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La corteza de quillay es un recurso de la farmacopea internacional. Se entregan los antecedentes
farmacognésticos para una caracterizacién de la droga que se obtiene de Quillaja saponaria Mol,
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Abstract

The bark of quillay (Quillaja saponaria Mol.), a resource of the international pharmacopoeia.
Historical pharmacological knowledge is evaluated to provide a characterization of the drug derived

from Quillaja saponaria Mol.
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Introduccién

Quillaja saponaria Molina o quillay, es un drbol de
las Rosaceae de Chile. El nombre Quillaja viene del ver-
ndculo guillai que es una modificacién de la palabra
quillean, que significa lavar. El nombre coloquial hace
referencia a la saponinas detergentes presentes en la cor-

teza. Es un drbol siempreverde delgado, erecto de 15 m.
De alto con ramas péndulas. Las hojas verdes ovales de 2-
4 cm long. y de 1-2,5 ¢cm de ancho, médrgenes ligeramente
dentados y que se hacen casi enteros hacia la base. Flores
blanquecino-ebiirneas estrelladas, de una 1-1,5 mm de di4-
metro; se producen libremente en los extremos de las ra-
mas durante octubre a enero (Mayo a Junio en el hemisferio
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norte) (Fig 1). El fruto un polifoliculo constituido por 5
16bulos bivalvos coridceos (1,3 cm de largo) que madu-
ran en el otofio, mide unos 2-5 cm de didmetro. Las semi-
llas numerosas, comprimidas, de 5-7 mm de largo, 1-2 mm
de ancho, terminadas en alas membrandceas de 6-7 de lar-
go y 4-5 mm de ancho.

El arbol, Quillaja, es resistente al frio, soporta invier-
nos crudos. Es tolerante a suelos adversos y soporta con-
diciones de sequia pero se ve mucho mejor cuando se le
da irrigacion regular de profundidad o cuando se planta
en un prado. Las plantas jévenes tienden a ser arbustivas
y necesitan poda ocasional cuando joven pero eventual-
mente forman arboles angostos, casi columnares que son
ideales para confines angostos. Otro uso es para un seto
alto.

Junto con sus caracteristicas ornamentales el quillay
posee varias virtudes adicionales (Anénimo 1995). Una
que se puede explotar mientras todavia posee caracteris-
ticas ornamentales es que este arbol es atractante para
insectos benéficos. Cornflower Farms of Elk Grove,
California ha estado comercializando este drbol como una
“Planta de insectos Beneficiosos”, que atrae al jardin in-
sectos tales como neurdpteros, sirfidos (Scaeva pyrastri,
Eupeodes volucris, Metasyrphus spp., Melanostoma),
cochinelidos y avispas (Bugg 1992).

El otro atributo tiene que ver con las sustancias pre-
sentes en la corteza que ha causado tanto revuelo médico
como también ha puesto a la planta en las listas de plan-
tas toxicas. Quillaja saponaria esta catalogada en
Poisonous Plants of California (Fuller & McClintock
1986) debido a los glic6sidos de saponinas téxicas. Estas
toxinas afectan tipicamente a los animales de sangre fria
pero si el tracto gastrointestinal de sangre caliente ha su-

Figura 1. Detalle de la flor de Quillaja saponaria Mol.
(Original de M.-T. Eyzaguirre)

frido una injuria ello puede absorberse. Las plantas que
contienen saponinas son tipicamente amargas al gusto y
también a veces al ramonear. Es la corteza de Quillaja
que contiene la saponina y no existe antecedente de cual-
quier téxico conocido asociado con ella. En los estudios
médicos recientes es esta misma saponina la que ha sido
determinada con este potencial. La saponina QS-21, deri-
vada de la corteza de Q. saponaria, ha mostrado gran po-
tencial como un coadyuvante para un nimero de vacunas.
Desgraciadamente ésta ha provocado la caida de las po-
blaciones nativas del arbol en Chile y ha despertado un
interés como cultivo mayor agricola (San Martin &
Briones 1999).

Los principales mercados para la saponina y corteza
actualmente son Estados Unidos, India, Argentina y Di-
namarca para la primera y EE UU., Jap6n, Alemania y Ho-
landa, en orden de importancia para la segunda. Una
estimacién de los valores de exportacion de corteza as-
ciende a 4.062 millones US$ FOB para la cortezay 16.700
de US$ FOB para la saponina. Una proyeccién de las ten-
dencias de exportacion podria moverse entre 1.000y 1.200
ton., histéricamente el promedio fue de 783 toneladas.
Para el periodo, es decir hasta el 2002 en corteza y ningu-
na para la saponina (Vermeil de Conchard 1998).

Material y Método

Las muestras, de corteza de quillay, adquiridas en el
comercio minorista local se sometieron a las técnicas ya
descritas en (Montenegro ct al. 1999). Las preparaciones
se conservan en el Laboratorio de Botdnica, Departamen-
to de Ciencias Vegetales, Avda. Vicuna Mackenna 4860,
Santiago-22, Chile.

Farmacognosia (Jackson & Snowdon 1968) (Fig. 2)

Un polvo rosado con un sabor desagradable y gusto
acre, es fuertemente estornutatorio.

Los caracteres diagndsticos son:

a) Las abundantes fibras que aparecen aisladas o, mds
generalmente, en grupos asociados con los radios medulares
en seccién longitudinal tangencial. Las fibras individua-
les son de perfil irregulares con paredes lignificadas de
grosor variable y presentando un lumen desigual; frecuen-
temente torcidas y las fibras adyacentes en un grupo que es
entrelazada para formar una masa compacta.

b) Los cristales de oxalato de calcio caracteristicos,
que son muy abundantes (Fig. 3); se presentan frecuente-
mente como prismas alargados grandes algunos cristales
menores aparecen como cibicos o en forma de pastillas.
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Los cristales generalmente se encuentran diseminados y
los mayores generalmente fragmentados.

c) Eltejido criboso y los radios medulares del floema.
Los tubos cribosos son grandes y de paredes delgadas y
ocasionalmente exhiben dreas cribosas en las paredes trans-
versales El parénquima floemdtico posee paredes delga-
das y a veces ligeramente perforado en las paredes radiales;
las células frecuentemente contienen grdanulos de almi-
ddn u ocasionalmente grandes prismas de oxalato de cal-
cio y muchos de ellos llenos con una sustancia amorfa
parda pdlida. Los radios medulares son generalmente
multiseriados, como se ve en seccién longitudinal
tangencial, y se encuentran ocasionalmente asociadas con

Figura 2. Esquema de las caracteristicas morfolgicas diagnésticas en
el polvo de corteza de Quillaja. 1. Porciones de fibras asiladas. 2.
Esclereidas pequefias con paredes delgadas y perforaciones amplias.
3. Parte de un grupo de fibras y radios medulares en seccién
longitudinal tangencial. 4. Fragmentos de cuerpos pardos amorfos. 5.
Granulos de almidén, algunos incluidos en el parénquima. 6. Stber
en vista superficial. 7. Tubos cribosos, dreas cribosas de un radio
medular en seccién longitudinal radial. 8. Esclereidas mayores con
paredes gruesas y pocas punteaduras. 9. Parenquima floematico y
parte de un radio medular en seccién longitudinal tangencial y 10.
Cristales de oxalato de calcio (x 300).

los tubos cribosos y el parénquima floemadtico, pero més
cominmente aparecen asociadas con los grupos de fibras;
las células poseen paredes delgadas.

d) Las esclereidas de dos tipos se encuentran a veces,
Aquellas de un tipo son bastante pequeiias, de perfil cua-
drado o rectangular u oval y tienen paredes que son
estriadas no definidas y atravesados por unos pocos poros
bastantes pequefios. Ambos tipos de esclereidas aparecen
aisladas o més frecuentemente en pequefios grupos.

e) Los grdanulos de almidén bastante abundantes; es-
tos son pequefos, simples o esféricos aunque unos pocos
granulos son compuestos y se encuentran hasta de cuatro
0 mas; se encuentran diseminados o mds frecuentemente
como masas compuestas en el parénquima.

f) Los fragmentos escasos de stber pardo rojizos com-
puestos de células irregulares con paredes moderadamen-
te gruesas y que poseen un contenido pardo amorfo

g) Los fragmentos angulares bastante largo de mate-
ria parda amorfa.

Fitoquimica
Quil A

Es una mezcla de varios componentes, que se resuel-

" ven en HPLC de fase reversa (Kensil et al. 1991). La Quil

o  COOH

Figura 3. Estructura de la saponina de Quillaja saponaria QS-L1.

En una fraccién anteriormente informada QS21, en la posicién R1

se encontraba glicosidada (Redibujada de Hong-Soeb So et al. 1997).

Un Glicésido del acido quilldjico con dcido glucurdnico, xilosa y
galactosa
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A es labase de la tecnologia ISCOM (Morein et al, 1984),
un coadyuvante poderosc con caracteristicas peculiares
v.g. la capacidad de estimular tanto la inmunidad celular
como la humoral (Kamstrup et al. 2000)

Q8-21

Un grupo danés en colaboracién con el Departamento
de Ingenieria de nuestra universidad ha estado investi-
gando la posibilidad de obtener producto de mayor homo-
geneidad. Sin embargo, la variabilidad intraespecifica to-
davia es notable. Y la composicidn definida es un paso
inicial para la introduccién de estas sustancias en la pro-
duccién de vacunas para uso humano.

La base de datos EAFUS (1995) (nombre derivado del
acronimos “Everything” Added to Food in the United
States: literalmente, todo lo que se agrega a los alimentos
en los EE.UU.) del Center for Food Safety and Applied
Nutrition (CFSAN) dependiente de la FDA consigna dos
productos con estudios toxicoldégicos a saber el “extracto
de Quillaja” (Chem. Abstract. Nr. 068990-67-0) y 1a corteza
de “Quillaja saponaria” (CAS Nr. 977002-27-9).

Los estudios de la parte no triterpénica son escasos.
Sin embargo, Steinbeck et al. (1995) aislaron el glicdsido
4-metil-7-hidroxiftalido y otros compuestos, que pueden
dar cuenta de la toxicidad de los productos sin purificar

Se fracciond por separacién consecutiva sobre tres di-
ferentes sistemas de fase reversa HPLC QH-B. Ocho com-
puestos se aislaron y sus estructuras se elucidaron princi-
palmente por andlisis de glicidos NMR espectroscopia.
Las estructuras consistian de derivados de acido quilldjico
con dos trisacdridos en C-3, p-D-Galp-(1—2)-[a-L-Rhap-
(1-23)]-B-D-GlcpA y B-D-Galp-(1-2}B-D-Xilp-(1-33)]- B-
D-GlepA, y un tetra- o pentasacdrido en C-28, B-D-Xilp-
{1-4)-[B-D-Glcp-(1—3)]--L-Rhap-(1—2)-3-D-Fucp y B-D-
Apif-(1—3)-B-D-Xilp-(1—-4)-[B-D-Glep-(1—3)]-o-L- Rhap-
(1—=2)-B-D-Fucp. Estos compuestos estaban sustituidos
con un grupo acilo en 0-3 u O-4 del residuo de fucosa, que
se ligan al azicar del C-28 del acido quillajico.

Se obtuvo una fraccién de saponinas de (. saponaria
por separaciones consecutivas de tres sistemas de fase
reversa en HPLC. Ocho compuestos aislados con sus co-
rrespondientes estructuras consistentes en derivados del
acido quillgjico sustituido con dos trisacdridos diferentes
C-3, B-D-Galp-(1—-2)-[a-L-Rhap-(1—3))- B-D-GlcpA y B-D-
Galp-(1—2)-[B-D-Xilp-(1-+3)]-B-D-GlcpA, y un tetra- o
pentasacirido en C-28, B-D-Xilp-(1-+4)-[B-D-Glcp-(1—3)]-
o-L-Rhap-(1-2)- p-D-Fucp y p-D-Apif-(1—3)-p-D-Xilp-
(1—=4)-{B-D-Glcp-(1-3) ]-o-L- Rhap-(1—52)--D-Fucp. Es-

tos compuestos se sustituyen ulteriormente con G-3 u O-
4 de un residuo de fucosa, el que estd ligado a un azicar en
C-28 del 4cido quilldjico. Se aislaron tres saponinas nue-
vas de extracto comercial de corteza de Q. saponaria. Es-
tos compuestos se obtuvieron por degradacién de pro-
ductos de saponinas mayores en este extracto cuando se
trataban con 4lcali fuerte. Los compuestos se caracteriza-
ban, usando principalmente espectroscopia de NMR,
espectrometria de masa y métodos quimicos, como acido
quillijico 3-0-B-D-galactopiranosil-(1—2)-B-D-glucopira-
nosidurénico, 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-[B-D-
galactopiranosil-(1—2)] -B-D-glucopiranosidurénico y 3-
O-B-D-xilopiranosil-(1—3)-[B-D-galactopiranosil-{1—2)]- B-
D-glucopiranosiduranico, respectivamente (Guo et al. 1998,
Nyberg et al. 2000).

Un derivado 3, 28 O-bisglicosidico del dcido quilldjico
el QS-7 es afin a QS21; con algunas diferencias un grado
superior de glicosilacién y una unidad acilo grase mucho
mds corta. Estas diferencias se correlacionaban con una
actividad litica menor contra eritrocito de cordero (Kensil
etal. 1998).

De las cuatro fracciones obtenidas por Kensil et al. -
(1991) QS7,QS17, Q818 y Q521 - un grupo del Instituto de
Biotecnologia de Corea obtuvo una saponina purifica
nueva que denominaron QSL1 (Fig. 3), y reanalizaron las
restante ya conocidas, resultando la menos téxica la frac-
cién 21 (Hong-Soeb So et al. 1997). La subfraccién QS-L1
aumenta la respuesta inmune humoral y celular al antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B. La toxicidad de
esta fraccion es menor que las de fracciones ya conocidas
de la literatura. A diferencia de las anteriores precisa de la
administracién del antigeno precipitado con sales de alu-
minio, Las fracciones de Kensil et al (1991) poseian propie-
dades coadyuvantes ain en ausencia de tal activacién.

Farmacologia
El desarrollo de vacunas

La investigacion de vacunas estd progresando en dos
direcciones: el desarrollo de cepas vivas atenuadas y el
petfeccionamiento de las vacunas actuales mediante adi-
cién de coadyuvantes. El efecto deseable de aumentar

Esta mezcla se diseii¢ cuidadosamente y se demostrd
inducia una muy fuerte respuesta anticuerpos, respuesta
celular inmune efectora fuerte (TH1 primariamente) y res-
puestas DTH, como también de ella clase I de MHC restric-
tivas a CTL {células T citoliticas). Este coadyuvante mien-
tras es claramente mds potente que alumbre es también
mas reactogénico. Sin embargo es todavia compatible con
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el uso diseminado en humanos, sea para la prevencidn de
enfermedades graves, o imprevisibles actualmente (palu-
dismo, HIV...) o para el tratamiento de infecciones ya esta-
blecidas o enfermedades no infecciosas, tales como hepa-
titis B crénica, infecciones HPV crénicas, y cincer.

El complejo inmunostimulante (ISCOM) es una formula-
cién de vacuna que combina una presentacién multimérica
de antigeno con un coadyuvante incorporado. Posee una
estructura de caja compuesta de saponinas de Quillaja,
colesterol, fosfolipidos, y proteina. Tipicamente, ISCOMs
poseen simetria icosaédrica, de 30-40 nm de didmetro, y se
compone de subunidades anulares 12-nm.

El procedimiento de preparacion de ISCOMs compren-
de la disolucién de las proteinas anfipaticas en detergentes
preferentemente no idnicos, adicién de saponinas de
Quillaja, colesterol, y fosfatidilcolina. En presencia de
proteinas anfipaticas, se forman las particulas ISCOM por
remocion del detergente. Si no hay proteina (antigeno) en
la mezcla, se forma la matriz ISCOM. Los componentes ex-
clusivos de la matriz ISCOM son los glicésidos de Quillaja
con una afinidad tnica al colesterol facilitando la estabili-
dad del complejo.

Los antigenos portados por ISCOM inducen una.res-
puesta inmune aumentada, celular, reaccién de hipersensi-
bilidad retardada, y respuesta linfocito T citotdxica bajo la
restriccion MHC clase 1. Las expresiones aumentadas de
las moléculas MHC clase II también han sido ponderadas
en inmunizacién primaria como también de repeticién con
ISCOMs.

Las formulaciones experimentales de vacuna ISCOM
han inducido inmunidad protectora contra un nimero de
microorganismos comprendiendo virus incluyendo
retrovirus, parasitos y bacterias en varias especies, inclu-
yendo primates.

Actividad coadyuvante y toxicidad de los glicésidos
Iscom

Esta bien establecido que los iscoms funcionan
eficientemente como un sistema antigeno y protector inmu-
ne ha sido evocado contra una variedad de agentes infec-
ciosos. La saponina coadyuvante de Q. saponaria es res-
ponsable de la actividad inmunoestimulante fuerte exhibida
por iscom. Sin embargo, para poder usar los iscoms en va-
cunas para humanos es necesario determinar las propieda-
des inmunolégicas y la toxicidad de los componentes qui-
micamente definidos. Asi, se ha determinado la actividad
coadyuvante y toxicidad de los componentes aislados de
Quillaja, como también formuladas en particulas, a saber la

matriz iscom. Los componentes purificados de Quillaja y
las formulaciones de matrices iscom se examinan por su ac-
tividad coadyuvante en un sistema modelo ratdn consis-
tente en un antigeno contra el virus de la influenza y
saponinas de Quillaja. Se demostraba que un componente
de Quillaja, denominado QH-C, como componente libre o
en una matriz iscom, posee una actividad coadyuvante po-
tente, pero poca o ninguna toxicidad al nivel de dosis ensa-
yado. Ademas, QH-C en la forma de matriz iscom no induce
reacciones locales en el sitio de la inyeccién. Asi, los iscoms
que contienen el componente QH-C, sin toxicidad, més una
actividad coadyuvante potente, puede resultar ttil en
formulaciones coadyuvantes para uso humano (Rénnberg
et al.. 1995). Estudios desarrollados con la formulacién
QH703 para estudios en humanos habia mostrado que los
Iscoms administrados endonasalmente inducen respuestas
secretorias IgA en pulmones y membranas mucosas v. g. en
el tracto genital (Morein et al. 1998).

Aislamiento y cuantificacién de los glicésidos y
lipidos de Iscom

En los iscom, las copias maltiples del antigeno anexan
por interaccién hidrofébica a una matriz que esta constitui-
da por saponinas triterpénicas de Quillaja y lipidos. Asf, el
iscom presenta el antigeno en una forma multimérica en una
particula pequefia con un coadyuvante incorporado resul-

- tando una formulacién antigena altamente activa. Behboudi

et al. (1995, 1999) habian disefiado un procedimiento de ex-
traccion con la mezcla de cloroformo-metanol-agua para ais-
lar las saponinas triterpénicas y los lipidos libres o incorpo-
rados en la matriz iscom. Los triterpenoides de la fase
triterpénica se cuantifican usando orcinol 4cido sulfirico
detectando sus cadenas hidrocarbonadas y por HPLC. El
colesterol y la fosfatidilcolina en la fase lipidica se cuantifi-
can mediante HPLC y métodos colorimétricos comerciales
para colesterol. La separacién y recuperacion de los
triterpenoides y lipidos en sus respectivas fases es practi-
camente completa. Estos métodos deben ser dtiles para ade-
cuar constituyentes definidos en vacunas prospectivas
iscoms. Las fracciones A y C de las saponinas de Quillaja
poseen capacidades diversas de estimulacién de citoquinas
proinflamatorias, incluyendo I1.2-alfa. La eficacia de laIL-12
(interleukin 12) como un coadyuvante de la administracién
parenteral en asociacién con diversos tipos de inmundgenos
ha sido igualmente demostrado en modelos tumorales. La
vacunacién con el mutante péptido p53 asociado con QS21
y IL-12 rat6n curado tumor Meth A establecido (heterocigoto
para el p53 mutado) (Noguchi et al. 1994).

La inmunidad de los coadyuvantes para las vacunas
de la influenza son los siguientes:
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- optimizar la presentacién de antigeno, promoviendo
una mejor estimulacién de la célula T helper para
incrementar los titulos de anticuerpos neutralizantes
sistémicos contra virus,

- mejorar los anticuerpos neutralizantes en secreciones
mucosas (IgA), que son la primera barrera contra la
infeccién de influenza,

- inducir respuestas CTL, que pueden ayudar al
clearance de virus, y

- desarrollar una respuesta inmune mas prolongada a
los virus (es decir, proteccién permanente).

Los coadyuvantes QS-21 (de la fraccién 21 de Q. sapo-
naria) (Kensil et al. 1991) y el PCPP (poli-di (carbo-
xilatofenoxi)fosfazeno]) (Payne et al. 1995) ya han sido
descritos en la literatura como coadyuvantes potentes para
diversas vacunas en los modelos animales correspondien-
tes probados. Para evaluar su tolerancia y eficacia en hu-
manos, ambos coadyuvantes, cuando se agregan a la va-
cuna clésica de la influenza actualmente comercializada,
ha sido probada en pruebas clinicas de fase I.

QS-21, extraida de la corteza de quillay, pertenece al
grupo de las saponinas, que es conocido por sus propie-
dades coadyuvantes, pero también por sus efectos latera-
les cuando se emplea como preparacién cruda. Aquila
Biopharmaceuticals, Inc. (USA) ha desarrollado un proce-
so de cromatografia liquida que separa las fracciones de
Quil A que poseen toxicidad variable y poder coadyuvan-
te. QS-21, una de estas fracciones, se ha demostrado se-
gura y efectiva en animales (Kensil et al 1991). Kensil et al.
(1995) han reclamado una patente para el proceso de
“saponina modificada de Q. saponaria” para la Cambridge
Biotech Corp. Solicitud nimero: 5443829,

En prueba de fase I, se observé un efecto coadyuvante
limitado, no dosis-dependiente, para la cepa A/H3N2 des-
pués de la inyeccién de la vacuna de influenza QS-21-
coadyuvada. Un afio mas tarde, la revacunacion con la
vacuna QS-21-coadyuvada de la cepa actual recomenda-
da, se observaba un efecto de estimulacién importante tan-
to para A/H3N2 como para B, de este modo este estudio
sugiere que QS-21 puede ser de interés en el desarrollo de
vacunas con un esquema de administracion de doble do-
sis (Bouveret Le Cam et al. 1995).

SBAS2: SmithKline Beecham adjuvant system 2: se basa
en la asociacién de Monofosforil Lipido A(MPL)-una for-
ma detoxificada del Lipido A, la fraccién activa del LPS
purificado de la bacteria Salmonella Minnesota, QS21 (una
fraccion purificada de saponina extraida de Q. saponaria),
y un lipido registrado en emulsién en agua.
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