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RESUMEN. El muérdago criollo (Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh.) es utilizado en
medicina popular como sustituto del muérdago europeo (Viscum album L.). A pesar
de pertenecer a dos familias bot4nicas diferentes, ambas poseen estadios vegetativos
similares. Son especies hemiparisitas semilefosas y se utilizan como hipotensoras. En
este estudio se analizan los componentes micro y macromoleculares presentes en los
extractos acelulares de L. cuneifolia y V. album. El anilisis de los componentes polife-
nélicos demuestra que cada especie tiene una ruta metabélica diferente: L. cuneifolia
produce quercetina, leuco y proantocianidinas en tanto que V. album produce deriva-
dos metilados de la quercetina y no produce proantocianidinas. Cada extracto posee
un patrén proteico caracteristico y un diferente poder inmunogénico evidenciado por
los métodos de Ouchterlony y Western-blot. Estos resultados pueden ser aplicados
para el control de la sustitucion del muérdago europeo por el muérdago criollo.

SUMMARY. “Micromolecular and Macromolecular Comparison of Argentine Mistletoe
(Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh.) and European Mistletoe (Viscum album L.)”. Argen-
tine mistletoe (Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh.,Loranthaceae) is usually used in local
folk medicine as the natural substitute of the European mistletoe (Viscum album L.,
Viscaceae). Despite the fact that both belong to different botanical families, they are simi-
lar at vegetative stage. Both are hemiparasitc species usually employed in folk medicine to
prevent high blood pressure. In the present study the micromolecular and macromolecular
components present in acelular extracts of L. cuneifolia and V. album are compared.The
analysis of the poliphenolic components showed that each species has a differential
metabolic pathway: L. cuneifolia produces quercetin (Qu) and its glycosides (Qu-3-O-xylo-
side, Qu-3-O-rhamnoside, foeniculin, avicularin), leuco (catechin, epicatechin and flavan-
4-B-ol) and proantocynidins (dimers, oligomers and polymers of flavan-4-B-ol) while V. al-
bum produces quercetin methyl derivates, but no proanthocyanidins. Each extract has a
characteristic protein pattern when analysed by SDS-PAGE and a differential immuno-
genic capacity evidenced by Ouchterlony’s method and Westem-blot. These results could
be applied to improve the detection of substitution of the Europgan mistletoe by the
Argentine mistletoe L. cuneifolia.
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INTRODUCCION

El “muérdago criollo” (Ligaria cuneifolia (R et P) Tiegh) y el “muérdago eu-
ropeo” (Viscum album L.) son plantas hemiparasitas semilefiosas que se desarrro-
llan sobre otros drboles y arbustos.

La utilizacién de extractos del muérdago europeo en medicina popular esti
muy difundida en Europa central, Africa y Asia. Un gran nimero de investigacio-
nes se han realizado en relacién con las sustancias mediadoras de los efectos hi-
potensores 13, antineoplasicos e inmunomoduladores que ella presenta 35. En tal
aspecto, estudios realizados tanto de los componentes micromoleculares 3 como
de los constituyentes macromoleculares permitieron establecer que la accién cito-
toxica del V. album sobre células tumorales es consecuencia de la accién de una
glucoproteina, la lectina MLI, con un efecto inhibitorio sobre la sintesis ribosomal
de proteinas en células eucarilticas 45.

El muérdago criollo es utilizado en medicina popular argentina como hipo-
tensor de manera similar al muérdago europeo 8. Las causas de este empleo ra-
dican en que ambas especies parecen semejantes al estado vegetativo.

Estudios previos en los que fueron analizadas las caracteristicas anatémicas
de ambas especies permitieron comprobar que existen diferencias entre ellas. Ta-
les diferencias son evidenciables en las drogas en polvo y permiten determinar la
existencia de mezclas o sustituciéon de la especie europea por la especie de nues-
tro pais 9.

El objetivo de este trabajo es comparar ambas especies desde el anilisis de
los componentes micromoleculares polifendlicos y de los constituyentes macromo-
leculares proteicos con potencialidad antigénica, con el fin de determinar si el gra-
do de disimilitud morfolégica, por el cual cada una fuera ubicada en una familia
botinica distinta, estd acompafiado también por un metabolismo diferente.

MATERIALES Y METODOS

L. cunetfolta fue colectada en el noroeste argentino (Jujuy) por uno de noso-
tros (AAG).

Los ejemplares fueron determinados segin la clave de Abbiati ¥ y compara-
dos con material de herbario. El material vegetal se encuentra depositado en el
herbario del Museo de Farmacobotdnica “Juan A. Dominguez” de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA, Argentina.

El material vegetal de V. album procede de Hungria y fue provisto por un
importador local.

ANALISIS MICROMOLECULAR DE L. CUNEIFOLIA L.
Extractos

Las plantas fueron desecadas al aire; se separaron las hojas de los tallos para
ser procesados en forma independiente.

Los 6rganos seilalados fueron pulverizados por medio de un molino de cu-
chillas rotativas. Se tomaron 5 g de cada muestra, y se realizaron extracciones con
agua en ebullicién durante 30 min. Estos extractos fueron llevados a sequedad a
presioén reducida y los residuos fueron redisueltos en metanol 9. 11,
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Anilisis de Flavonoides y compuestos relacionados
Mapeo cromatogrdfico

Los extractos fueron analizados por cromatografia bidimensional en capa fina
de celulosa (CCF) de acuerdo con el método de Mabry 12, utilizando ter-butanol/4-
cido acético/H,O (3:3:1, TBA) en la primera dimensién y 4dcido acético (HOAC) al
15% para la segunda dimension.

Los cromatogramas fueron observados bajo luz UV (360 nm) antes y después
de ser tratados con vapores de amonfaco. Luego se realizé una aspersién con una
solucién de de tricloruro de alumnio (AICl; ) al 5% en metanol y fueron nueva-
mente observados bajo luz UV 12,

Aislamiento y caracterizacion de los flavonoles

Se realizaron cromatogramas preparativos en papel Whatman N° 3 MM unidi-
reccionales y descendentes. Cada extracto se sembré en banda fina y se utilizé co-
mo fase mévil HOAc al 15%.

Cada banda obtenida fue eluida con metanol y recromatografiada en las mis-
mas condiciones en n-butanol/HOAc¢/ H,O (4:1:5, fase superior, BAA).

Los compuestos purificados fueron eluidos con metanol y analizados por
procedimientos estdndar 8 11-14; a) cocromatografia en capa fina de celulosa con
testigos para determinar los valores de Rf en distintos solventes (BAA; HOAc al
15%, H,0), b) espectrofotometria U.V.-visible, ¢) hidrélisis con acido clorhidrico
2N, d) cocromatografia en capa fina de celulosa con testigos para determinacién
de los valores de Rf de los aglicones en distintos solventes: BAA, cloformo-dcido
acé€tico-agua (2:1: agua hasta saturacién, CAA), icido clorhidrico-icido acético-
agua (3:30:10; Forestal), TBA y HOAc 60%), €) cocromatografia capa fina de los
azicares frente a testigos, utilizando como solvente isopropanol-agua (4:1, IPrA) y
como reactivo revelador anilina-difenilamina-acetona-icido fosférico
(4ml:4g:200ml: 30mbD).

Andlisis de Leuco y Proantocianidinas

Los extractos metandlicos originales fueron analizados por cromatografia bi-
dimensional en papel Whatman N° 1 (PC) y CCF usando sec-butanol/ HOAc/ H,O
(14:1:5) para la primera dimensién y HOAc al 6% para la segunda 1516, Los croma-
togramas fueron tratados por aspersién con HCl 1% en metanol y colocados en es-
tufa a 100 °C durante 15 min, después de los cuales catequina 4-B y las proanto-
cianidinas originaron cianidina, la cual es roja a la luz de dia 16.

Con réplicas de los cromatogramas se realizé una aspersién con el reactivo
vainillina -HCl (solucién etanélica al 5% P/V de vainillina - 4cido clorhidrico con-
centrado, en una relacién 4:1), se lo expuso a una corriente de aire caliente y se
verifico la aparicién inmediata de manchas rojas correspondientes a leuco y
proantocianidinas. La caracterizacién de las sustancias fue realizada por procedi-
mentos estdndar 813.16.17: 2) tratamiento 4cido de las sustancia con HCl 2N, b) CCF
frente a testigos en diferentes sistemas de solventes: BAA, Forestal, HOAc 60%,
acido férmico-dcido clorhidrico-H,0 (9:2:3), ¢) Espectroscopia UV-visible.

101



Wagner, M.L., T. Feméndez, E. Alvarez, R.A. Ricco, S. Hajos y A.A. Gumi

ANALISIS MACROMOLECULAR
Extractos

Material desecado de tallos y de hojas (10 g) fueron extraidos con 100 ml de
soluciéon de NaCl 0,15 M en buffer Tris 0,2 M de pH 7,5 (TBS) durante tres horas
en presencia de fluoruro de fenil-metil sulfonilo (PMSF) 1 mM, EDTA 5 mM,
Na,S,0s 10 mM y polivinil pirrolidona (PVP) 2% (Sigma). Los extractos acelulares
fueron centrifugados a 12.000 xg a 4 °C durante 30 min en una centrifuga RC5C
Sorvall Instruments y mantenidos a -20 °C hasta su uso.

Cuando fue necesario los extractos fueron liofilizados utilizando un sistema
ELIOVAC y mantenidos a -20 °C hasta su utilizacién.

Determinacion de la concentracion proteica
La determinacion de la concentracién proteica fue realizada por el método de
Bradford 18, utilizando como estindar seroalbimina bovina.

Antisueros

Antisueros contra los extractos acelulares de L. cunetfoliay V. album fueron
producidos en ratones Swiss de 2- 3 meses de edad. Los animales fueron inocula-
dos tres veces durante 2 meses por via subcutinea con 100 pl de los extractos
emulsionados con igual volumen de adyuvante completo de Freund (100 pg de
proteina/ratén). Una semana después de la dltima inoculacién los animales fueron
sangrados y el suero obtenido fue mantenido a -20 °C hasta su uso.

Inmunodifusion bidimensional

El ensayo de difusién bidimensional fue reahzado de acuerdo con el método
de Ouchterlony 19. Los pasos de inmunodifusién se llevaron a cabo a temperatura
ambiente en cdmara himeda por 48 h. Los geles fueron secados y coloreados con
0.1% de Amido black en Metanol/HOAc/H,0 (35:10:55).

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de agentes disociantes (SDS-
PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio (SDS) fue realizada de acuerdo con el método de Laemmli 20, utilizando
4% de poliacrilamida para el gel de stacking y 10% para el gel resolutivo, en un
sistema de buffers discontinuos_(Tris/HCl 0,125 M de pH 6,8/8,6). Las muestras
fueron preparadas por mezcla de los extractos liofilizados con buffer conteniendo
2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de 2-mercaptoetanol y 0,002% de azul de bromo-
fenol en Tris HCl 0,125 M a pH 6.8). La separacién electroforética fue realizada a
150 mA/gel durante 45 min utilizando un sistema Mini V8-10- BRL. Los geles fue-
ron coloreados con plata 22. Como estindar de PM se utilizé la mezcla SDS-VII
(Sigma).

Anilisis por Western- blot

Las proteinas separadas electroforéticamente como ya se indic6 fueron trans-
feridas a membranas de nitrocelulosa de 0.22 ( (Sigma) a 200 V y 150 mA 4 °C du-
rante 2 h, utilizando el Sistema Miniblot BRL conforme con el método descripto
por Towin 2! con ligeras modificaciones. Las membranas de nitrocelulosa que con-
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tienen las proteinas transferidas fueron bloqueadas con una solucién Tris-salina
(TBS) de pH 7.4 con 3% de leche descremada y 2% de glicina, durante 1h a 37 °C.
Luego fueron lavadas con TBS e incubadas durante 18 h a 4 °C con los antisueros
murinos con actividad para los diferentes extractos vegetales. Suero murino nor-
mal fue utilizado como control. Luego, las membranas fueron lavadas e incubadas
con anti-Ig G de ratén conjugadas con peroxidasa (BioSys, Israel) durante una ho-
ra a 37 °C. las tiras fueron lavadas con TBS y la reaccién enzimdtica fue revelada
utilizando 4-Cl-1-naftol/ H,O,.

RESULTADOS
CARACTERIZACION MICROMOLECULAR DE L. CUNEIFOLIAY V. ALBUM

Los resultados de la caracterizacion fitoquimica de flavonoides realizada so-
bre las muestras de hojas y tallos de L. cuneifolia indican la presencia de flavono-
les no metilados: quercetina y glicésidos basados en quercetina: Quercetina -3-O-
xilosido, Quercetina-3-O-ramndsido, Quercetina-3-O-f§ arabofurandsido (foeniculi-
na) y Quercetina-3-O-a arabofuranésido (avicularina); leucoantocianinas (catequi-
na, epicatequina y 4-p-flavanol) y proantocianidinas (dimeros, oligdmeros y poli-
méros del 4-p-flavanol) 8. El 4-B-flavanol y las proantocianidinas originaron ciani-
dina después del tratamiento con HCI 2N.

Los datos fisico-quimicos de los compuestos aislados se detallan a continua-
cién:

Quercetina: Rf en Forestal 0.42, en BAA 0.73, en CAA 0.15, en TBA 0.57, en
HOAc 60% 0.30. Propiedades espectrales: Ap;, MeOH: 256, 370; + NaOMe 248,
322 (desc.); + AlCI; 270, 334, 456 y + HCl 265, 360, 426; + NaOAc 274, 390 (desc.)
y + HyBO, 262, 383.

Quercetina-3-O-xilosido: Rf en BAA 0.65, en H,O 0.10, en HOAc 15% 0.37.
Propiedades espectrales: A s, MeOH 258, 360; + NaOMe 272, 326, 410; + AlCl;
275, 422 y + HCI 268, 366s, 402; + NaOAc 270, 326s y 380 + H;BO; 259, 370. Hi-
drélisis: quercetina y xilosa.

Quercetina-3-O-ramnésido: Rf en BAA 0.86, en H,O 0.25, en HOAc 15% 0.48.
Propiedades espectrales: A s MeOH 256, 349; + NaOMe 269, 327, 396; + AlCl;
274, 408 y + HCl 270, 352, 397; + NaOAc 270, 364 y + H;BO, 259, 368. Hidrdlisis:
quercetina y ramnosa.

Quercetin-3-O-f-L-arabofuranésido: Rf en BAA 0.75, en H,0O 0.13, en HOAc
15% 0.26. Propiedades espectrales: A, MeOH 256, 357; + NaOMe 270, 330, 410;
+ AlCly 273, 408 y + HCI 271, 363, 398; + NaOAc 272, 376 y + H3BO; 259, 375. Hi-
drélisis: quercetina y arabinosa.

Quercetin-3-O-a-L-arabofuranésido: Rf en BAA 0.85, en H,0O 0.17, en HOAc
15% 0.30. Propiedades espectrales: Ay, MeOH 256, 357; + NaOMe 271, 324, 403;
+ AlCly 272, 404 y + HCl 269, 353, 396; + NaOAc 270, 320s, 376 y + H;BO; 260,
299, 367. Hidrolisis: quercetina y arabinosa.

Cianidina: Rf en BAA 0.65, en Férmico 0.28, en Forestal 0.47, en HOAc 15%
0.60. Propiedades espectrales: Ap;, MeOH-HCl 536; + AlCl; 552.

Ego/ Emax %= 19
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De acuerdo con los datos bibliogrificos 23-26 V. album presenta flovonoides
no metilados: quercetina, flavonoides metilados basados en quercetina: Querceti-
na-3-metiléter, Quercetina-7-metiléter (ramnetina), Quercetina-3’-metiléter (isoram-
netina), Quercetina-3,3"-dimetiléter, Quercetina-3,7-dimetiléter, Quercetina-7,3’-di-
metiléter (ramnacina) y Quercetina-3,7,3'-trimetiléter (paquipodol), un dihidrofla-
vonolol: homoeriodictiol-7-O-glucésido y una chalcona: 2’-OH-4-6'di-O-metil-chal-
cona-4-O-glucésido, no habiéndose detectado leuco ni proantocianidinas. La Tabla
1 resume la comparacion entre ambas especies, en tanto que la Figura 1 da cuenta
de las correspondientes estructuras.

Compuesto

Especie Que Que-Me DHF Chal LA PA

Ligaria cuneifolia

Viscum album

Tabla 1. Comparacién entre los flavonoides de Ligaria cuneifoliay Viscum album.
+: presencia. -: ausencia. Que: quercetina libre. Chal: chalcona. Que-Me: quercetina metoxilada. LA:
leucoantocianidinas. DHF: dihidroflavonol. PA: proantocianidinas.

OH
OH
OH
OH OH
o o o . HO 0
oH o OH
oH oH OH OH
catequina epicatequina flavan-4-8-ol
1% R1=R2=R3=H Quercetina

R1=Azlcar R2= R3=H Quercetina-3-O-glicésido
R1=metilo R2 = R3 = H Quercetina-3-metiléter

R2 = metilo R1 =R3=H Quercetina-7-metiléter

R3 = metilo R1 =R2 = H Quercetina-3’-metiléter
R1=R3 =metilo R2=H Quercetina-3,3"-metiléter
Rt =R2=metilo R3=H Quercetina-3,7-metiléter
R2 = R3 = metilo R1=H Quercetina-7,3°-metiléter
R1 = R2 = R3 = metilo Quercetina-3,7,3 -metiléter

homoeriodictiol-7-O-glucésido

Figura 1. Férmula de los compuestos.

CARACTERIZACION MACROMOLECULAR DE L. CUNEIFOLIAY V. ALBUM

El anilisis de los constituyentes macromoleculares presentes en extractos ace-
lulares de L. cunetfolia y de V. album por medio del método de Ouchterlony se
muestra en la Figura 2. El reconocimiento de los componentes de ambas especies
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Figura 2. Anilisis de la inmunogenicidad de los
extractos de L. cuneifolia y de V. album por el
método de Outcherlony. Diferentes concentra-
ciones de L. cuneifolia (1-2-3) y de V. album (4-
5-6) fueron incubadas con los antisueros anti-
Viscum (A) 'y anti-Ligaria (B). Se pueden ob- A B Mwikp

servar las bandas de no identidad y de identi-

dad parcial cuando se utiliza el suero anti-Ziga-  Figura 3. Perfiles de SDS-PAGE de V. album (A)
ria. El suero anti-Viscum reconoce sélo los Y L. cuneifolia(B). Los nimeros indican la posi-
componentes de V. Album. cién de los patrones de peso molecular (MW).

cuando el ensayo es realizado frente a suero anti-Zigaria origina una banda de
precipitacion caracteristica de antigenos que presentan reaccién cruzada. En con-
diciones similares, €l suero anti- Viscum solamente reacciona con los constituyen-
tes del extracto de V. album.

Cuando se analizan los diferentes extractos mediante el método SDS-PAGE
en condiciones reductoras (Figura 3) cada extracto genera un perfil caracteristico
con la presencia de miltiples componentes de diferentes pesos moleculares com-
prendidos entre 14kD y 90kD.

El anilisis por Western-blot permite verificar que ambos extractos poseen ca-
pacidad inmunogénica propia. Cada uno genera un antisuero que es capaz de re-
conocer el extracto inductor. Ademis, puede observarse que el suero anti-Ligaria
reacciona con constituyentes presentes en el extracto de V. album (Figura 4), po-
niendo de manifiesto la existencia de estructuras proteicas relacionadas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Si bien en L. cunetfoliay en V. album se detecté quercetina libre, la presen-
cia de los demis compuestos reveta que ambas especies poseen vias metabélicas
diferentes.

En L. cunetfolia la dihidroquercetina puede seguir dos caminos 8 27. 28, Uno
de ellos es el de ser oxidado por la enzima flavonol sintasa y generar quercetina,
parte de este compuesto se acumula pero gran parte sufre glicosidaciones en el
OH del carbono 3 por las enzimas UDP-azicar: flavonoide 3-O-glicosiltransferasa.
Un camino alternativo es el de sufrir la reduccién del grupo ceto por accién de la
enzima 3-hidroxiflavanona-4-reductasa NADPH dependiente y originar leucociani-
dina. Este compuesto puede ser transformado en flavan-3-oles (+ catequina o -
epicatequina) por la 3,4 -cis-dioles-reductasa. Ambos tipos de compuestos, la leu-
cocianidina y los flavan-3-oles pueden ser condensados y originar dimeros, oligo-
meros y polimeros por la actividad de la(s) enzima(s) proantocianidina sintasa(s).
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S 8 Mwad)

Figura 4. Western-blot de los extractos de V. album (B) y L. cuneifolia (A). 1y 4 co-
rresponden al suero de raton normal, 2 'y 5 corresponden al suero anti- Viscum, 3 'y 6
corresponden al suero anti-Ligaria. Los nimeros indican la posicién de los patrones
de peso molecular (MW).

En cambio el metabolismo de V. album es mucho mis complejo debido a
que presenta una diversificacién en la biosintesis de los flavonoides. Este proceso
ocurre a nivel de la flavanona naringenina. Esta puede ser isomerizada a través de
la Chalcona isomerasa y posteriormente metilada por accién de las S-adenosil-L-
metionina-X-O-metilasa (SAM) para generar la 4’,6’-dimetoxichalcona, o ser hidro-
xilada por la Citocromo P450 monooxigenasa pasando a eriodictiol y por isomeri-
zacién a homoeriodictiol y acumularse en forma glicosidada. El eriodictiol ade-
mis puede ser hidroxilado por la Flavanona-3-hidroxilasa a dihidroquercetina y
luego, al igual que en L. cuneifolia, se transforma en quercetina. Este Gltimo com-
puesto sufre metilaciones por las diferentes SAM y origina asi los derivados metila-
dos.

Debido a que la quercetina es la Gnica substancia que presentan en comun
ambas especies y ser ésta el flavonol mas distribuido en plantas superiores 26, su
presencia no resulta suficiente como para establecer una relacion filogenética al-
guna entre L. cuneifoltay V. album.

Cuando los constituyentes macromoleculares son separados por medio de
métodos electroforéticos, se establece la presencia de componentes con diferentes
propiedades antigénicas en cada especie.

Estos componentes poseen ademds un comportamiento inmunogénico dife-
rente: en tanto que V. album induce una respuesta especifica, L. cunetfolia genera
anticuerpos capaces de reaccionar con componentes presentes en ambos extrac-
tos. Esto se traduce en una tnica reaccion de cruce que fue detectada por los mé-
todos de Ouchtertlony y Western-blot.

De acuerdo con los resultados del anilisis macromolecular, existen diferen-
cias también en sus componentes proteicos.

106



acta farmacéutica bonaerense - vol. 15 n° 2 - afio 1996

La especie argentina, por tanto, no s6lo presenta un patrén diferente de sus
componentes micromoleculares respecto de la especie europea sino también de
los componentes macromoleulares, que difieren de aquella tanto en su composi-
ciébn como en su capacidad antigénica.

Este estudio indica la necesidad de realizar mis ensayos farmacolégicos y de
citotoxicidad para L. cuneitfolia, puesto que no existe con V. album correlacién al-
guna que permita presuponer cudl seri el efecto que sus extractos puedan ejercer
sobre el organismo.

Los resultados permiten ademis su aplicacién en el desarrollo de métodos
analiticos para un mejor control de la calidad de las preparaciones comerciales
con el fin de verificar la sustitucién de V. album con la especie hemiparisita ar-
gentina, L. cunetfolia.
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