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Resumen

La Ferula hermonis Boiss (Umbeliferae) es una planta nativa de Siria y del Libano. Muchos herbalistas del Medio
Oriente, indican que esta planta tiene una fuerte actividad afrodisiaca y antiespasmaédica. A partir de la raiz de esta
planta se aislé y caracterizé un sesquiterpeno oxigenado, la ferutinina (1). La elucidacién estructural se realizd
mediante métodos espectroscopicos tales como IR, RMN-'H, RMN-!*C, COSY, HMBC, HMQC, NOESY, EIMS y CIMS. Se
evalu6 la posible actividad biolégica del compuesto (1), mediante el estudio de las vias de senalizacion en el
sistema nervioso central in vitro, demostrandose que el compuesto (1) incrementa la actividad de la 6xido nitrico
sintasa y la acumulacién de inositol monofosfato en la eminencia media del cerebro de la rata (en un 49% cada
uno), sin afectar dicha senalizacién en la glandula pituitaria. Estos hallazgos sugieren que la ferutinina activa la via
de los fosfoinositidos y a la produccion de 6xido nitrico (NO), este tltimo un conocido mensajero intracelular que
juega un papel fundamental en la biologia humana. Nuestros resultados contribuyen al soporte farmacologico del
uso popular del extracto de Ferula hermonis, en la mejoria del desempeno sexual y como afrodisiaco.
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Abstract

Ferula hermonis Boiss (Umbeliferae) is a plant native from Syria and Lebanon. Many herbalist from Middle East,
indicate that this plant have aphrodisiac and antispasmodic effects. Two oxygenated sesquiterpene Ferutinin (1) has
been isolated from the roots of this plant. The structural elucidation was done by spectroscopic methods as: IR, 'H-
RMN, 'C-RMN, COSY, HMBC, HMQC, NOESY, EIMS, and CIMS. After that the evaluation of the possible signaling
pathways of compound 1, in nervous tissue in vitro was assessed and the results showed that these compounds are
able to increase the nitric oxide synthase activity and inositol monophosphate accumulation (49%, each) in the
median eminence of the rat brain, suggesting that isolated compound is associated to the activation of phosphoinositide
breakdown and nitric oxide production (NO), the last a gaseous intracellular messenger which is known to play a broad
role in human biology. Our results give pharmacological support to the folk use of Ferula hermonis.
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Introduccion (EM) es una importante region del hipotalamo, esen-

El 17p-estradiol (E2), un estrogeno enddégeno, ac- cial para el control neuroendocrino. La EM responde
tiia sobre el sistema nervioso central ejerciendo sus a los estrogenos mediante la liberacién de 6xido ni-
efectos por mecanismos genémicos y no genémicos. trico (NO), un mensajero gaseoso, implicado en la
Los efectos gendmicos son mediados por los recep- regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-gdbnadas
tores estrogénicos ERa y ER B. La eminencia media (Morettoy col., 1993; Herbison y col., 1996; Prevot
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y col., 2000). Adicionalmente, se conoce que el NO
liberado por el estradiol estimula la liberacion de GnRH,
lo que sugiere que el estradiol es capaz de ejercer una
accion inmediata sobre la EM por la via de la senaliza-
cién no gendmica.

Los fitoestrogenos son un grupo de compuestos,
aislados de plantas, que no tienen la misma estructura
quimica que los estrégenos naturales pero funcional-
mente tienen las mismas actividades estrogénicas,
aunque mil veces menor que el 17p-estradiol (E2),
con afinidad por los mismos receptores nucleares (ti-
po ERa y ERp). Se asume que la actividad estrogénica
y/0 antiestrogénica de los fitoestrogenos son trans-
misibles a través de los receptores estrogénicos (ER).

El sesquiterpeno ferutinina (Figura I), aislado de
varias especies del género Ferula, muestra afinidad
por los receptores estrogénicos (ER), pero no todas
las acciones, al igual que las de E2, pueden ser expli-
cadas por la llamada via genémica. Estudios previos
sobre la raiz de Ferula hermonis, han reportado el
aislamiento de varios sesquiterpenos, la mayoria de
ellos biologicamente activos (Ahmed, 1990). Se cree
que los constituyentes activos son alcoholes tipo dau-
cano esterificados con acidos aromaticos, como el
compuesto ferutinina (1) (Gonzalez y Barrier, 1995).
En efecto, la ferutinina es un potente fitoestrégeno,
el cual tiene una actividad agonista sobre el receptor
estrogénico (Ignatkov y col., 1990; Appendino y col.,

Figura 1

Estructura de Ferutinina (1)

OH
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2002). Estudios in vivo recientes sobre la influencia
de los componentes de Ferula hermonis sobre la con-
ducta sexual de las ratas machos, han reportado que
la ferutinina (1), estimula la conducta sexual después
de la ingestién aguda (Zanoli y col., 2005).

En base a estas evidencias, evaluamos la posible
participacién del 6xido nitrico y el recambio de los
fosfoinositidos, en la via de senalizacion implicada en
la accién neuroendocrina del sesquiterpeno aislado
de la planta Ferula hermonis.

Materiales y métodos

Extraccion y aislamiento

La raiz seca y pulverizada de Ferula hermonis
(obtenida de fuente comercial) fue extraida con etanol,
el extracto fue evaporado a presion reducida de manera
de obtener un extracto etandlico FOOS5. El extracto
FOO5 fue sometido a sucesivas cromatografias en
columna sobre silica gel, usando como eluente
hexano/ EtOAc (gradiente de polaridad) para obtener
el compuesto 1. La estructura de la ferutinina se
establecié sobre la base de métodos espec-
troscopicos, tales como: IR, RMN-'H, RMN-1°C, COSY,
HMBC, HMQC, NOESY, EIMS y CIMS (Figuras 1-3).
Los espectros ID y 2D fueron tomados a 400/
125MHz('H/'3C) en CHClI;. El desplazamiento quimico
(8) viene expresado en ppm.

Ensayos biolégicos

Actividad de la 6xido nitrico sintasa (SON)

En los ensayos bioldgicos se utilizaron ratas
macho Sprague-Dawley (200-250q). El procedimiento
usado en estos experimentos fue aprobado por el
Comité de Bioterio de la Facultad de Farmacia, Uni-
versidad Central de Venezuela. La actividad de la SON
se determiné mediante la cuantificacién de la conver-
sién de arginina radiomarcada a citrulina, utilizando
el método modificado por Mathison & Israel (1998).

Las ratas fueron decapitadas y la EM y la glandula
pituitaria se obtuvieron mediante microdiseccién. In-
mediatamente después de la extraccion, el cerebro
fue colocado sobre hielo y los tejidos extraidos me-
diante control estereomicroscépico.

Los tejidos fueron mantenidos en buffer Hepes 50
mM, pH 7,1 + EDTA ImM. Posteriormente cada mues-
tra fue preincubada por 30 minutos a 37°C en buffer
Hepes 50mM, pH 7,1, conteniendo ditiotreitol 1mM,
B-NADPH 0,5 mM; CaCl, 1,25 mM y 10 ug/ml de cal-
modulina, (*H)-arginina 0,12uM y arginina 0,3 uM,
seguido de un periodo de incubacién de 10 minutos.
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Figura 2

Espectro de RMN-'H (CDCl;, 400 MHz), de ferutinina

Figura 3
Espectro de RMN-'3C (CDCl,, 400 MHz), de ferutinina
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Para determinar la estimulacién de la actividad de la
SON, la ferutinina fue anadida al iniciar los 10 minutos
de incubacion. La reacciéon fue detenida agregando
buffer Hepes 20 mM, pH 5,5; EDTA 4mM, frio y calen-
tando durante 5 min a 90°C. Los tejidos fueron soni-
cados, centrifugados a 12.000 rpm durante cuatro
minutos y el sobrenadante pasado a través de una co-
lumna de Dowex 50, forma Na* (RBI), desde donde fue
eluido con 2 ml de agua. La (*H)-citrulina formada fue
cuantificada mediante espectroscopia de centelleo liqui-
do. La actividad de la sintasa del 6xido nitrico se expresé
como pmol de citrulina formada/hora/mg de proteinas.

Acumulacion de fosfoinositésidos, InsP,

La hidrdlisis de fosfoinositésidos (PI) se cuantifico
como la acumulacién de monofosfato de inositol en
presencia de 10 mM de LiCl, en el tejido completo
(Garrido & Israel, 2004). El tejido fue mantenido en
buffer Krebs-Ringer (BKR) conteniendo: NaCl 125 mM,
KCl 3.5 mM, KH,PO, 1.25 mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl,
0.75 mM, NaHCO; 25 mM y glucosa 10 mM. Para su
marcaje, los tejidos fueron incubados durante dos ho-
ras a 37°C, en 2 ml de BKR conteniendo 0.5 mCi de
myo-(2-°H}-inositol (actividad especifica 18.8 Ci/mmol)
gasificado continuamente con O, (95%): CO, (5%). Des-
pués del marcaje, los tejidos fueron lavados en BKR
fresco gasificado y transferidos a BKR conteniendo LiCl
10 mM. El tejido fue transferido a tubos Eppendorf de
1.5 ml conteniendo 360 ul de buffer LiCl y preincuba-
dos por 10 minutos a 37°C con o sin drogas. El buffer
(para el grupo control) o la ferutinina fueron anadidos
y los tejidos estimulados por 60 minutos a 37°C. La
reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 ul de
acido tricloroacético (concentracion final: 6%) y las
muestras fueron transferidas a hielo. Los tejidos fueron
sometidos a ultrasonido en hielo y centrifugados a
10.000 g durante 15 min., a 4°C. En el sobrenandante
se cuantificé la acumulacién del InsP, mediante
cromatografia de intercambio anionico. Las fracciones
(5 ml) que contenian el InsP, fueron recolectadas y la
radioactividad cuantificada mediante espectrometria
de centelleo liquido. La radioactividad asociada a las
membranas fue extraida con cloroformo-metanol y cuan-
tificada. Para cada tejido individual, la cantidad de InsP,
acumulado se expres6 como el porcentaje de la radio-
actividad relativa a la presente en la membrana (InsP1/
InsP1 + lipidos). Las proteinas tisulares fueron determi-
nadas mediante el método de Lowry y col. (1951).

Los resultados fueron expresados como el prome-
dio = EEM. Las diferencias estadisticas entre los grupos
se analizaron mediante el analisis de varianza de una
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via (ANOVA) y la prueba de Newman Keul.
Resultados y discusion

Las raices de Ferula hermonis fueron obtenidas
de fuentes comerciales. La muestra botanica fue iden-
tificada por el doctor Stephen Tillet y una muestra
fue depositada en el Laboratorio de Bioensayos y
Productos Naturales de la Facultad de Farmacia, UCV,
con el niumero 2002-11.

El compuesto aislado ferutinina (1) fue caracteri-
zado por 'H-RMN y '*C-RMN y espectrometria de masas
(Figuras 2,4). Las asignaciones de los desplazamientos
quimicos fueron realizadas sobre la base de espectros
de 'H-RMN y '3*C-RMN (1D y 2D) (Tablas I, Il y Figuras
2-4) y por comparacién de los datos espectroscopicos
de la ferutinina previamente reportados (Galal, 2000;
Galal y col., 2001).

Una vez elucidada la estructura del sesquiterpeno
aislado, se procedio a evaluar los efectos de la ferutini-
na (1) sobre la actividad de la NOS y sobre el recambio
de fosfoinositidos en dos areas del cerebro relacionadas
con el control neuroendocrino, como lo son la eminen-
cia media y la pituitaria anterior de la rata. Los estro-
genos endbégenos ejercen sobre la eminencia media
una accion que tiene consecuencias bioldgicas, tales
como produccién de NO y liberacion de hormonas.
Nuestros hallazgos demostraron en la eminencia me-
dia, pero no asi en la glandula pituitaria, que la feru-
tinina es capaz de incrementar significativamente la
NOS y el recambio de los fosfoinositidos tisulares (en
un 49%) (Figuras 5y 6), lo que sugiere que este ses-
quiterpeno es capaz de modular la produccién de 6xido
nitrico en forma selectiva en la EM. Nuestra observacion
de la elevacion del recambio de los fosfoinositidos y
la actividad de NOS, indican que la ferutinina posible-
mente ejerce sus efectos neuroendocrinos mediante
la activacion de un receptor putativo unido al sistema
de segundos mensajeros, asociados a la produccion de
NO y la hidrdlisis de los fosfoinositidos.

Nuestros resultados no permiten establecer el me-
canismo mediante el cual la ferutinina incrementa la
produccion de NO en la EM, los cuales podrian ser mul-
tifactoriales. Asi, se ha demostrado que el estrégeno y
derivados aromaticos y alifaticos del sesquiterpeno al-
cohol carotano, aislados de Ferula genus, son capaces
de modular la secrecion hormonal a través de la movili-
zacion de calcio intracelular (Zamarreavay col., 1997).
La ferutinina podria activar la fosfolipasa C (PLC), la
cual hidroliza el fosfatidilinositol(4,5)bifosfato (PIP,),
para generar inositol(1,4,5)trisfosfato (IP) y diacilgli-
cerol, la liberacion de calcio desde los almacenes in-
tracelulares y a la activacion de la PKC, con la conse-
cuente apertura de los canales de calcio (Berridge y
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Tabla |
Desplazamientos Quimicos (§) en el Espectro de 'H -RMN(CDCIl;, 400 MHz), de ferutinina
H H-2 H-3 H-5 H-6 H-7 H-9 H-10 H-11
d
(ppm) 1.60 1.65 2.06 5.28 2.56 5.56 2.10 1.74
1.25 2,30 1.95
mult. m m m dd dd br m m
m dd m
J (Hz) — — — 111.0; 3.0 11.0; 2.0 — — —
5.0; 2.0
H H-12 H-13 H-2 H-3' H-4' H-5
d
(ppm) 0.92 0.81 6.95 7.91 6.95 7.91 TMSi como
mult. d d d d d d Patrén Interno
J (Hz) 7.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0
J._._Ll e
B -9
o P d|-
) L X4 o
ie
-X J °
’ e ,0
(] ]
o’ l‘o
3 :
P
(-4
T ™ PrpT—Tr— SN— T T
Figura 4

Espectro COSY (CDCI;, 400 MHz), de ferutinina
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Tabla I
Desplazamientos Quimicos (§) en el Espectro de RMN- '*C (CDCIl;, 400 MHz), de ferutinina

C C-1 C-2 C-3
d

(ppm) 44.0 41.3 31.5
C C-8 C9 C-10
d

(ppm) 133.5 125.2 41.0
C C-15 Cc=0 C-1
d

(ppm) 20.2 167.1 122.2
Cc C-6
d

(ppm) 132.0

C-4 C-5 C-6 C-7
86.8 60.1 71.2 41.4
C-11 C-12 C-13 C-14
37.1 17.4 18.5 25.4
C-2' C-3 C-4 C-5'
132.0 115.4 160.8 115.4

TMSi como Patrén Interno

col., 1983). La liberacién de Ca?* desde los almace-
nes intracelulares activaria a la NOS. Adicionalmente,
se ha reportado que la ferutinina y sus derivados me-
tilados presentan actividades iontoforéticas, aparen-
temente relacionadas con su capacidad de incrementar
la conductancia directamente en la membrana lipidica
mediante la formacion de un complejo estequiométrico
con el calcio (Abramov y col., 2001). Estos hallazgos

sugieren que los sesquiterpenos podrian estar ejer-
ciendo sus acciones estrogénicas a través de multiples
vias que incrementan el calcio intracelular que final-
mente resulta en la activacion de la NOS y la produccion
de NO.

En el hipotalamo, especificamente en la eminencia
media, el 17p-estradiol es capaz de estimular la libera-
cion de NO, y a su vez éste estimular la secrecion de
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GnRH (Prevot y col., 1999), sugiriendo un papel fun-
cional para este mensajero gaseoso en la neurosecre-
cion y en la regulacion de eventos reproductivos. Por
lo tanto, la liberacion de NO inducida por fitoestro-
genos podria desempenar un papel crucial en la regu-
lacion del eje hipotalamo-pituitaria-gbnadas, lo que
explicaria los efectos afrodisiacos y a actividad en la
impotencia sexual reportada para la ferutinina (Brann
y col., 1997).

Conclusiones

La ferutinina aislada de la planta Ferula hermonis
incrementa la actividad de la 6xido nitrico sintasa y
el recambio de fosfoinositidos (49%) en tejido nervio-
so. Estos resultados soportan el concepto que este
compuesto es uno de los principios activos responsa-
bles de la actividad afrodisiaca de Ferula hermonis.
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