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I o T R O DU CCTIO N .

Las rostaslandings comienzan a ser conocldas en los afios de la época -
de 1930, cuando ¢l br.Goldblat en Inglaterra y el Dr.Von buler en Suiza
(1, 2), trabajando por separado encontraron que en los extractos del 19-
quido seminzl huneno v de las vesiculas seminales de varios animalies, -
tenian poderes vasodepresoresy de estimulacidn del misculo liso.

Bl término de Efostaélandinas aparece por primera vez en la Literatura -
en 1935, ncmbre éplicado por Von Euler (3). Este principio activo mostrd
propredades dcidas. In los siguientes treinta afics se realizaron pocos -
estuizo3, hasta cue el mayor avance fue dado en 1960-61 por Bergstrom y
sug asocladoz (4, 5 ), los cuales lorraron aislar prostaglandinas puras

v posteriormente determinar su estructurd.

(1.7 Euler. U.S. Von- A Depressor substance in the vesicualar gland -J.
Paisiology, Lond. 34,21 p.(1935).

(2) Goldblalt, M.\, Proparties of Human Seminal Plasma.J.Physiology --

{3) Euler, U.Z. Von- On the Specific Vasodilating and plain Muscle --
Stuaulating Substance From Accesory Genital ©lande in Man andCertain
. Animals. ~ 3. Physiology., Lond. 88, 213-234 (1936).,

(4) Bergstrom, 3.Science, 4 157-382 (1967).

Fan
i
f—

Bergstrom, S. Ryhage, R. Camuelson, B. and Sjoval, J.Chemical, Scand,

16, 504 (1962).



Actualmente se conocen como 201dos grasos ciciicos oxigenados con vein
e atonos de carbono, tendendo cono base el esqueleto del dcido proste
noico(6). Las prostaglandonas se dividen en cuatro series dependiendo
de las insaturaciones y de las Tunciones presentes en el anillo ciclo-
pentaro. asi las FGE sc¢ caracterizan por un grupo carbdnico en el car-

Lono nueve (Cy)., v wn grugo hidroxilo en el C11 y C la serie PGF

15°
.1a serie PGA se diferen--
10, 11

posee un grupo hidroxilo en C, , C,, , C

9 11 15

cia de las PGL unicamente en que posee un doble enlace/ y las
PGB que siendo isbieras de las FGA 1o posee en/} §.12 (6,7). Estos --

sels miembros son conocidos como prostaglandinas primarias.

Las prostagzlandinas han sido encontradas no solo en los drganos repro
wuctores masculinos sino  también en rifiones, timo, cerebro, pulmones,
ate.(7,3,2,10), siendo su concentracidn a la mayoria de los tejidos -

mencs de 1 mg/or.

(6) Steling, T.. C., Morozowich,W.and Poseman,T.J., prostaglandins,
Journal of pharmaceutical Science, Vol 61 iic.12,1861-54{19720.
(7) Bergstrém, 5., L.A. Carlson and J.R.Weeks, pharmac.Rev., 20,1 --
(19638).
(6) Bergstrdm, 5, prostaglandins- A Group of Hoomonal Compounds of -
Wide spread Ocurrance. Biochem.pharmac., 12,413-414(1863).
(2) Bergstrdm, J., Prestaglendins and Their Influence on Lipid tetabo
lism.~ J.Am. Oil Chem.Soc., 42,608-609 (1965)..
(10) Daniels, E.G., inman,J.W., Leach, B.E., Muirhead L., Icdentifica-
tion of proste landins L, As the principal Vascpressor Lipid of

Rabbi* Renal rladuila. Mature 215. 1298 (1957).



Siendoc una excepcitn ¢l fluide seminal hunano en el cual es de 5G-60 -

mg. /. (11, 12).

Fn 1963 Wheilnheimer vy Spra gy ane (13), reportaron el aislamiento de gran-

des cantidades de un conpuesto 15(R)-PGA

o En les cuernos del coral ple

xaura homomalila encontraron Schnider y colaboraedores(ld,15) otra forma

de prostariandinas
tra se datermindg un
15 (RY-PGA, v de 15

del coral seco.

la 15 (S)-—PGA2 . En base al peso mojado de la mues

-~

J.4% de ester-metilico 15 (S)-PGA, . El peso de la

(S3-PCa, representd un 1.5% del peso de la corteza -

‘

(11) Kurzrok R, and Liebh, C.C. Biochemical Studies of Human Semen. Proc.

Soc. Exp. Biol.

|- e

T

Med. 26::

J

62 (18307,

(12) Pike, J.BE.~ Total Synthzsis of Prostaglandins-Reprint Progress in -

the Chemistry of Urgaric Nacwe. Products XXVIII. 214-339, u.Y.

(13) Weinheimeier, D

J.- and Spragrins, R.L.- The Ocurrence of Two New -

Prostaglandins Derivatee (15-LiT-PGA, ) and ita Acetata Methyl Es-
L

ter in the Gorgonlan plexaura Homomalla. Chemistry oi Coclenterates.

XV. Tetrahedrorn Letteors, &9

51, 5185,(1969).

4

(1%) Samuelson, B,. E. Granstrcm and Hombergn.- Prostgglandins, Nobel

Simposium 2, 5.

p. 45 (1967).

Bergstrom and Samuelson.- Ed.Intercience., New York

(15% Schneider, W.P., Hamilton, R.D. and Rhuland, k.E.- Journal of Ameri--

¢ an Chanacal Socyete. S4, 2122 (1972).

’



El Dr.Brundy y colaboradorss (16, 17), lograron convertir quinicamern-
te por la ruta de cpcri-oxidacidn usando el compuasto inactivo 15 (S)-

PGA p €N dos derivados activos, las prostaglandinas PGE, y FGEF, .
£ z

o que la formacidn de las prostaglandinas no se encuen

1 L)

tra tan vesiringida cono otras sustancias activas tales como las hor-

Estudios realizodos (18, 14) , acerca de la Bilosintesis de las prosta-
glandindas, cugieren Jque cstas de manera semejante a las hormonas en el
organismo anual se forman por ciclacidon y oxidacién de acidos grasos
esenciales.,

Alguncs investigadores (18,20,21), mostraron con certeza que los &ci-
dos grasos policnoicos W-f insaturados de veinte carbonos son los -

precursores bioldgicos de las prostaglandinas.

(16) Brundy, G.L.; lLincoln., I, Nelson, N.:; Pike, J. and Schneider.-

Novel Prostaglendin Synthesis. Amn. N.Y.Acad.Sc. 15%0. 76-90-

(17} Brundy. G.L. and Nugteren, D.H. Isclation of Two How natural —-

Prostaglandins Fram Corals. J.Am.Soc.Chem. 34, 2124{1972).

~
I_J
oo
g
? <
02
[¥2]

5. Darndelsszon, H.Kenberg, D., and Samuelsson. B.- The
Enzimatic Convertion of Esencial fatty acids into prostaglandins.
J.bBiol. Chem. 239, 4006-U008-(1964).

(1%) Van Dorp, D.A . deerthuis, R.K, Nugleren, D.H. and Vorkerthan, Na-

{20) Bergstrom, S. son, H. and Samuelsson, B.- The Enzimatic
Formation of mrostaglandin E, from Arvachidonic Acid. Biochem.Bio--
phys. Acta 380. 20u-2060(1864),

(21) Bugtere, D.tl. and Vorkerman H. -Biochem, Biophys Acta 90 207-210

{19

o

).



Esto ha sido comprobado (27,23) por la incubacidon de un homogenizado

de vesiculas seminales de carnerc y de estomayo de rata con los dcidos
homo linoleico raquidénico y 4,5, ¢, 11, 17 eicosopentanoico gque for
mayon las prostaglandines Ly E2 i ¥ Ea~

Cstos dcidos grasos es:neiales son constituyentes enddgenos de los te-
jidos de fosfolipidos, los cuales son dejados en libertad en forma este
rificada despues de una estimulacidn hormonal(25). Estos &cidos zrasos
liberados son biosintetizados por un sistems enzimatico asociado a la
fraccifn microsomatica, que no estd completamente dilucidada, pero si
se conocen que se irmtroducen varias moléculas de oxigeno al Atomo de -

carbono 9, con formacidon de un grupo cetdnico en el carbono 5 del anillo

y de grupos hicdroxilicos cr el carbtono 11 y 15 (25, 26, 27).

(22) Ascick, F.C. y Wol®fz, L.S8. & novel prostaglandin derivate formed
from arachidenic ocid by ret stomach homogenates. Blochemistry
10; No. 20, 3657 - 3663 (1¢64).

(23)Anggarde,; L.Y Sanuclsson., B.J. Bicl. Chem. 240, 3518 (1965)

{242 Vogtr, W., Dordcts, J,; Kunz , H, y Meyer U. Proc.Int.Congr.
Pharmacol.

(378) (1969) (Abstr.)

(25) Bargstrom., 5. Prostaglandine member of a new Hormonal System.
Science 157, 382-2¢1 (1967).

(26) Flack LD

Cy

., mewell, P.W. y Shaw, J.E. Rndocrinological implica-
ticns of prostoslandins. Reprited from current topice in experi-
mental sidocrinclogy. vol. 1 199-219 (1971).

(27} Andersen, N.i..lchydration of prostaglandins: stody by spectros-

copy method J.Ldpid. Res. 10:320.



Se ha notado que las prostaglandinze v el sistema enzimitico adenil ci-

clasa participan en la transformacion de ATP a AMP ciclico en las termi

naclones nerviosas de la corteza de ratas(30).

Lz sintesis de prestaglandinas ofrecen un cepecial reto a la quimica or-
ganica. Para lograr esta se han empleado diferentes precursores quinicos

~

v diferentes rutas(Z&, 29).
Un gran signillcado bloldgico estdn representando las prostaglandinas -
debido a su potencia v diwersidad de accidn farmacoldgica en grandes —-
areas comc son 1a Regulacidn Celular, patologia v terapéutica.

ios estudios indican que en clertos corales existe la posibilidad de lo-
gror una fusnte para provesrse de prostaglandinas o de los intermediarios
para poder hacer modificaciones quimicas a bajo costo.

Hasta ahora las prostaglandinas no se han aislado de ningln origen que -
no sea 21 anual por lo que si sc encontrara una fuente vegetal compéti-~
tiva y un proceso facil e obtencion no cabe duda que sc explotaria mas
las propicdades de estos cormpuzstos desde un punto de vista de utiliza—

cidn bionéxdica.

(28) Corey, E.J., Ulattas. I. . Anderson, N.il. y Mording, K. A new total

syitthesls of the Ll and Fl

J.Am. Chen. Joc.90, 59u7(1568)

series inclusing 1ll-cpi prostia

(29} fxen, V. Fike, J.L. y Schneider, W.P. the total symthesiz - srosta
glandins. O0ff prants from synthesis, Vol. 1 edited by J.77. Apsimon.
1-129 (13972).
(30) Shaw, J.E. y Famwell, P.Ul. Separation, identification y estimation

of prostaplandins in, Methods of Biochamical Analisis, 17, D. - -

Glick, 2d. Interscience, New York, p. 235(196S).
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PARTE EXPERIMENTAL

Extraccién de deidos grasos v prostaglondinas .-

la extraceidn dol matorial vegetal fue llevada a caobo por un procedi-—-
miento ligeramente modificado del descrito por S Jovall pora tejidos -
animales. -

Dicho m&tc  consiste ecsencialments en la extraccidn del material por
homogeniz acibn con custro vollmenes de metanol 95% a 4°C dejandolo en
maceraciin o esta tamperatura toda la noche. la suspension fue filtrada
y el filtrade eoncentrado fue acidificado a PH 3 v extraldo con acctato
de etilo.las prostaglandinas prescentes en la fase orginica futron:extna;
dos cori una solucidn tampdn 0.02 M de fosfatos PH § separando la fase
de acetato y reservandola para scr usada posteriormente, la fase del --
tampdn fue asidificada a PH 3 y las prostaglandinas solubles en esta fa
se  fueron extraidas - con aceteto de etilo.los dos extractos se Jjuntaron
se lavaron con la menor cantidad de agua posible para ponerlos a PH neu-
tro, se concentroron 10s extractos a sequedad bajo presién reducida. El
extracto se suspendid en acetona y se centrifugd. El sobrante se concen-

trd a sequedad 2 baja temperatura.

Otro método aapleado para la extracc i6n de prostaglandinas es el descri-
to a continuacidn:

5 Kg de muestra se hemogenizan en fric con agua a PH 7 por no menos de §
minutos, s¢ agregan 3 volimenes de acetona, se agita v se deja en reposo
aurante toda la noche a 4°C.5e filtra vy el filtrado (75% de acetonalse -
concentran al vacio(la sclucién contiene 10-20% de acetona), esta se 1lle
va a PFH 7 y se extrae dos veces con &ter de petrbleo (32°-80°C), la fa-
se acuwsa se acidifica con fIC1 1N hasta Ph 3 v ge extrae tres veces con

- cloruro de metileno, se unen 1los tres extractos y se concentran al va-



civ hasta aproxinacumente un litro, al concentrado se extrac con solu
ci1on tampln de fosfatss PH 8 0.2 M, reservando la fase del cloruro de
metileno. la del tampén se 1leva a FH 3 con HCL 1 y se extrae con clo
g - - ; - -
ruro de metileno se wien y se concentran al vaclo a una temperaturd no

mayor de 43°C.

accionamiento e identificacidn de prostaglandinas .-

El extracte crude fue purificado por medio de cromatografia o capa fina
preparativg vy por columna cromatogréfica de silica gel G dcida empacada
con ciclohexano. La muestr se eluyd de la columa con los sistemas de -
solventes siruientes: ciclohewano, ciclohexanc:acetato de etilo 40%, ci-—-
clohexano: acetato de etilo 60%, acetato de etilo, acctato de etilo: meta
nol 15%, ¢n orden consecutivo.

Cromatoprafia en capa fina de prestac-lendinas. .-

| e

rel

Scbre placas de vidrio de 20y 20 centimetros sc esparcié una capa de g
de silica (silica sel G llerck)de 250 ‘micras de -espesor . serin el método -
descrito por Sthal, secadss al aire y luei'o activadas [or calentariento a
100°C durante una hora antes de ser utilizadas. Se aplicaron en las placas
las fracciones ce las especies vegetales estudiadas, despues de haberse pa

scdo por columnz, Jjuntamente con muestras patrones de PGAl - GEl . PGEl

-

P3L, , PG i PGF2 < . La aplicacién se hizo con una micropipeta.

Llos cromatogramas s prepararon en duplicado vy se desarrollaron con 1os me-

-

Jios Jde olucidn: cloroforno-metanol-acido acltico (16:2:1).
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benceno-metandl (19:1), cloroformo-metanol-&cido acético (13:4:3), clo
roformo-metanol-&cicc acdtico (18:10:2), cter de petrdleo-benceno-meta
nol-&cido acético (30:3:1:1).

Desples que el solvente hubo alcanzado una distancia de 15 centimetros
a partir del punto <e aplicacibn, las placis fueron sacadas de la cima
ra de desarrollo y sccadas al airve. Los cromatogramas secos fueron as-
perjados wniformemente con el revelador:acido fosfomolibdico 10%, 3ci-
do clorhidrico concentrado 5%, en alcohol absoluto. Mediante calenta-
miente 2 100°C los compuestos presentes se hicieron vislbles como man

chas de color azll.

Extraccidn de Lipidos.

la extraccidn de 1ipidos se realizd primero por =1 método de Oyer y -
Morton que es un métodn ripid> pero se comprobd que extrae solamente--
una fraccién del total de los lipidos. Otro método ensayado fue el de
Folch vy colaboradores que presenta algunos inconvenientes y la canti-
dad de solventes que se amplean; por lo tanto la extraccidn del total
de lipidos contenidos en las diferentes muestras sc 1levd a cabo si-—-—-
guiendo el mdtodo descrito por Bligh y Oyer, procediéndose en la forma
sigulente:se pesd exactamente <1 material vegetal y se molid en una 1i-
cuadora con ¢l sistene colvente cloroformo-metanol (2:1 v/v), se dejd
en maceraclidn corn el mismo solvente durante nueve horas a la temperatu
ra amblente en la obscuridad, se filtrd y se extrajo de nuevo por el -
mismo procedimiento; uri@hdose . ambos extractos.

Para obtener una extraccidn total se homogenizd el residuo con todo y
papel filtro en exceso de cloroformo y se unid con el filtrado origi-

nal antes de remover la capa de metanol-agua.Bn la capa clorofdrmica -
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e encusntra la fraccién sin 1ipidos.

Lo fase nidroaleohdlica se concentrd a presidn reducida con una tempe-
ratura de 40-350°C.EL concentrido se extrajo tres veces con éter de pe
wdleo (0.¢.60-80°C) cualquier wmulsion formada sc rompid por centrifu
gacidn. Los extractos se comblnaron, se lavaron con sulfato de sodic -
anhidro y s& concentraron a presion reducida, para ser utilizados pos-
teriormente en la cstimacién do liquidos totales, acidos griascs y pre-

paracién de los &Esteres metilicos de acidos grasos.

Estimacién d: lipidos totales.

Para la estimacién de 1ipidos totales se llevd a sequedad el extracto
de 1lipidos ugando presidn meducida a una temperatura de 40-50°C vy dese
camiento en un2 cAmara desecadora conteniendo pentdxido de f&sforo has

ta peso constants. So | w36 el ~oziduc seco v los resultados se wxpre-

san como porcentiie en basc al peso del material vegetal fresco.

Preparcidn de 10s Ssteres metilicos de los Acidos grasos del extracto

de 1lipidos totales.

Se pusaron en un erlemmeyer (125 ml) tres gramos de muestras, se agregd
50 ml. de nctanol v 2 ml, de hidrdxido de sodio metandlico 0.5 N, dejan-
do le solucidr 10 minutos a ebullicidn con agitacidn mecinicalse usd re-
frigerante de zire). Se adicionaron 30 ml de agua por el refrigerante. -
S¢ enfriz v s extrie on una ampolla de  decantacidn con tres porciones
de 20 ml de cloroformo. Se unen los tres extractos y se lavan dos vecus

destilada (10ml). Se seca la fase clorofdérmica con sulfato de -

codio anhidro parc climinzay toda traza posible de agua.Se filtra sobre -
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Cromatografia de gas-liquido.

El andlisis cualitative v cuantitativo de los diferentes dcidos grasos
s2 realizd por esta tEcnica mediante el uso do un cromatdgrafo de gases
"Hewll et-Packard” modelc 402, eg ipado con detector de ionizacidn a la
1luma, se utilizd uns columa en forna de "U' de 6 pies de largo y --
1/2 de pulgada de difmetyo, con Chromosorb (80-100 de tamiz) como fo-
se sblida y DEGS cuno fase liquida(dietilen-glicol succinato).Las CoTL
diciones de trebajo fueron las siguientes. temperatura de le puerta de
inyeccidn 230°C.tanperatura del detacter de lonizacidn a la llama 240°C
temperatura de la columna 180°C., presidn de hidrégeno 10.presidn de -
nitrégeno 32 y presidn de oxigeno 35.

Para la deduccidn se ha aplicado el principio segln el cual para identi

. Y . . . @ .
ficar los homdlons sucesivos de una misma serie (hamdlogalexiste una -~

o
relacidon lineal entre lo. Jogaritmos decimales de los tiempos de reten-

cidn {ordenada en minutos) y el nlmero de &tomos de carbono(abscisa)..

Determinacidn del indice de acidez .-

Los indices de acidéz se determinaron siguiendo el método volumétrico -
de acuerdo a la Asociacidn Americana del Aceite escala Semi-NICro Y por
un segundo nétodo mas ficil y rdpido consistente en 1o siguiente:

Disolver 10 g de material vegetal pesados exactamente en 50 ml de una --

mezcla de éter y etanol {v/v) o en alconol neutralizado con NaOH usando
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fenoftaleina como indicador.

En los casos en que no se disolvié la muestra en frio, se calentd sua-
vemente a reflujc, agitando con frecuencia, hasta lograr una completa

disolucidn.

Se afiade 1 cc. de fenoftalelna v se titula con hidrdxido de sodio 0.1N
hasta el aparecimicntc y conservacidrn de un color ligeramente rosado,-
después de 30 segundos.

En los casos de Salvinia natans y Equisetum giganteum se obtuvo extrac .

tos  nmuy pigmentados siendo imposible su titulacidn colorimétrica, por
1o que se procedidé primero a eliminar los pigmentos con carbdn activo y
seguldamente se tituld con fenoftaleina; en segundo lugar se realiza--
ron titulaciones potenciométricas. En ambos procedimientos los resul --

tados fueron similares.

Se calculan en indice de &cido reportado como porcentaje de dcido olel

co:

%= ml de Alecall sastados x N x 28.2
peso de la muestra

_ e -
T.A.= % x 1.99

Espectroscopia Ultravioleta.

Para determinar la absorcidn mediante espectroscopia de ultravioleta a

2784 se disolvid la muestra con metanol v se tratd con NKOH para obte--

)

ner una solucién final 0.041 I,
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_FIGURA 1.

Representacién del corrimiento en cromatografia en capa fina
de silica gel G, espesor 250 .4C , de prostaglandinas patrones
en el sistema de solventes cloroformo-metanol-dcido acético -—-
(18:2:1 ) y como revelador &cido fosfomolibdico 10% , HCL 5%

en alcohol absoluto.
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Fig.l .- Representacidén esquemitica de la separacién de prostaglandinas patrones
por cromatografia en capa fina.
PGA| , RF=0.767; PCBy, RF=0.764; PGE;, RF=0.547; PGE

RE=0362; POF,, , RE=0.363

Rf=0.540; PGF

2’ 1%



FIGURA 2
Representacidn del corririento en cromatografia en —apa fina de pros
taglandinas patrones y prostaglandinas como compuestos en semillas de

Theotrora cacao. la separacidn en capa fina se efectio en gel de sili

ce (silica gel G Merck) 25047 con cloroformo-metanol-acido acéticd18:2.1)

oF

3,

ConO sistema zolvente . Acido fosfomolibdico 10% y HCL 5% en

alcohol absoluto, como reactivo asperjado. Notese la presencia de com
Duestes semejantas a Pﬁfzﬂ«;en las fracciones 6, 7 v 8 de cacao (ex—-
tractog para dcidos grasos ciclopent@nicos pasada por columna croma
tografica de gel de silica v por columra con dcido silicico). la com

paracién se basa en el valor de Rf y aparicidn de color azll después

de asperjar y calentar a 100°C.
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FIGURA 2

0.6 et

-~

TRACCIONES

PGB

PATRONES DE PROSTAGLANDINAS

Fig.2.- Representacion esquemitica del corrimiento de prostaglandinas

patrones y prostaglandinas camo compuesto en Theobroma cacao

FGFE

. Como compuesto, Rf =0, 360,
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_FIGURA U4

Separacién por cromatografia de pases de los ésteres metilicos

de los acidos grasos de Thecbroma cacac . E1 instrumento usado -

fué un cromatdgrafo de gases Hewle tt- Packard modelo 402, equipa
do con detector de llama de jonizacidn, columna de vidrio de 6 -
pies de largo v 1/8 de pulgada de dimetro, empacada con  Cromo-
sorb W (80-100 mallas ) cubiertas con SE-30 al 10 %. Condicio--

=

nes: presidn N=32 ; presidn 0, =25 , presién H, =10. Temperatura

2
de la puerta de inyeccidn 280-C , temperatura de la columa2be,
temperatura d:l detactor 270+C, atenuacidn 8; rangc 108 ; veloci

dad del papel 0.25 pulgadas por minuto.



W
e e S

AR
| | (t
o '

FIG.4.~ Separacidn por C.G.L. ésteres metilicos de Theobroma cacao.

Significado: Ac.miristico; B=Ac. Palmitico; C = Ac Esteirico

D = Ac. 0l&ico: E = Ac. Linolé&ico; Ac.Linolénico =(F)

TIEMPO DE RETENCION
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FIGURA 5

Separacidn por cromatografia de gases de los &steres metilicos

de los &cidos grasos de Passiflora edulis. El instrumento usa-

do fué un cromztdgrafo de gases Hewls tt-Packard modelo 402, -

equipado con detector de llama de lonizacibén, columa de vidrio
de 6 piles de largo v 1/8 de pulgada de didmetro, empacada con -
chitermosor - (80-100 mallas ) cublerta con SE-30 al 10%. Condi-

ciones: presidn de nitrdgeno =32: tresion de oxigano=25, presidn
de hidrdgeno=10. Temperatura de la puerta ds inyeccidn 280°C; --
temperatura d: la columma 20L0°C; tummeratura del <otector 270°C:
atenuacidn 8. rongo lU8 , velocidad Jol papel 0.25 pulgadas por

minuto.
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FIG.5.- Separacidn de ésteres metilicos de Passiflora edulis por cromatogra-

fia de gases.

Significado: A=Acido miristico; B= Ac.paimitico; C= Ac Esteirico;
D= Ac. Oleico; E= Ac.Linoléico, F= Ac. Linolénico.
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FIGURA 6

Separacidn por cromatografia de gases de los ésteres metili-

205 de los dcidos grasos en la semilla de Gossypiun herbaceum

(algoddn). El instrumento usado fué un crumatdgrafc de gases
Howlett-Packard modelo 402, equipado con det.ctor de llama de
lonizaciéon , columna de vidric de £ piles de largo v 1/8 de pul-
gada de difmetro, ampacada con cromosorb W (80-100) mallas. cu-
bilerta con SE-30 a2l 10%. Condiciones: presidn N, = 32, presién
0, = 255 presidn H, =10.

Temperatura de 12 puerta de inyeccidnagge C; temperatura de la
columna 250°C; tamperatura del detector 270°C; atenuacidn 8

ango 108 ; vielocidad del papel 0.25 pulgadas por minuto.
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FIG. 6.~ Separacidon por C.G.L. de &steres metilicos de semilla de algoddn.

Significado: A= Ac. miristico; B= Ac.Palinftico; C =Ac. Estelrico

D= Ac.0leicoc; & = Ac. Linocleico; F= Ac.linolé&nico.



TIGURA 7

Separacion por cromatografia de gases de los ésteres metili

cos de los dcidos grasos de Equisetum gSiganteum (planta com

pleta). El instrumcnto usado fué un cromatdgrafo Hewlett-Pac--

kard modelo 402, equipado con detector de 1lama de lonizacidn
columna de vidric de 6 pies de largo y 1/6 de pulsada de dia-
metro, empacada con gromesorb W (80-100) mallas, cublerta con
SE-30 al 10%.

=25 presidn 2, =10.

Condiciones: presion mz = 32 ; presién 0
Temperatura de la puerta de inyeccién 260°C; tamperatura de
la columa 2500C, temperatura del detector 270¢C; atenuacidn

1ango 108 ; velocidad del papel 0.25 pulgadas por minuto.

9

8,
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FIGURA 8

Separacidn por cromatografia de gases de los ésteres metilicos

de 'os  dcidos grasos de Salvinia natans  (planta completa)

El inetrumento usado fué un cromatdgrafo de gases Hewlott-Pac-
kard modelo 402, equipado con detector de llama de ionizacidn,
columa de vidrio de 6 pies de largo y 1/8 de pulgada de diéme
tre, empacada con gromosorb W (80-100 mallas) cubicerta con SE-
30 al 10%.

Condiciones: presidn N, =32 | presidn 0, = presion i, =10,
N £

2 Z
Temperatura de la puarta de inyeccidn 280 C. tamperatura de la

columa 250 C; memperatura del detector 270 C; atenuaciin 8§:

8 ; : :
range 107 5 wzlcoceoadad del papel 0.25 adas Por minuto.
b3 3 P pulg S
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FIGURA 9

Senaracidn por cromatografie de gases de 1os &Gsteres metili
cos de Acidos grasos patrones, usando un cromatdgrafc Hewlett
Packard modelo 402, equipado con detector de llama de ioniza--
citn, columa de vidrio de 6 piles de large v 1/8 de pulgada de
didmetro, empacada con cromosorb W (80-100 mallas), cubierta
con  SE-30 al 10%.

Condiciones . presion Nz =32 : presion 02 =25: presidn ﬂzzlﬂ_
temperatura de la puorta de inyeceion 280° C. temperotura de la
columna 25PCtanperatura del detecter 270 C: atenuacién 8; ran

8 . .
go 107 5 velccidad del papel 0.25 pulgadas por minuto.
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FIGURA 10

Cromatografia Gas-Liquido de ésteres metilicos de P.G. como

compuesto de las semillas de Theobroma cacao

El instrumento usado fu? un cromatdgrafo Hewlett-Packard mo
delo 402, equipade con detector de 1lama de ionizacidn, co-
lumma de vidrio de 6 pics de largo y 1/8 de pulgada de dié-
motro, arpacada con  cromosorb w (80-100 mallas), cublerta
con SE-30 al 10%.

Condiciones; presiGi. do N, =32 | presidn de 0, =25 ;presidn

2 2
de H, = 10 ; temperatura de la puertz de inyecciln 280°C; -

temperatuwra de la columnz 250°C: tomperatura del detector

5 Tango 13& , velocidad del papel 0.25

co

270°C; atenuacibn

pulgadas por minuto.
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P.G
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Cromatografia de gases de &steres metilicos de prostaglandinas como com-

puesto de las semillas de Theobroma cacés -
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TAEBLA No.l

Valores de Rf para prostaglandinas patrones y prostaglandinas como —-

compuesto en varlas especles de plantas.

- R | B9

Theobroma cacao( semillas) .« - . - « « . « « 0.360

Gossipiun herbaceum (semillas) « . . . « « - - 0.360

Passiflora edulis (semillas) o« v « ¢ v ¢ & w o — — — =

Equisetum giganteum (planta completa) . . . . - - - -

Salvinia natans (clanta completa) R

Eluyente: clorofcrmo-metanol-dcido acético (18: 2: 1)

Revelador: icide fosfomolibdico 10%., HC1 5% en alcohol



MUESTRA

Theobroma cacac .

Cossypium herbaceun .

Passiflora edulis

Equisctum giganteun .

Salvinia natans .

Prosta

<

TAEBLA?Z
Lspectro U.V.
(absorhancig,yf: )
. . .« .« 208
. 216
. 221

265
s e s e e e e s e

glandinis Patrones

PGF . .
PGE v e e
PGA .

. . 210
e e e e oo 211

# & & 8 % o« « o o 278
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LTABLAZ3

COMPOSICION DL LIPIDOS Y VARIAS ESPECIES DE PLANTAS, -

NUMBRE PARTE DE
LA PLANTA

Cacao
(Theobroma cacao) . . . Semillas .
Algodén

" (Cossypium herbaceum). Semillas .

Granadilla Maracuya

(Pasziflora edulis) . . . Semillas.

Cola de caballo

(Eguisetun gipanteun) . Completa .

Salvinia natans . . « Corplcta .

LIPTDOS TOTALES
% LW EL PESC DEL
MATERTAL FRESCO

% DE ACIDOS
GRASCS LIBRES

38 .

36 .

< 3.

36 .

. 0.58

. 0.85

. 0.49

0.84

. 1.68



Composicién

Acidos grasos

- u7 -

TABLAUY

PARTE DE NOMBRE ACITOS GRA _ % RELATIVO DE LA COMPO
LA PLANTA 50S TOTALES SICICH DE ACIDOS GRASOS
(mg/g)
saturados insatu ciclo
raedos  penténi
cos.
(1) semillas . . cacao(Thecbroma 380 55.5 4.3 0.04
facao)
(2) semillas . . algodén (Gossy 360 37.3 62.4 - -
pium herbaceum)
(3) semillas . . granadilla mara . 11.8 87.3 0.01
cuyé(Passifloy@
edulis)
™
(4) Planta com 1 4¢ capallo 4l 34,1 55,4 0.05
pleta (Equisetum gigareum
(5) Planta com
pleta Salvinia natans 12 21.6 28.8 0.05
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TABLAS

Distribucion de 4cidos grasos en varias especies de plantas

NOMERE

Thoobroma cacao

Gossipium herbaceun

rd
o
C

J

ae31flora edulis

Equicetum giganteum

Salvinia natans

PARTE

semillas

semillas

semillas

planta completa

planta completa

% Relativc de la composicidn de dcidos grsos
Ci2 1y cls™ ¢ 16 €16~
0.47 - - 25.5 - -
- - 1.58 - 25.0 - -
- - 0.4 - 9.8 - =
2.0 2.0 1.3 21.0 3.5
4.1 2.5 2.62 23.75 - -



TABLAG

en varias especles de plantas

Distribucién de dcidcs grasos

NOMBRE ‘PARTE % relativo de la composicidn de dcidis _oasus
C18 18" c18”" cLs”
Theobroma-cacaoc . gamillas 30.12 39.40 1.20 3.7y
Gossipium herbaceun semillas 2.71 18.90 51.70 -— -
4
Passiflora edulis semillas 1.60 3.30 70.80 3.20
Equisetum giganteum planta completa 9.50 5.00 23.00 - -
7.50 8.75 - -

Salviria natans planta completa




TABLAY

Distribucidn de dcidos grasos en varias especies de plantas

NOMBRE PARTE £, relativo de la composicidn de dcidos §iwgos
C10== c20” C2
Theobroma cicao semillas - - - - - - I
Gossypium herbaceum semillas - - - - - - - - -
Passiflora edulis semillas - - - ~ - - - -
Equisetun giganteum planta completa 23.60 5.00 2.0

Salvinia natans planta completa 16.25 1.26 1.25

_09_



Extraccidn, aislamiento e identificacidn de prostaglandinas:
Para <l estudio de las Jrostaglandinas y de compuestos relacionados se

utilizaron los materiales vegetales como semillas de Theobroma cacao,-

pasiflora edulis (flavocarpa) vy Gossypiun Herbaceun .la planta comple-

ta de Lquisetun arvense y Salvinia natans.

De los dos mitodos seguidos para la extraccidn se descartd el de la -
extraccidn inicial con agua por extrasr en menor porcentaje, a pesar -
de qus no prezenta el inconveniente de la extraccidn de pigmentos que

en el método en 21 cual la extraccidn inicial se hace con 1. Jom—

&tano
grando wna precipitacidn de las proteinas, quedando de esta manera en
el sobrenadante extractor los coinpuestos polares y dcidos grasos.

Del prucoso de extraccidn ee lograron separar las implurezas con solu--
cibn twnpdn 0.02 1l de fosfatos a ph 8 v la separacién de los dcidos--

grasos 1o substituldos de estructura mas polar que las prostaglandinas

que permancecleran  en el sobrenadente acetdnico después de centrifu—-

gar.
Todos los extractos crudos : los materiales empleados presentaron --

pigmentos, en especial los de Salvinia y Equisetum.

Pare el fraccicnamiento y purificacidn de los extractos crudos se usa—-
ron columas de silica gel G lavada cor: dcido; 4cide silico y columas
arpacadas <n la parte superior con carbdn activo que ayudaron a4 ung pu-
rificacidn parcicl de las prostaglandinas al elulr mas réapido algunos
Plgmentos en lag primeras fracciones de ciclo hexanc vy quedarse retoni-

dos otros pigmentos en la colunna.

La croactografia en capa fina fue muy utdil desde los puntos de vista de



que puermitid mayor purificicién on las fracciones ol emigrar los pigmen
tos mis rapidamente y el de permitir el aislamiento de PG parcialmente
puras al levantarse 1o froanja de silica zel conteniendo las prostaglan
dinas como compuestos v extrayindelas por macciacién con metanol y fil

tracién consecutiva.

Parz la scparacién de los P.G. dependienco del grupo = que pertenecen -
se probaron difirentes sistamas de solventes, dando mejor resultado el
de cloroformo:metanol:icide acétice (18:2:1). Los resultados optimos de
e e P ~ = =
separacidn entre los diferentes grupos se logrd con placas impregnadas

con Nitrato de plata al 1%

Los corrimientos de los diferentes grupos de prostaglandinas prescnta-
ron la siguicnte caracteristicas: las PG deshidiatadas en =1 anillo —-
tienen 21 mayor RF, mizntras que los otros grupos de P.G. variaron su
corrimiento dependiendc de los grupos hidroxilos presentes ( a mayor -
nlmero de grupos DH nrescntes es menor el RF). Es decir que el corri---
miento de las PGA fuo mavor que para las PGE v PGEF siendo 1as de este
{ltimo grupe las que presenteron unt menor migracidn.

Por comparacidn entre los RF. de los extractos parcialmente purificados

con prostaglandinas patrones, sc dotectd la F3EF, on las semillas de —-

I'4

Theobrana cacao(fig. 2)He se detec t6 ningln grupo de prostaglandinas

compu=stos en las semillas de passiflora edulis(flavocarpa), Gossypium—-

herbaceun, ni ¢n la plante complets de equisetun giganteun y salvinia -

natane .

Para la identificacidn fue necesaria la purificacién de los extractos —-
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parcialmente purificadcs por les métodos de cromatografia en capa fi-

nia, en columa y capa fina preparativa.

L

En fquisetum y Salvinia no se logrd la climinacién toial de pigmento

por lo cual la lecctura obtenida. en el espectrofotometro U.V es apro-
wimado al valor rweal. Poro en el caso contririo presentaha la ventaja
de poder detectar las PG un cantidades muy pequenas.

Se observd un pico miximo de absorcidn a 208 m 4] para las prostaglan-

dinas F2E7Q§omo compussto después del tratamiento alcalino.

El espectro infrarrojo se usd con el fin de determinar los grupas fun
cionales presentes en las prostaglandinas, ademis de comparar los es-

pectros del extracto parcialmente purificado con el de las PG patrones.

En general sc observaron picos maximos de absoreidn correspondiente a —
—

. ] -1
los siguientes grupos: ¢=c 1cw(G am 3 para €l grupo c=o a4 1730 an =

. - " - -1.

para los grupos gy 2 3600 em & 3 CH, y LHZ 2 2900 v 2840 cm T,
o

El estudio espectroschpico @l infrarrojo nos da las caracteristicas de
. . i oo - .
ios grupos funcicinales, para ¢stos analisis no sen completamente selec
tivos ya que otres compuestos pueden dar éstos méxinos de absorcidn, -
1o que dificulta la obtencidén de un buen espectro, sin —mbargo se con-
firmd la presencia de una posible prostaglandina como compuesto, Dero

para la determinacidn de la estructura se precisa de espectros de NMR

Y cspectrometria @ de masas.

Las mismas especies fueron utilizadas para la investigacidn de lipidos

v dcidos grasos, wsto fue hecho siguiendo la linca de buscar precurso--



res de prostaglandinas como lo son el acido ¢ 1inolemico ¥V apaquidénico

Detectindose =olo ol Zcido 1linolénico en las semillas de Theobroma ci--

-

cao . Esto nos sugler: que probablemente Este dcido haya sido biosinte
tizado a partir de los Acidos oleico y linoleico que estuvieron presen
tes en cantidades considerables 1os cuales son precursores de 1los dci--
dos arcquidénico vy linclénico. Y en los casos de que no se encontra-—

ron ¢s posible que s¢ wstén degradando ya que son fdcilmente oxidables.

Es posible que en las pilantas en dordde no se encuentran prostaglandinas
como compuestos no sc cncuentre ¢l sistona enzimatico prostaglandina -
sintetazg- que transforma a PG <1 dcide linol&nico, sicndo precursor de

este Wltimo el Acido linoleico.

Es intercsante notar la gran cantidad de dcidos grasos insaturados en -
las cspecies estudiadas. como la presencia de compuestos con un alto -
nimero de atomos de carbono on las plants inforiores 1o que puede sur -
atribuldo a las variadas funciones en las difarentes partes de la plan
ta.
"Los tejidos fotosintéticos de las menbranas de las Bryophita y —-
pteridophita tienen lipidos de composicidn similar a los que se -
encuentran <n las plantas superiores. Pero difieren considerablemen
te an ¢l contenido de dcidos grasos.
Algunas varicdades de helechos y musgos contienen cantidades substan
ciales de acidos grasos poli insaturados de 20 & mids carbonos, in--

cluyendo ¢l acido nraguidbnico.

Los <cidos grasos detectados no estin en cantidades tales que nos Indi-



en

que 1a presencia del sistema cnzimitico que participa en la biosinte —

31is

( 3] ) Hitchock, C. y Nichols, B.W plant Lipid Biochemistry,p.74



Para la identificicidn de las prostaglandinas en cromatografia de ga—-
ses en los extrectos purificados se siguld ¢l critorio de comparar el
tiempo de retencién de los &ésteres metilicos de las prostaglandinas pa
trones con las do cada extracto.

Se nota que hay correlacidn entre 12 cromatografia en capa fina y la -
cramatografiz de gases ya que las prostaglandinas patrones eluyen en -
el mismo orden, <& declr que tienen menor tiempe de retencidn las PGA
y PGB, tizmpo intermedio las PGE y el mayor tiempo lo presentan las -
PGF, depundicnde esto 4o la mayor o menor presencia de grupos hidrdxi--

los.

la cromatografia de gases para los &steres metilicos de Theobroma cacao

(figura ) presenta una Separacifndel extracto crudo. Se nota que no
estd completamente puro por la presencia inicial de varios picos que -
nos indican la presencia de otros compuestos, no interfiriendo estos er

la identificacidén en base al tiempo de retencidn como PGE)

En la extraccidn de lipidos que se 1levd a cabo por <l método descrito
por Bligth y Dyer como en las otras diferentes cxiracciones realizadas
s¢ observd que <l mejor rendimiento y condiciones Optimas de extraccidn
se obtenian cuando sc¢ trata de formar una solucidn monofasica entre el
sistamna extractor(cloroformo-metanol) y el agua contenido ¢n los teji--
dos y de la gran vemntaja despues de filtrar mayor cantidad de clorofor-
mo 7 finalmente de agua destilada al filtrado pare formar un sistema di
fasico y permitir una separacidn lenta pero satisfactoris.

Parvi dicha extraccidn se usaron los materiales vegetales sigulentes:

Theobroma cacao semillas: Cossypium herbaceum semillas, Salvinia natans
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planta entera; CGronadillia maracuyd “Pasiflora edulis™ semillas y Equi

setun giganteum ,planta entera.

Para la estimuicién de lipidos totales se expresaron los resultados co
mo porcentaje cn base al peso del material vegetal fresce (tabla 3 )
en la que se pucde ver que fluctuaron entre un 38% correspondiente al
cacao v 3.36%n Salvinia.

El fraccionamiento de los lipidos por medio de crometografia de gases
nos indica la& presencia de dcidos grasos libres, triglicéridos, diglicé

ridos, nonoglicividos v esteroles.

El porcentaje de Scidos grasos en forma libre reportado como porcenta-
je de acide cleico fu

En cacao (0.58%, en algodén 0.85%, cn salvinia 1.68%, en maracuya 0.49%
v en cquisetum 0.84%. E1l porcentaje mis alto ¢n plantas inferiores estd
de acuerdo con la opinién de alguos investigadores al decir que los te
jidos vegetales de estas especies almacenan 1cidos grascs libres sin --
transformarios o clgunt forma neutra, bajo ciertas condiciones que atn

no 8¢ ¢ conocet claremente.

Andlisis de los difcrentes tipeoe acidos grases:

Estos sc identificaron y agruparcn segln la ciase 2 que pertenecicran -
dividiéndolos en saturados, insaturados y ciclopenténicos (tabla 3 )
El métode ultravioleta ¢s muy (til para la determinacién de pequenas —-
cantidacdes de prostaglandinas, pero debido a que no se lograron fraccio
nes completamente puras, principalmente en el caso de salvinia y equise
tum se tuvo que elulr varias veces para obtencr un extracto lo mis inco
loro posible, pero esto hizo dificil exponer precisamente el miximo de

absorcidn.
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DISCUSION

=

Se tenia en ment< =l inicic de este estudio de varias muestras de ordi
gen vegetal al tratar ds encontrar la presencia de prostaglandinas en
plantas desarrclladas v con esa probpabilidad en plantas menos desarro
lladas , la blsqueda de los compuestos precursores en la sintesis de

Tgomo son los drnquiddnico y 1inolénico, asi como un estudic del --

contenido de lipidos y dcidos grasos en funcidn de una posible aplica

cion industrial.

3¢ han encontrado prostaglandinas en pequefias cantidades en casi todos
los tejidos de mamifercs, perc no solo se comienzan estudios sistemdti
Cos T.are tratar de encontrar estos compuestos en las plantas. 51 se ha
reportado un alto contenide del compuesto 15 sp PG&Z en los corales -
de plexaure homomalla, hacilendo actualmente esfuerzos para tratar de
determinar si el compuesto esté presente en el coral 4 en les algas -
que se encuentran en simbiosis, si esto es posible ya que ha demostra-
do que muchas plantas inferiores como las algas tienen écidos grasos

con varias insaturacicrnies de 20 &tomos de carbono & més.

Un aspecto muy importante por considerar es que las prostaglandinas -
y el sistema enzimdtico adenil ciclasa Participan en la transforma--
cidn del ATP a AMP ciclico en las terminaciones nerviosas de las ra——
‘tas habiendo una sociacidn entre las PG y la edenil ciclasa. Se ha in=
formado que la adonil ciclasa actla induciendo efectos hormonales en
ios tejidos de las plantas superiores y me han reportado en las plan-

tas inferiores.

O ros hace suponer que si la adenil ciclasa esta asociada a las PG.y laprime




[

ra se encuentra on las plantas superiores ¢ inferiores = poslole en-

(¢g]

contrar las prosteglandinas es &stas.

En la extraccion ntanilicn, el solvente fue concentiadc a presidn re-

ducida vy se trati con acetato de cotilo agua pord lograr una separa--—
cidn ¢z los Gcidos  grascs insustituidos de los compuestos polares. EL1
lavado con agua para pasar la fase de acetato de etilo de dcida a neu-

tra tiene que hacerse con le menor cantidad de agua ya que no pierde

parte de las PG an esta fase.

Los extractos crudes sicmpre quedaron pigimentados para lo cual se em-
plean diferentes tipos de columa y capa fina.
El extracto crude de cacao presentd muchos pigmentos los cuales fueron

2liminados en grn parte habilendo pasar las fracciones obtenidas de la

columnz de  silica cel © Acido o sea esas fracciones de ciclohexanco-ace
tato d: ctilo ( ) por columa con siiicico empacade con benceno- -

acetato de etilo (B5:45 aur.rtindoe después el gradiente de polaridad.
Impleando acetato de metile -benceno (90: 5).

Sz oot 1= noyor pureze or cramatografiz en capa fiia proparativa, —-
siendo un bucn sistema pava difercnciar las PGS ode urn grupo respecto a -

otro 1z cromatografia en cape fina impregnads con AcHC, y como ayudante
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LISTA DE ABREVIATURAS

a

Prostaglandinas
11,15~dihidroxi-9-oxo-13-trans acido proste
noico.

15-dihidrowi-9--oxo-5-cis,13-trans acido

9,11,15-trihidroxi-l3trans~=acido protenoico.

9, 11, 15-trihidroxi-5-cis,13 trans-dcido —-
prostadiencico.
15-hidroxi-9-oxo-10,13 trans-acido prostadiecnoi
co.
15-hidroxi-9-oxo- 6, 10 cis, 13 trmans-acido --
prostatriencico.
15-hidroxi- 9-oxo -6(12), 12trans-acido prosta-

dienclcs.

15-hidroxi- 9- 0x0-5, 8(12)-cis,l3-trans acide
prostatrienoico.

9,11, 15- trahidroxi- 5,17- cis, l3-trans-aci-

do prostatrienoico.
11, 15, dihidroxi-9-oxo- 5-17-cis-13-tran-acido

prostatriznoico.

.doble enlace
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