Estas 25 especies pertenecen a un total de 20 familias, siendo la Asteraceae y la
Rosaceae las familias que mayor nimero de especies mencionadas acogen, con un total
de tres. Sin embargo también hay familias muy utilizadas con un Gnico taxén mencionado,

como por ejemplo Amaryllidaceae, Urticaceae, Verbenaceae y Papaveraceae.

La especie mas destacada ha sido Allium cepa L., conocida como cebolla, con su
uso como emoliente, mencionada por 8 de las personas entrevistadas. La segunda especie
mas mencionada ha sido Urtica dioica L., conocida como ortiga u osina en euskera,
utilizada popularmente por su uso como purgante de la sangre y mejoramiento del flujo
sanguineo. Verbena officinalis L. (verbena), Crataegus oxiacanta L. auct. (espino blanco)
también han sido de las mas destacadas por usos como tratamiento de la sinusitis y
cardiotdnico respectivamente, junto con Calendula officinalis L. (caléndula) por su uso

regenerante cutaneo y antiinflamatorio.

La forma de preparacion que mas se ha mencionado ha sido la infusion, seguida
del emplasto. Cabe destacar que también se han mencionado varios tipos de vino como
remedios tradicionales, asi como el vino mismo, para diferentes dolencias (tabla 13). La
parte mas utilizada para la preparacion de los usos tradicionales ha sido la parte aérea,

con las hojas como parte mas mencionada.

Tabla 13: Diferentes tipos de vino y sus respectivos usos tradicionales

TIPO DE . VECES
VINO USOS POPULARES FORMA DE PREPARACION CITADO
Vino Para desinfectar heridas Limpiar la herida con el vino 3
Vino de Para el dolor de tripa de Macerar durante 40 dias 40 nueces, 4 L de 1
nueces los nifios vino, 1 L de cofiac y 500 g de azUcar. Quitar

las nueces y dejar 3 meses mas. Tomar un

chupito
Vino de Para el catarro, cocer vino  Cocer vino con 2-3 higos. Tomar en caliente 2
higos con 2-3 higos y tomar en antes de acostarse

caliente antes de acostarse
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Las afecciones mas citadas han sido las afecciones dermatologicas leves como
heridas y quemaduras. Pero se han mencionado otras muchas como afecciones

respiratorias, cardiacas y circulatorias.

Respecto a los hongos y liquenes, la informacion obtenida sobre los usos
medicinales ha sido muy escasa (tabla 15). Esto puede deberse a que el interés se ha
centrado en lo usos culinarios de los hongos y no en los medicinales. Ademas, existe
cierto miedo de la poblacién de la zona hacia los hongos, ya que a lo largo de la historia
ha habido mucha gente que ha fallecido a causa de una intoxicacion por la ingesta de
estas, creando una situacion de respeto hacia el reino fungi, llevando a su olvido sus usos
terapéuticos tradicionales. Cabe destacar que hay gente que tiene mucha aficion, pero solo
la persona que conoce bien las setas va a ser la recolectora. También hay que resaltar,
que gracias a esta prospeccion etonobotanica se ha conocido el hongo Terana caerulea,
un hongo poco estudiado que nos ha dado la oportunidad de conocer acciones

farmacoldgicas y compuestos hasta ahora desconocidos.
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Tabla 14: Informacidn obtenida acerca de las plantas y sus usos medicinales tradicionales mediante las entrevistas en la zona de la Selva de Irati

riflones

FAMILIA NOMBRE NOMBRE VULGAR PARTE USOS POPULARES FORMA DE PREPARACION | VECES
CIENTIFICO UTILIZADA CITADO
Adoxaceae Sambucus nigra | Sauco, Intsusa Flor 1. Para catarros 1. Infusion con leche de las 2
L. flores
Hojas 2. Para heridas abiertas 2. Balsamo 4
Parte aérea 3. Como diurético, para la gota, fiebre | 3. Infusion 3
y tos
Amaryllidaceae | Allium cepa L. Cebolla, Tipula Bulbo 1. Como vulneraria 1. Emplasto, directamente en 8
contacto con la piel
Aspleniaceae Asplenium Lengua de Ciervo Hojas 1. Para los bronquios 1. Infusion 1
scolopendrium L.
Calendula Maravilla, Caléndula, Parte aérea 1. Para la circulacién y las varices. 1. Aceite 3
officinalis L. Mariloka 2. Para golpes, torceduras, 2. Crema de aceite de 5
inflamaciones, heridas y quemaduras. | Caléndula
3. Para golpes, torceduras e
inflamaciones 3. Emplasto o en bafios 2
Asteraceae _Ta_\raxacum Diente de Leon, Parte aérea 1. Para limpiar los rifiones 1. Infus?én 3
officinale Weber | Kardabera 2. Para reuma y gota 2. Infusion 1
3. Para las verrugas 3. Latex del tallo 1
Hojas 4. Para bajar la tension 4. Comer la hojas 1
Achillea Milenrama, Milorria Hojas y flores 1. Para dolores menstruales y parasu | 1. Infusién 3
millefolium L. regulacién
2. Para alergias y asma 2. Infusién 1
Anchusa azurea | Lengua de Perro, Hojas 1. Para limpiar y desinfecta heridas 1.1 Machacar, tostar y aplicar 3
Mill. Lapate, Idimingain en caliente
1.2 Aplicar la planta en verde 3
Boraginaceae sobre la herida
Symphytum Consuelda menor Parte aérea 1. Como vulneraria, y para huesos 1. Emplasto 2
tuberosum L. rotos
2. Para gota y huesos rotos 2. Infusién 1
Equisetaceae Equisetum Cola de Caballo, Azeri | Parte aérea 1. Para la aportacion de mirelas, tales | 1. Tomar tres infusiones al dia 4
arvense Buztana como el Silice durante un mes
2. Como diurético, bueno para los 2. Infusién 4
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3. Para acné, micosis, soriasis y 3. Infusién 2
pérdida de cabello
Geraniaceae Geranium Hierba de San Roberto, | Parte aérea 1. Emoliente 1. Machacar junto a 1
robertianum L. Mokobelar excrementos de paloma y
aplicar
2. Para cerrar heridas. 2. Emplasto 2
3. Para mejorar la circulacion. 3. Infusion 1
Hypericaceae Hypericum Hipérico, Hierba de Parte aérea 1. Para quemaduras, golpes y heridas | 1. Crema de aceite de 3
perforatum L. San Juan, Sanjuan (hay que tener cuidado con su uso y el | Hipérico
Belarra sol ya que es fotosensible)
2. Para los sintomas de la menopausia | 2. Decoccion 2
(relaja el sistema nervioso)
3. Para los nervios, depresion e 3. Infusion 2
insomnio
Lamiaceae Prunella vulgaris | Consuelda menor Raiz 1. Para tendinitis 1. Crema 1
L.
Malvaceae Malva sylvestris | Malva, Malma Parte aérea 1. Para la garganta 1. Géargaras con la decoccion 1
L. Flores 2. Para la tos 2. Infusién 2
Papaveraceae Chelidonium Celidonia mayor, Tallo 1. Para eliminar verrugas, callos y 1. Latex del tallo 5
majus L. Hierba verruguera, desinfectar heridas
Karets Belarra. 2. Para tratar las cataratas 2. Aplicar el latex del tallo por 2
la parte externa del parpado
Plantaginaceae | Plantago major L. | Llanten, Plantaina Parte aérea 2. Para la tos. 1. Decoccion 3
Primulaceae | Anagallis arvensis | Murajes, Pasmobelarra | Parte aérea 1. Como hemostatico 1. Aplicar directamente en la 3
L. herida
2. Para depurar los rifiones 2. Vino o decoccion 1
Ranunculaceae | Clematisvitalba | Clematide, Legartza Tallos 1. Para fumadores asmaticos 1. Fumar la rama 1
L.
Rhamnaceae Rhamnus Carrasquilla, Atxariba | Brotes nuevos | 1. Para catarros, anginas e irritaciones | 1. Infusion 1
alaternus y frutos de garganta
Rubus fruticosus | Zarza, Sasia Hojas jovenes 1. Para la tos 1. Infusion 1
Rosaceae L. Hojas, tallosy | 2. Para quemaduras, heridas, granosy | 2. Bafios 2

flores

hemorroides
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Crataegus Espino Blanco, Elorri Flory fruto 1. Para bajar la tension 1. Infusion 4
Rosaceae monogyna Jacq. | Zuria Hojas 2. Cardioténico 2. Infusion 5
Rubus idaeus L. | Frambuesa, Masusta Hojas 1. Para tener un buen parto 1. Tomar la infusién en el 1
ultimo mes de embarazo
Sapindaceae Aesculus Castanfa pilonga Fruto, castafia 1. Reuma 1. Llevar una castafia pilonga 2
hippocastanus L. en el bolsillo
Saxifragaceae Saxifraga Balsamo Hojas 1. Para desinfecta heridas 1. Calentar las hojas, quitarle 1
paniculata Mill. la piel y aplicar en la herida
Urticaceae Urtica dioica L. | Ortiga, Atsun, Osina Parte aérea 1. Purgante y mejora del flujo 1. Infusion en fresco 6
sanguineo
2. Para los bronquios, gota y anemia 2. Infusion 1
Verbenaceae Verbena Verbena, lzusta Parte aérea 1. Para sinusitis y bronquitis. 1. Aplicar una tortilla hecha 5
officinalis L. También para hinchazones por con la clara del huevo en la
infeccion zona afectada
2. Reuma 2. Emplasto o aplicar alcohol 2

de Verbena

Tabla 15: Informacién obtenida acerca de los usos medicinales tradicionales de los hongos y liquenes mediante las entrevistas en la zona de la Selva de Irati

. Lobaria Pulmonaria de arbol . - 1. Macerar durante 48h. en agua fria

Lobariaceae . - Parte aérea 1. Para la tos crénica g y 1
pulmonaria (liquen) tomar

. Amanita . . Restos de velo blanco 1. Provocar alucinaciones de | 1. Secar previamente, si no provoca

Amanitaceae . Amanita muscaria - " . 1
muscaria del sombrero tipo erotico vomitos. Comer poco a poco.
Hongo azul, azal . .. . . .

Phanerochaetaceae | Terana caerulea g Parte aérea 1. Actividad antibacteriana 1. Desconocida 1

urdin
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En este caso solo han sido mencionados dos hongos y un liquen (tabla 15). El
liquen tiene uso como antitusivo, mientras que uno de los hongos, Amanita muscaria,
sirve como alucindgeno y del otro, Terana caerulea, se nos indicé que tenia propiedades
antibidticas, pero poco se conoce de su uso terapéutico tradicional. Dada esta situacion,
hemos decidido elegir un hongo para su posterior estudio quimico y anticanceroso, ya
que no hay mucha informacion acerca de estos. En nuestro caso hemos elegido el hongo
saprofito Terana caerulea, con el fin de conseguir mas informacion acerca de este

peculiar hongo azul.

4.2. EXTRACTOS Y FRACCIONAMIENTO BIOGIADO DE LOS
COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA BIOACTIVIDAD
4.2.1. INFUSIONES Y DECOCCIONES

Los resultados que se obtuvieron de la extraccién en fresco por infusion y

decoccion de las tres Kalanchoes se muestran en la tabla 16.

Tabla 16: Pesos y rendimientos obtenidos de las extracciones por infusidn y decoccion para 35 g en
fresco de K.daigremontiana, K. pinnata y K. gastonnis-bonnieri

K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri
Extractos
Masa (9) (%) Masa (g) (%) Masa (9) (%)
Infusion 0,81 2,3 1,15 3.4 1,43 4,1
Decoccién 0,87 2,5 1,46 4,2 1,34 3,8

Para K. daigremontiana, el mayor rendimiento se obtuvo mediante la decoccion,
al igual que con K. pinnata. En el caso de K. gastonis-bonnieri, el mayor rendimiento se
obtuvo con la infusion. Normalmente el rendimiento obtenido sera siempre mas alto
mediante la decoccidn, ya que el tiempo de contacto de la muestra con el disolvente es
mayor, facilitando su extraccion. La presencia de compuestos lipidicos y/o poliméricos

dificultd la filtracion pudiendo ser la causa de un menor rendimiento en la decoccion.

Todos los rendimientos obtenidos fueron muy bajos. Esto se debe a que este tipo
de plantas tienen una gran cantidad de agua en su composicion, originando un porcentaje
de rendimiento muy bajo. Probablemente también se debe a que hay una cantidad alta de
compuestos insolubles en agua como las ceras. Estos compuestos son apolares, y no
interacttan practicamente con el agua, haciendo muy dificil su extraccion mediante este

disolvente, consiguiendo rendimientos més bajos todavia.
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4.2.2. EXTRACTOS DE DISOLVENTES DE DIFERENTES
POLARIDADES

En el proceso de extraccion por maceracion con disolventes de diferentes
polaridades para cada una de las muestras secas Yy trituradas de K. daigremontiana, K.
pinnata, K. gastonis-bonnieriy T. carulea, se obtuvieron los extractos y rendimientos que

se muestran en la tabla 17.

Tabla 17: Pesos y rendimientos obtenidos en los diferentes extractos para 2 g de cada muestra: K.
daigremontiana, K. pinnata, K. gastonis-bonnieri y T. caerulea

K. daigremontiana K. pinnata Kbg?]ﬂ?e?:s' T. caerulea

Extractos Masa Rendimiento Masa Rendimiento Masa Rendimiento Masa Rendimiento
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)
Hexano 79 4,0 113 5,7 97 49 24 1,2
DCM 40 2,0 16 0,8 16 0,8 93 47
AcOEt 25 1,3 14 0,7 5 0,3 53 2,7
BuOH 62 3,1 85 4,3 69 35 107 5,4
H20 190 9,6 849 42,3 365 18,3 18 0,9
Decoccion 77 28,9 170 8,7 288 14,4 75 3.8

final

Total 973 48,9 1247 62,5 840 42,2 370 18,7

En el caso de K. daigremontiana, el mayor rendimiento se obtuvo en la decoccion
final, lo que nos indica que la mayoria de compuestos son bastante polares y solubles en
agua. En el caso de K. pinnata, como también pas6 con K. gastonis-bonnieri, el mayor
rendimiento se obtuvo en el extracto acuoso, esto nos indica que la mayoria de compuesto

son bastante polares, mas solubles en agua que en butanol.

Para T. caerulea, los rendimientos no fueron muy altos, suponiendo la totalidad
de los extractos un 18,7 % de la masa natural seca, presentando una proporcién
equilibrada entre compuestos apolares (5,9 % de solubles en hexano y DCM), compuestos
de polaridad media (8,1 % de solubles en AcOEt y BUOH) y compuestos polares (4,7 %

de solubles en agua).

En general, el mayor rendimiento se obtuvo con K. pinnata, seguido de K.

daigremontiana, seguido de K. gastonis-bonnieri, y por ultimo T. caerulea.
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4.2.3. IDENTIFICACION QUIMICA

a) Fracciones de la cromatografia del Extracto AcOEt de Terana caerulea
En el fraccionamiento del E. AcOEt de T. caerulea mediante cromatografia en
columna de gel de silice, se obtuvieron 9 fracciones que se analizaron mediante *H-RMN.
De estas fracciones solo tres se tuvieron en cuenta para los ensayos de actividad, tabla
18. Estas corresponden al 22 % en masa del total del extracto (9,8 mg). Sobre el resto de
fracciones eluidas de la cromatografia no se hicieron ensayos de actividad por seguir

teniendo mezclas complejas de compuestos en muy baja cantidad individual.

Tabla 18: Fracciones obtenidas del extracto de AcOEt de T. caerulea

ET%CC(I)OEnt de Eluyente ?r/lnags)a %er:lii)fl:g;gfs Anélisis efectuados
H-RMN; 3 C-RMN;

Fr.9-10 93 DCM:7 Acetona 2,2 Compuesto 1 COSY

Fr.11-14 93 DCM:7 Acetona 3,8 Compuesto 1 H-RMN; ¥ C-RMN;
acompafado de dos HSQC; HMBC;
derivados minoritarios ~ ROESY; HRMS

Fr. 37-45 Acetona 3,8 Mezcla de compuestos  *H-RMN; $3C-RMN;
relacionados con 1 HRMS

En las fracciones analizadas se identificO un nuevo compuesto inestable no
descrito anteriormente, que se degrada en presencia de luz y el oxigeno del aire. Se trata
de un derivado del &cido teleférico, con tres de los seis grupos hidroxilos metilados:
5',8,8'-trimetoxi-2,9':2',9-diepoxi-9,7'-ciclo-7,9'-neoligna-7(9'),8,7'-trieno-4,4',5-triol
(figura 28). Su formula molecular (C2:H160s) se dedujo a través del ion [M+Na]*
observado en su espectro de HRMS (ESI) a 419,0726 m/z (calculada para C21H160sNa
419,0737), figura 27.
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Figura 27: Espectro HRMS (ESI) del compuesto 1
Este compuesto se identificd por sus sefiales de *H-RMN, ¥C-RMN, COSY,

ROESY, HSQC y HMBC:

Figura 28: Estructura del compuesto 1 presente en el extracto AcOEt de T. caerulea

IH-RMN/CD30D, & (ppm): 7,59 (1 H, s, H-6"), 7,51 (1 H, s, H-6), 7,04 (1 H, s, H-3),
7,00 (1 H, s, H-3), 4,33 (3 H, s, CH30-8), 4,30 (3 H, s, CH30-8), 3,98 (3 H, s, CH30-5")

13C-RMN/CD30D, & (ppm): 152,7 (C-2°), 152,2 (C-2), 148,4 (C-4'), 147,2 (C-5),
146,2 (C-5'), 143,8 (C-9), 143,7 (C-9°), 143,3 (C-4), 134,5 (C-8), 134,5 (C-8), 117,9
(C-1), 117,4 (C-1"), 116,1 (C-7), 116,1 (C-7"), 108,4 (C-6), 105,6 (C-6"), 99,3 (C-3),
99,0 (C-3), 61,2 (CH30-8), 61,2 (CH30-8"), 57,1 (CH30-5").

HMBC: 3,98 ppm (CH30-5°) correlaciona con 146,2 ppm (C-57)

Los hidrogenos de los dos metoxilos a 4,33 ppm (CH30-8) y 4,37 ppm (CH30-8”)
correlacionan con las dos sefiales a 134,5 ppm (C-8) y (C-8) (figura 29).
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ROESY: 3,98 ppm (CH30-5") correlaciona con 7,59 ppm (H-6") y no con 7,04 ppm (H-
3") (figura 29).

Figura 29: Correlaciones significativas observadas en los experimentos RMN 2D HMBC (flechas en
negro continuas) y ROESY (flecha en rojo discontinuas)

b) Fracciones de la cromatografia del Extracto BUOH de K. daigremontiana

En el fraccionamiento del E. BUOH de K. daigremontiana mediante cromatografia
en columna de gel de silice, se obtuvieron 9 fracciones. De estas fracciones solo se tuvo
una en cuenta para los ensayos de actividad, tabla 19, que se corresponde el 7,9 % (4,9
mg) de extracto total. Sobre el resto de fracciones eluidas de la cromatografia no se
hicieron ensayos de actividad por seguir teniendo mezclas complejas de compuestos en

muy baja cantidad individual.

Tabla 19: Fraccion obtenida del extracto BUOH de K. daigremontiana

Fraccion de Masa Compuestos s
E BUOH Eluyente (mg) identificados Andlisis efectuados
'H-RMN; 3 C-RMN;
) COSY; HSQC;
Fr. 21-22 8 DCM:2 MeOH 4,9  Compuesto 2 HMBC: ROESY:
HRMS; MS/MS

En esta fraccion se identifico un flavonoide, 3-O-B-D-xilopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosido de kaempferol (figura 31). Esta estructura se caracterizoO mediante las
técnicas espectroscopicas recogidas en la tabla anterior y se confirm0 mediante la
comparacion con lo descrito en bibliografia (Nielsen et al., 2005; Muzinato et al., 2006).
Proximamente aparecera una publicacion de un grupo de investigadores de la
Universidade Federal do Rio de Janeiro (ya disponible en version de publicacion
aceptada) en la que se describe la presencia de este flavonoide en K. daigremontiana
(Urményi et al., 2016). Su formula molecular (C26H2s014) se dedujo a través del ion
[M+Na]* observado en su espectro de HRMS (ESI) a 587,1363 m/z (calculada
para CpeH28014Na 587,1371) (figura 30).
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Figura 30: Espectro HRMS (ESI) del compuesto 2

Figura 31: Estructura del compuesto 2 del extracto de BUuOH de K. daigremontiana

Las sefiales en el experimento HMBC y ROESY indican la misma constitucion de
los fragmentos y los desplazamientos quimicos de los &tomos de carbono en el *C-RMN
y de los atomos de hidrégeno junto con las constantes de acoplamiento en el *H-RMN
confirman tanto la estructura de piranosas en los monosacaridos, como la glicosilacion en
la posicion 3 del kaempferol, como las configuraciones de cada uno de los 4&tomos de

carbono de los monosacaridos.
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4.3. CARACTERIZACION NUTRICIONAL

4.3.1. VALOR NUTRICIONAL

Los resultados del estudio del valor nutricional (proteinas, lipidos, carbohidratos
y cenizas) y del valor energético obtenido en las plantas secas K. daigremontiana, K.

pinnata y K. gastonnis-bonnieri, se presentan en la tabla 20.

Tabla 20: Composicién nutricional y valor energético de las tres plantas del género Kalanchoe

K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri

Proteinas (g/100 g dw) 8,25+0,17 8,80 + 0,44 5,37+ 0,18

Lipidos (g/100 g dw) 3,01+ 0,42 4,52 £0,25 2,66 + 0,09

Carbohidratos (g/100 g dw) 57,83 +£0,19 77,32 +0,78 72,52+ 0,14

Cenizas (/100 g dw) 30,90 + 0,02 9,36 + 0,41 19,45 + 0,11

Energia (kcal/100 g dw) 291+1 385%0 335%1

Los carbohidratos fueron los macronutrientes mas abundantes en las tres
Kalanchoes, siendo el valor superior para K. pinnata, seguido de K. gastonis-bonnieri y
por ultimo K. daigremontiana. El segundo valor mas alto lo obtuvieron las cenizas, K.
daigremontiana con el valor mas alto, seguido de K. gastonis-bonnieri seguido de K.
pinnata. Los niveles mas altos para proteinas fueron para K. pinnata, muy seguidos de K.
daigremontiana (8,8 g/100 g y 8,3 g/100 g respectivamente). En el caso de los lipidos, K.

pinnata obtuvo los valores mas altos (4,5 g/100 g).

En comparacién con los datos de bibliografia, apartado 1.6.7., no hay similitudes
con los resultados, ya que para el caso de K. pinnata los lipidos serian mayoritarios y en
el caso de K. daigremontiana las clorofilas. Respecto al contenido de cenizas para K.
gastonis-bonnieri si hay similitudes siendo un 22,25 g/100 g de muestra seca el contenido

total de cenizas segun la bibliografia.

El valor energético mas alto obtenido fue para K. pinnata seguido de K. gastonis-
bonnieri y K. daigremontiana (385 kcal/100 g; 335 kcal/100 g y 291 kcal/100 g

respectivamente).

69



4.3.2. ANALISIS DE FITOQUIMICOS

a) Acidos organicos

Tabla 21: Composicion de &cidos organicos de las tres plantas del género Kalanchoe (media£SD)

i K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri
Acidos organicos
(9/100 g dw) (9/100 g dw) (9/100 g dw)

Acido oxalico 3,99 + 0,88 143+£0,01 0,51+0,04
Acido malico 3,19+1,11 - 3,65+ 0,44
Acido shikimico 0,10+ 0,02 - 0,12 +0,00
Acido citrico - - 1,74 £ 0,08
Acido succinico - - 1,67 £0,10
Acido fumarico - - 0
Suma 7,28+2,01 1,43+0,01 7,69 0,38

Los &cidos organicos identificados variaron mucho segln la planta (tabla 21). En
el caso de K. daigremontiana, se identificaron 3 &cidos orgénicos (acido oxalico, acido
malico y acido shikimico), en K. pinnata se identifico un Unico &cido orgéanico (acido
oxalico) y en el caso de K. gastonis-bonnieri se identificaron 6 (acido oxalico, acido
malico, acido shikimico, &acido citrico, acido succinico y &cido fumarico), aunque la

cantidad de acido fumarico fue tan baja que no se pudo cuantificar.

La mayor cantidad de acidos organicos se encontrd para K. gastonis-bonnieri,
siendo el acido malico el mayoritario. Para K. daigremontiana, se encontraron un total de
7,28 g/100 g de planta seca de &cidos organicos, siendo el mayoritario el cido oxalico.
En el caso de K. pinnata solo se encontrd un Unico acido organico, acido oxalico (1,43 g

/100 g de planta seca).
b) Acidos grasos

La composicion de &cidos grasos; acidos grasos saturados (SFA), acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) y &cidos grasos poliinsaturados (PUFA), de los tres
Kalanchoes se presentan en la tabla 22.
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Tabla 22: Caracterizacién de los acidos grasos, en porcentaje relativo, presentes en las muestras de planta
seca de K. daigremontiana, K. pinnata y K. gastonis-bonnieri (media + SD)

K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri
C6:0 0,26 + 0,02 0,97 £ 0,02 0,36 + 0,01
C8:0 0,26 + 0,01 0,55+ 0,02 0,15+ 0,00
C10:0 0,54 + 0,02 0,85+ 0,01 0,20+ 0,00
C12:0 0,49 + 0,03 0,79+0,01 0,32+0,01
C14:0 4,91+0,21 5,90 + 0,08 4,59+ 0,03
C15:0 0,92 + 0,07 0,93+0,02 0,92 + 0,06
C16:0 16,73+ 0,16 17,17+ 0,15 17,53+ 0,21
Cl6:1 0,42 +0,01 0,47 £ 0,01 0,50+ 0,00
C17:0 0,75+0,03 0,96 + 0,02 0,93+0,01
Cl7:1 0,07 £ 0,00 0,13+0,01 0,20+ 0,00
C18:0 8,41 +0,08 12,40 £ 0,01 6,73+0,00
C18:1n9c+t 6,67 0,29 3,98+ 0,02 4,62 +£0,11
C18:2n6¢ 12,94 £ 0,28 17,75 £ 0,04 14,52 £ 0,00
C18:3n3 15,15+ 0,12 17,82 £ 0,08 12,70 £ 0,01
C20:0 3,80+0,21 3,99+ 0,05 4,60+ 0,00
C20:3n3+C21:0 0,74+0,01 0,48 + 0,00 1,60 + 0,06
C20:5n3 0,14+0,01 0,11+0,01 0,20+ 0,00
C22:0 22,45+ 0,25 12,29 £ 0,20 23,32+0,08
C23:0 0,70+ 0,04 0,54 + 0,00 1,09+0,11
C24:0 3,64 +0,09 1,94 £ 0,05 4,94 +0,23
SFA (%) 63,86 +0.13 59,28 + 0,07 65,68 + 0,17
MUFA (%) 7,17 £ 0,29 4,57 £ 0,02 532+0,11
PUFA (%) 28,98 £ 0,43 36,15 + 0,06 29,01 + 0,06

SFA: 4cidos grasos saturados, MUFA: &cidos grasos monoinsaturados, PUFA: &cidos grasos
poliinsaturados

Los tres Kalanchoes mostraron una relacibn de é&cidos grasos
SFA>PUFA>MUFA, donde en todos los casos son mayoritarios los &cidos grasos
saturados; K. daigremontiana 63,86 %, K. pinnata 59,28 % y K. gastonis-bonnieri 65,68
%.

En el caso de K. daigremontiana, los acidos grasos mayoritarios fueron acido
behénico (C22:0, 22,45 %), acido palmitico (C16:0, 16,73 %), acido a-linolénico
(C18:3n3, 15,15 %) y acido linoleico (C18:2n6c¢, 12,94 %).

Para K. pinnata, los acidos grasos mas abundantes fueron acido a-linolénico
(C18:3n3, 17,82 %), acido linoleico (C18:2n6¢, 17,75 %) y acido palmitico (C16:0, 17,17
%).
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K. gastonis-bonnieri mostré los resultados mas altos para acido behénico (C22:0,
23,32 %), acido palmitico (C16:0, 17,53 %), &cido linoleico (C18:2n6c, 14,52%) y &cido
a-linolénico (C18:3n3, 12,70 %).

K. daigremontiana y K. gastonis-bonneri muestran un perfil de &cido grasos
parecido, mientras que K. pinnata se diferencia por no tener el &cido behénico como
mayoritario. Si consideramos el porcentaje de acido behénico, se puede observar que K.
pinnata tiene aproximadamente la mitad que las otras dos plantas. Esto puede ser util a la
hora de hacer una identificacion quimiotaxonomica, es decir, de indentificar estas plantas

(o partes de ellas o sus extractos) a través de su contenido en &cidos grasos.

c) Carbohidratos

Tabla 23: Composicion de carbohidratos para las tres plantas del género Kalanchoe (media£SD),
expresado en g por cada 100 gramos de planta seca

Azucares K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri

(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)
Fructosa 0,69+ 0 14,97 + 0,81 3,39+ 0,26
Glucosa 0,23+0 2,29+ 0,19 0+0
Sacarosa 0,31+ 0,01 14,43 +0,52 3,01+0,16
Suma 1,23+ 0,02 30,69 + 1,52 6,41 + 0,42

En el anédlisis de los carbohidratos, azlcares, se han identificado tres tipos
(fructosa, glucosa y sacarosa) para cada planta (tabla 23). En el caso de K.
daigremontiana y gastonis-bonnieri, el azicar mayoritario ha sido la fructosa, mientras
que para K. pinnata ha sido la sacarosa. La cantidad total de azucares varia mucho segun
el tipo de especie.

K. pinnata ha sido la que mayor cantidad de azucares ha presentado, con un total
de 30,69 g/100 g seguido de K. gastonis-bonnieri (6,41 g/100 g) seguido de K.
daigremontiana (1,23 g/100 g). En el caso de K. gastonis-bonnieri la cantidad de glucosa

fue tan pequefia que no se pudo cuantificar.

Para K. pinnata, en comparacion con los datos de bibliografia, se puede observar
gue estos no coinciden, ya que han sido identificados 8 tipos de azucares, siendo la

arabinosa la mayoritaria, monosacarido que en nuestro caso no se ha detectado.
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d) Tocoferoles

Tabla 24: Composicidn de tocoferoles para las tres plantas del género Kalanchoe expresado en
microgramos por 1 gramo de planta seca

Tocoferoles K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri

(Lg/9) (Lg/9) (Lg/9)
a-Tocoferol 139+1 446 £ 0 112+1
B-Tocoferol 7,55+ 0,51 122 +0 112+04
y-Tocoferol 614 +1 7581 71,5+ 0,6
d-Tocoferol 99,0+£0,9 155+1 12,2+0,5
Suma 8603 1482 +3 2072

En el anélisis de los tocoferolos las tres plantas presentaron las cuatro isoformas
de los tocoferoles (a, B, y y 0) (tabla 24).

Para K. daigremontiana la isoforma mayoritaria fue y-tocoferol (614 pg/g),
seguido de a-tocoferol (139 pg/g). Estos datos coinciden con la informacion obtenida
para la introduccion, ya que estudios anteriores confirman que la isoforma mayoritaria de
K. daigremontiana es y-tocoferol. En el caso de K. pinnata la isoforma mayoritaria
tambien fue y-tocoferol seguido de a-tocoferol (758 pg/g y 446 pg/g respectivamente).
La isoforma mayoritaria de K. gastonis-bonnieri fue a-tocoferol (112 pg/g) seguido de la

y-tocoferol (71,5 pg/g).

La mayor concentracion de tocoferoles se encontré para K. pinnata (1482 ug/g),

continuado por K. daigremontiana (860 ug/g), y K. gastonis-bonnieri (207 pg/g).

4.4 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

La evaluacién de la citotoxicidad de los extractos de diferentes polaridades de las
tres plantas y el hongo, y las decocciones y las infusiones de las tres plantas se desarroll6
sobre cuatro lineas celulares tumorales humanas: HelLa (carcinoma cervical), NCI-H460
(carcinoma de pulmoén), HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF-7 (carcinoma de
mama). La hepatotoxicidad se evalud sobre un cultivo primario de células de higado de
cerdo: PLP2.

Todos los resultados aparecen en las tablas 25-29.
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Tabla 25: Resultados de la citotoxicidad de los extractos de K. daigremontiana

Extractos de Kalanchoe daigremontiana (Glso pg/mL)

D. Hex D. DCM D. AcOEt D. Butanol D. H20 D. Decocc. Final
HeLa (carcinoma cervical) 167 + 14 148+0,7 311+13 3,10+ 0,20 200+ 2 257 £12
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) 83,774 5,01 +0,47 >400 5,48 + 0,66 98,17+ 7,12 >400
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 207 £ 19 63,2+6,9 >400 20,712 >400 >400
MCF-7 (carcinoma de mama) 795+£5,6 4,86 +£0,48 237+ 16 1,41+0,18 257 £ 24 347 +6
PLP (células hepaticas de cerdo) 2337 6,65 + 0,46 >400 396+24 >400 >400
Tabla 26: Resultados de la citotoxicidad de los extractos de K. pinnata
Extractos de Kalanchoe pinnata (Glso pg/mL)
P. Hex P.DCM P. AcOEt P. BuOH P. H20 P. Decocc. Final
HelLa (carcinoma cervical) 197 £ 12 216 + 12 3455 495+10 287 + 28 179+ 16
NCI- H460 (carcinoma pulmonar) 79,4271 2013 >400 39,5+ 24,6 >400 >400
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 304 + 23 328 + 17 >400 285+5 >400 >400
MCF-7 (carcinoma de mama) 92,6 +8,8 212+ 3 2761 61,3+53 3302 333+10
PLP (células hepaticas de cerdo) >400 >400 >400 >400 >400 >400
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Tabla 27: Resultados de la citotoxicidad de los extractos de K. gastonis-bonnieri

Extractos de Kalanchoe gastonis-bonnieri (Glso pg/mL)

GB. Hex GB. DCM GB. AcOEt GB. BuOH GB. H20 GB. Decocc. Final
HelL a (carcinoma cervical) 150+ 8 79,4+2,0 725+42 12,0+£0,5 276 £2 225+ 15
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) 75274 299+ 19 303+12 9,88 + 0,87 >400 >400
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 246 £11 127 £12 >400 61,0+ 3,7 >400 >400
MCF-7 (carcinoma de mama) 1059 64,1+ 3,6 60,6 £ 0,8 4,80 + 0,26 310+ 11 306 £5
PLP (células hepéticas de cerdo) 70,019 62,0+ 3,8 >400 16,62 + 1,39 >400 >400
Tabla 28: Resultados de la citotoxicidad de los extractos de Terana caerulea
Extractos de Terana caerulea (Glso pug/mL)
T. Hex T.DCM T. EtOAC T. Butanol T. H20 T. Decocc. Final
HelLa (carcinoma cervical) 73,4+ 3,0 12,724 5,69 + 0,45 55,3+6,0 615+21 224 + 14
NCI- H460 (carcinoma pulmonar) 71,0+31 199+13 119+14 100+8 215+ 16 >400
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 77,1+6,0 50,2+ 4,0 175+8 341 +£13 339+25 >400
MCF-7 (carcinoma de mama) 74,7+ 29 15113 3,22+0,18 76,747 93,1+39 279 £ 17
157 +5 8,7+3,8 30,6 £3,0 >400 >400 >400

PLP (células hepaticas de cerdo)

Tabla 29: Resultados de la citotoxicidad de las infusiones y decocciones de las tres Kalanchoes

K. daigremontiana K. pinnata K. gastonis-bonnieri
Infusién Decoccidn Infusibn  Decoccidn Infusién Decoccidn
HeLa (carcinoma cervical) >400 48,94 + 3,04 178 £ 16 201+6 171+£11 289 +19
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) >400 49,4+29 >400 298 + 20 162 + 14 186 +5
HepG2 (carcinoma hepatocelular) >400 293+ 15 >400 >400 >400 >400
MCF-7 (carcinoma de mama) >400 35,13+10,30 321+26 312+9 889+54 202+8
PLP (células hepaticas de cerdo) >400 33512 >400 3206 287 +£12 271+ 14
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En el caso de K. daigremontiana, los mejores resultados se obtuvieron para el
extracto butanolico, que resulto tener actividad citotoxica frente a las cuatro lineas
celulares tumorales, siendo mas activo frente al carcinoma de mama (Glso = 1,41 £ 0,18).
El extracto de diclorometano también presento actividad en las cuatro lineas, con su
mayor actividad frente al carcinoma de mama (Glso = 4,86 = 0,48) muy seguida del
carcinoma pulmonar (Glsp = 5,01 + 0,47). Respecto a la citotoxicidad, el extracto mas
toxico fue el de diclorometano (Glso = 6,65 £ 0,46) seguido del extracto butandlico (Glso
= 39,6 £ 2,4). Los extractos de acetato de etilo, agua y la decoccion final no presentaron

citotoxicidad, mientras que a su vez obtuvieron actividad citotoxica méas baja.

K. pinnata obtuvo los mejores resultados para el extracto de butanol, que resulto
tener actividad citotdxica frente a las cuatro lineas celulares, teniendo la mayor actividad
frente al carcinoma pulmonar (Glso = 39,5 £ 24,6), seguido del carcinoma cervical (Glso
= 49,5 + 1,0). Ningln extracto presento toxicidad frente a las células de higado de cerdo.

Los mejores resultados de actividad citotoxica se obtuvieron para el extracto
butandlico en el caso de K. gastonis-bonnieri, obteniendo resultados contra las cuatro
lineas celulares, siendo la mejor el carcinoma de mama (Glso = 4,80 + 0,26), seguido del
pulmonar (Glso = 9,88 + 0,87), seguido del cervical (Glso= 12,0 £ 0,5). Respecto a la
citotoxidad, el extracto butandlico fue también el que mayor toxicidad presento frente a
las células de higado de cerdo (Glso = 16,6 + 1,4), seguido del extracto de DCM (Glso =
62,0 + 3,8) y hexano (Glso=70,0 £ 1,9).

El hongo T. caerulea presentd muy buenos resultados en las cuatro lineas
celulares, siendo el extracto de acetato de etilo el que mejor actividad obtuvo en todas la
lineas celulares (MCF-7 = 3,22 + 0,18; HeLa = 5,69 + 0,45y NCIl = 11,9 + 1,4), excepto
en la de carcinoma hepatocelular, siendo el extracto de diclorometano el mejor (Glsp =
50,2 £ 4,0). Los extractos de hexano, DCM y AcOEt fueron los mejores, aportando
buenos resultados para las cuatro lineas celulares. También fueron los Unicos que
presentaron toxicidad frente a las células de higado de cerdo; hex Glso = 157 + 5; DCM
Glso = 8,73 £ 3,75 y AcOEt Glso = 30,6 + 3,0.

Generalmente los resultados obtenidos fueron muy buenos, teniendo en cuenta
gue son matrices naturales y que no son compuestos aislados. Esto nos aporta datos para
nuevas interesantes investigaciones, ya que los datos obtenidos son muy buenos,

comparando con datos de agentes antitumorales sintéticos como la ellipticina (tabla 30).
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Tabla 30: Citotoxicidad de ellipticina Glso (ug/mL)

Ellipticina
MCEF-7 (carcinoma de mama) 0,91+0,04
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) 1,03 + 0,09

HelLa (carcinoma cervical) 1,91+£0,06
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 1,14 +£0,21
PLP2 3,22+ 0,67

Las matrices naturales, se consideran muy buenos antitumorales cuando la
concentracion para alcanzar el Glso es menor de 20 pg, resultados que se ha conseguido
en varios casos: fracciones de DCM y BuOH de K. daigremontiana; fraccion de BuOH

de K. gastonis-bonnieri y fracciones de DCM y AcOEt de T. caerulea.

Cabe destacar que estos resultados son de extractos de diferentes disolventes que
contienen muchos compuestos. Esto indica que habria que tener en cuenta que la cantidad
del compuesto que tiene la actividad est4 en menor concentracion de lo que se expresa en
latabla, ya que las concentraciones de la tabla se refieren a la mezcla en su totalidad. Con
lo cual, la cantidad de los compuesto antitumorales seria mas baja que la que se indica en
la tabla, obteniendo mejores resultados todavia. Dada esta situacion, se decidié hacer el
fraccionamiento del extracto butandlico de K. daigremontiana y el fraccionamiento del
extracto de acetato de etilo de T. caerula con el fin de aislar e identificar las moléculas

responsables de la actividad (apartado 4.2.3).

Los resultados de las infusiones y decocciones de las tres Kalanchoes se pueden

obsevar en la tabla 29.

La infusion de K. daigremontiana no mostro actividad citotoxica. La decoccion
mostro actividad frente a las cuatro lineas celulares, obteniendo el mejor resultado para
el carcinoma de mama (MCF-7). Ninguna presento hepatotoxicidad frente a los cultivos

primarios de células de higado de cerdo (PLP2).

Los mejores resultados de la infusion y decoccion de K. pinnata se observaron
para el carcinoma cervical (HeLa). La infusiébn no mostro actividad frente a las lineas
NCI-H460 y HepG2 vy la decoccidn frente a la linea celular HepG2. Ninguna presento

hepatotoxicidad frente a los cultivos primarios de células de higado de cerdo (PLP2).

Los mejores resultados de K. gastonis-bonnieri se observaron para la infusion
frente a la linea celular del carcinoma de mama (MFC-7). Respecto a la decoccion, los
mejores resultaros de obtuvieron frente al carcinoma pulmonar (NCI-H460). Tanto la

infusion como la decoccion no presentaron actividad frente al carcinoma hepatocelular.
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Ninguna presentd hepatotoxicidad frente a los cultivos primarios de células de higado de
cerdo (PLP2).

Generalemente los mejores resultados se observaron para la decoccion de K.

daigremontiana.

4.4.1 ENSAYOS DE ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS FRACCIONES
DEL E. AcOEt DE TERANA CAERULEA

La evaluacién de la actividad citotoxica de las tres fracciones obtenidas del

extracto de AcOEt de T. se pueden observar en la tabla 31.

Todas las fracciones han demostrado tener actividad citotoxica.

Tabla 31: Resultados de la actividad citotéxica de las tres fracciones obtenidas del extracto de AcOEt de
T. caerulea

Fracciones de Terana carulea del extrado de AcOEt (Glsp g/mL)

Fr. 9-10 Fr. 11-14 Fr. 37-45
HelLa (cqrcmoma 196+ 13 144+1,2 18,6 +1,3
cervical)

NCI-H460

(carcinoma 68,74 £ 0,6 152+11 23801
pulmonar)

HepG2 (carcinoma 434+09 202 +1,7 355+272

hepatocelular)

MCF-7 (carcinoma 573+39 12,5+0,9 18,3+ 0,6
de mama)

PLP (células 128 +9 58,8 + 5,0 83,8+8,2

hepaticas de cerdo)

La fraccion 11-14 es la que mayor actividad presenté en todas las lineas
cancerosas, y a su vez la que mayor citotoxicidad tuvo frente a las células de higado de
cerdo. Para las fracciones 11-14 y 37-45, los mejores resultados fueron para MCF-7,
mientras que para la fraccion 9-10 los mejores resultados fueron para HeLa.

Como se ha mencionado en el apartado 4.2.3, la fr. 9-10 y fr. 11-14 tienen una
composicion muy parecida. En la primera tenemos un compuesto, mientras que en la otra
tenemos ese mismo compuesto mayoritario junto a dos minoritarios. Si observamos los
resultados, podemos reparar que estos son diferentes. Ademéas de la diferencia en
composicion, también ha podido influir el momento de preparar los compuestos para
realizar los ensayos de citotoxicidad, ya que la fr.9-10 estuvo varios dias sin disolvente,
mientras que la fr. 11-14 estuvo solo unas horas sin este. Al ser un compuesto inestable,
ya que se puede observar que a la medida que se va quedando sin disolvente se forma un

solido negro, podemos deducir que esto ha podido tener algun tipo de influencia. También
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puede deberse a una sinergia, ya que la fraccion 11-14 tiene mas actividad que las otras
dos fracciones.

Si comparamos estos resultados con el resultado general del extracto de AcOEt,
observamos que la concentracion requerida para Glsp ha aumentado, con lo cual, el
compuesto aislado no es el que mayor actividad citotdxica presenta de toda la mezcla.
Los resultados generales pueden deberse a interacciones entre las moléculas de la
composicion de T. caerulea, ya que la fr. 9-10 (compuesto 1 aislado), tiene menor

actividad que la fr. 11-14 (compuesto 1 + dos compuestos minoritarios).

4.4.2 ENSAYOS DE ACTIVIDAD CITOTOXICA EN LA FRACCION DE
BUTANOL DE K. DAIGREMONTIANA

Los resultados obtenidos para la fraccion del E. BUOH de K. daigremontiana se

pueden observan en la tabla 32.

Tabla 32: Resultados de la actividad citotéxica de la fraccién obtenidas del extracto de BUuOH de K.
daigremontiana

Fraccion de K. daigremontiana del extracto butanélico (Glso pg/mL)

Fr. 21-22

HeLa (carcinoma cervical) 22,1+31

NCI-H460 (carcinoma pulmonar) 25,6 +0,9

HepG2 (carcinoma hepatocelular) 62,9+5,1

MCEF-7 (carcinoma de mama) 928+16
PLP (células hepéticas de cerdo) 160 + 3

En este caso la mayor actividad se observé para el carninoma Hela, muy seguido
de NCI-H460, mientras que el peor resultado se observo para MCF-7. Su citotoxicidad

fue baja en relacion con los demas resultados.

En comparacion con los resultados del extracto butanolico, la Glso es mayor en el
compuesto aislado, con lo cual, esta molécula no es la unica responsable de la actividad

citotoxica que presenta K. daigremontiana, aunque si participa en ella.

En el articulo que esta ha espera de publicacion (Urményi et al., 2016), se pude
obsevar que la actividad anti-HSV del compuesto aislado de K. daigremontiana tiene
menor actividad que el extracto en su totalidad donde este esta presente. En nuestro caso

ocurre lo mismo.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En este trabajo se ha llevado a cabo, por un lado, un estudio etnobotanico para la
eleccion de un hongo, Terana caerulea, y su caracterizacion quimica (preparacion de
extractos y fracciones de diferentes polaridades) para su posterior evaluacion de la
actividad citotoxica frente a lineas celulares neoplasicas, y por otro lado, se realizé la
caracterizacion quimica (valor nutricional/valor energético y composicién en azUcares
libres, tocoferoles, &cidos orgénicos y &cidos grasos) de tres plantas del género Kalanchoe
(K. pinnata, K. daigremontiana y K. gastonis-bonnieri) y la determinacién de la actividad

citotoxica de sus extractos de diferentes polaridades, infusiones y decocciones.

El estudio etnoboténico recopild un total de 47 usos farmacoldgicos tradicionales
pertenecientes a 25 plantas de 20 familias diferentes y los usos tradicionales de un liquen

y dos hongos. Mediante este estudio se escogid el hongo Terana caerulea.

El material seco de T. caerulea fue extraido por maceracion con diferentes
disolventes, obteniéndose los diferentes extractos de hexano, diclorometano, acetato de

etilo, metanol y acuoso, siendo el de mayor rendimiento el extracto butanolico (5,4 %).

En la evaluacion de la citotoxicadad, el extracto de AcOEt fue el que presento los
valores més bajos de Glsp frente a las cuatro lineas celulares tumorales evaluadas, siendo

mas activo frente al carcinoma de mama (MCF-7).

A partir de este extracto, se aislo e identificO un compuesto nuevo, no descrito
anteriormente, derivado del acido teleforico con tres de los seis grupos hidroxilos
metilados,  5',8,8'-trimetoxi-2,9":2',9-diepoxi-9,7'-ciclo-7,9'-neoligna-7(9'),8,7'-trieno-
4,4' 5-triol. Este present6 actividad citotdxica, pero en menor medida que los resultados
del extracto total de AcOEt, con lo que se podria decir que no es el compuesto mas
citotoxico de T. caerulea o que en ese extracto existen sinergias entre diferentes

compuestos para lograr una potencia que se pierde en el aislamiento.

El material seco de las tres Kalanchoes fue tratado de la misma manera que T.
caerulea, para obtener extractos de diferentes polaridades, siendo la decoccion final el de
mayor rendimiento para K. daigremontiana (28,9 %), y el extracto butandlico para K.

pinnata y K. gastonis-bonnieri (42,3 y 18,3 % respectivamente).
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El valor nutricional (proteinas, lipidos, glicidos y cenizas), de las plantas secas
reveld una composicion elevada en carbohidratos, baja en lipidos y valores energéticos

bastante similares.

En cuanto a la composicion total de azlcares y tocoferoles, K. pinnata demostro
una composicién total de todos ellos mayor que las otras dos plantas, siendo sus
compuestos mayoritarios de dichos grupos fructosa y y-tocoferol respectivamente. La
composicion de acidos organicos varid mucho segun la planta, siendo K. gastonis-

bonnieri la planta que mayor nimero de &cidos organicos presento.

Las tres plantas mostraron un perfil de acidos grasos SFA>PUFA>MUFA, siendo
en todos los casos mayoritarios los acidos grasos saturados, K. daigremontiana 63,86 %,
K. pinnata 59,28 % y K. gastonis-bonnieri 65,68 %.

En la evaluacién de la actividad citotoxica de los extractos de las Kalanchoes,
destaca que las tres plantas presentaron actividad citotdxica, habiéndose obtenido los
mejores resultados para el extracto de BUOH de K. daigremontiana que presentd
actividad citotoxica frente a las cuatro lineas celulares tumorales y siendo mas activo

frente al carcinoma de mama (MCF-7).

Respecto a los resultados de la citotoxicadad de las infusiones y decocciones de
las tres plantas, los mejores resultados se obtuvieron para la decoccion de K.
daigremontiana, que mostrd actividad frente a las cuatro lineas celulares, obteniendo el

mejor resultado para el carcinoma de mama (MCF-7).

Debido a los resultados obtenidos en la evaluacion de la citotoxicadad, el extracto
BuOH de K. daigremontiana se fracciond para aislar e identificar los compuestos
responsables de la actividad. En este caso se aislo e identific el compuesto 3-O-B-D-
xilopiranosil(1—2)a-L-ramnopirandsido de kaempferol, flavonoide no responsable de
toda la bioactividad detectada en el extracto butandlico de K. daigremontiana y descrito

recientemente en esta planta.

En comparacion del hongo T. caerulea y las plantas del género Kalanchoe, se
puede observar que los resultados obtenidos en la actividad citotoxica generalmente son
mejores para el hongo que para las plantas. Respecto a su composicion quimica, también
se puede observar una gran diferencia, ya que el hongo T. caerulea se alimenta de madera

muerta, presentando en su composicion varios compuestos derivados del lignano,
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mientras que en las plantas del género Kalanchoe predominan los compuestos
flavonoides.

Como futuro trabajo seria interesante intentar aislar los compuestos responsables
de la actividad citotdxica de T. caerulea y K. daigremontiana, (si mantienen su actividad
aislados) ya que los resultados obtenidos son prometedores. También seria muy
interesante evaluar la actividad citotoxica de este hongo y planta en animales, por sus
buenos resultados en células y para intentar desvelar sus mecanismos de accion para su

futuro uso en medicina.

De manera general, se puede concluir que las cuatro matrices naturales estudiadas,
Kalanchoe pinnata, K. daigremontiana, K. gastonis-bonneri y Terana caerulea poseen
en su composicion compuestos quimicos de gran interés. Este trabajo contribuye al
conocimiento de estas especies en cuanto a composicion quimica y también en cuanto a
su bioactividad, pudiendo ampliar a su vez su uso a nivel medicinal (tradicional y
farmacéutico) y en la alimentacion como ingredientes funcionales con beneficios para la

salud en la prevencion de enfermedades.
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