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RESUMEN.

La Hippocratea excelsa, cominmente conocida dentro de la medicina tradicional
mexicana como “cancerina” o “mata piojos”, goza de gran popularidad, razéon por
lo cual, se han realizado con ella numerosas investigaciones quimicas y
farmacologicas.

Al respecto, en este trabajo de investigacion, se presentan y discuten los estudios
fitoquimico y farmacolégicos tanto del extracto hexanico de la corteza de la raiz
de esta plaqta como de algunos componentes presentes éste.

Asi, mediante métodos cromatograficos, se logré la separacidon de B-amirina,
B-sitosterol, pristimerina, canofilol, canofilal y acido 3-oxocanofilico un
compuesto nuevo.

Por otro lado, la evaluacion antiinflamatoria, del extracto y de los compuestos
obtenidos se realizd a partir del ensayo del edema inducido con 13-acetato de 12-
O-tetradecanoilforbol (TPA) en oreja del raton; los resultados son indicativos de
que el canofilol y la pristimerina tienen actividad antiedematosa.

A su vez, cuando la evaluacidn citotoxica se realizé siguiendo el modelo de la
sulforodamina B, los resultados obtenidos mostraron que el canofilol y la
pristimerina tienen actividad citotoxica.

Finalmente en cuanto a la actividad antioxidante de las moléculas estudiadas,
solo la pristimerina tuvo efecto positivo durante la prueba de reduccion del radical

libre 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo.




ABSTRACT.

Hippocratea excelsa is commonly known in Mexican folck medicine as
“cancerina” or “louse killer”, it has great popularity between Mexican people;
consecuently, the reddish-brown root barks of the target vegetable are widely
investigated.

Thus, this paper describes a chemical and pharmacological study for some of the
insolated products, as well as for the n-hexane extract of the named root barks,
The obtairjed molecules were: B-amyrin, p-sitosterol, pristimerin, canophyliol,
canophylal and 3-oxocanophylic acid a new compound.

In addition, the n-hexane extract of roots and its isolated compounds, were
evaluated in order to know their anti-inflamatory effects, by using TPA-induced
inflammation test in mice; it is woth montioning that canophylol and pristimerin
demostrate such activity.

Moreover, when citotoxic properties were assayed, using the sulphorhodamine B,
test on the n-hexane extract and its isolated products, it was observed that
canophylol and pristimerin showed positive results.

Finnally the anti-oxidant activity of the natural molecules was tested by analysing

its effect on DPPH; only pristimerin caused a reduction of the studied free radical.
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GLOSARIO.
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Introduccion
1. INTRODUCCION.

Desde su aparicion en la tierra, el hombre inicidé lo que seria con los afios una
gran aventura. Su relacion con la naturaleza se fue estrechando y pronto
descubrid los caminos para vincularse con su entorno, y las plantas y los animales
empezaron a formar parte de su mundo. En ellos encontré la base de su
alimentacién y la principal fuente de los remedios para sus males. Esta
experiencia empirica formada a través del tiempo, le permitid comprobar las
propiedades curativas de las plantas, conformando asi, lo que hoy se conoce
como herboiaria o medicina tradicional.

En México existe informacion registrada en documentos del Siglo XVI, como en el
Cdodice De la Cruz-Badiano y lLa Historia General de las Cosas Nuevas de la
Nueva Espanfa de fray Bernardino de Sahugun, documentos que dan cuenta de la
gran variedad de especies de plantas que eran utilizadas por los habitantes del
Meéxico prehispanico, para el tratamiento de las mas diversas enfermedades.
Estos documentos prueban que la medicina indigena era un recurso para
enfrentar varios de sus padecimientos. Hoy en dia, sin importar de qué region se
trate, la medicina tradicional mantiene su vigencia, y son muchas las familias
mexicanas que, para curar sus males, siguen acudiendo a los remedios llamados
caseros, que han sido transmitidos de generacién en generacion (1, 156, 17, 31).
La gran variedad de climas y una orografia accidentada, hacen de México un pais
rico en recursos herbolarios, de tal forma que practicamente no hay padecimiento

que no tenga planta para curario.




Iotroduccion

Sin embargo, de 1900 a 1970 se produjo una drastica disminucion en el uso de
sustancias naturales con propiedades medicinales. Esto fue provocado por la
produccion, a gran escala, de productos sintéticos con caracteristicas similares o
aparentemente de mayor eficacia curativa. Pero al presentarse un resurgimiento
de enfermedades que se creian erradicadas (malaria, parasitosis, tuberculosis,
etc), asi como la creciente incidencia del Cancer y la aparicion del mortal SIDA, se
ha considerado necesario y urgente intensificar la busqueda de nuevas
sustancias, particularmente en las especies con antecedentes etnobotanicos (15,
17).

Meéxico, cuenta con aproximadamente 4500 especies con atributos medicinales.
Sin embargo, los estudios quimicos de la flora mexicana son escasos en
comparacion con la gran variedad de plantas existentes, de ahi la importancia de
llevar a cabo proyectos en donde se asumen los efectos curativos de las plantas,
su clasificacion botanica, familias, géneros y especies, asi como la identificacion
de sus metabolitos activos, de tal forma que se amplie el conocimiento existente
de las plantas medicinales.

El presente trabajo coloca sus objetivos en este esfuerzo, por lo que se plantea
validar e! uso de la corteza de la raiz de la Hippocrateae excelsa, como un
remedio antiinflamatorio y anticancerigeno. Para tal efecto, se propuso realizar el
estudio fitoquimico y la evaluacidén de las actividades citotoxicas y antiedematosas

del extracto hexanico de la corteza de la raiz de esta especie.




Antecedentes

it. ANTECEDENTES.

A. Antecedentes botanicos de Hippocratea excelsa HBK.
La Hippocratea excelsa HBK (Sin: Hemiangium excelsurm HBK) pertenece a la
familia Hippocrateacea , esta constituida por cerca de 115 especies que se
encuentran distribuidas en el Sureste de Estados Unidos de Norteameérica y
México, ademas dentro de la zona tropical de Sudamérica (33).
En la Tabla 1 se citan las 12 especies del género Hippocratea que se conocen en
nuestro pais, dentro de las cuales la mas comercializada es Ia Hippocratea
excelsa (33).
Esta especie suele recibir diversos nombres vulgares, de acuerdo a su uso y a la
zona geografica en la que se localiza. Asi, en Oaxaca recibe los nombres de
barajilla, fruta de rosa, aguatcui, mata piojo. En Chiapas se le conoce como palo
de piojo, piojo, palo de reguilete, y atzulté, mientras que en Yucatan recibe el
nombre de chumiloop y salbeets (26, 33).
LLa Hipocratea excelsa es un bejuco lefioso delgado que llega a medir hasta 7 m
de largo. El tallo es de 10 cm de diametro, con ramas pecioladas. Las hojas miden
de 6 a 12 cm, de forma oblongoelipticas, pecioladas, redondeadas en el apice, con
inflorescencias que miden de 1.5 a 6 cm de largo. Sus flores son de color blanco y
de 6-10 mm de ancho, y presentan sépalos regularmente abovado-dentados. Los
frutos son de forma eliptica capsulares que miden aproximadamente 6 cm. La
corteza de la raiz es de color café rojizo (33, 34, 37).
En nuestro pais, se encuentra distribuida en los estados de Chiapas, México,

Durango, Guerrero, Oaxaca, Puebla y Yucatan (33, 34).

ST
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Antecedentes

Tabla 1. Especies del género Hippocratea.

ibre cion

H/ppocréte é’
excelsa HBK

Oaxaca, Guerrero,

Puebla, Durango

matapiojos.

Hippocratea utilis Sinaloa Bejuco corolado.
Rose
Hippocratea Veracruz, Morelos.

meizantha Blake

Hippocratea
elliptica HBK

Guerrero.

Hippocratea
rovirosaes Standl

Hippocratea
paucifiora Rose

Tamaulipa

"Matapiojos, hierba del
7 piojo.

Hippocratea
acapulcensis HBK

Guerrero:

Bejuco de piojo,
pepitas de piojo.

Hippocratea
tabascensis Lundell

Tabasco.

Baraijilla.

Hippocratea Guerrero, Sinaloa, Matapiojos.
mexicana Miers Oaxaca.

Hippocratea Morelos. Matapiojos.
seleariana Loes

Hippocratea Chiapas. Matapiojos.
chiapanensis

Standl

Hippocratea Yucatan. Matapiojos.

yucatanensis
Standl




Antecedentes

B. Antecedentes etnobotanicos.
Dentro de la herbolaria o medicina tradicional mexicana, se utiliza la corteza de la
raiz de la Hippocratea excelsa preparada en cocimiento, administrada por via
oral para tratar diversas enfermedades, como las dlceras gastricas, afecciones de
la piel, padecimientos de los rifnones, amenorrea e infecciones uterinas y por via
local para lavar heridas, para matar piojos y para combatir el mal olor de los pies.
Ademas, en el medio rural recibe el nombre de “mata piojos” debido a sus
propiedades como pesticida, las cuales son aprovechas por granjeros y rancheros

(26, 33, 37).

C. Antecedentes fitoquimicos.
Estudios quimicos sobre esta planta han demostrado la presencia de trans —
poliisopreno, triterpenos del tipo fridelano, como: canofilol, canofolal, acido
canofilico y fridelina. Quino-triterpenos como: celastrol, excelsina, pristimerina y
tinginona. Esteroles como: B-sitosterol y B-amirina. Y alcaloides terpénicos del tipo

piridinico, ‘cr'omo,l‘a hippocrateina | (3, 4, 19, 23, 26, 37).

Transpoliisopreno

TRATR COW
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Antecedentes

Canofilol Canofilal Acido canofilico

Fridelina™ - : Celastrol Excelsina

Pristimerina . Tinginona
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D. Antecedentes farmacolégicos.
Mediante estudios farmacoldgicos previos, se ha demostrado que el canofilai
presente en el extracto hexanico posee una moderada actividad sobre
Pseudomonas aeruginosa (30). Por otro lado, el alcaloide emarginatina A
demostro tener significante actividad citotoxica contra células KB, mientras que la
hippocrateina | mostré actividad en el ensayo de artemia salina, asi como en la
prueba de citotoxicidad contra células de leucemia de ratén in vitro (9 PS) (19).
También se determind la actividad antiinflamatoria, en varios modelos in vivo, de
un extracto etandlico de esta especie (28).
Como o demuestran estos estudios, se ha determinado Ila actividad
antimicrobiana de un extracto hexanico y la actividad antiiflamatoria de un extracto
metandlico de la corteza de la raiz de la Hippocratea excelsa. Sin embargo, no
se ha evaluado la actividad antiinflamatoria del extracto hexanico de esta especie,
a pesar de que contiene varios triterpenos del tipo fridelano, esqueleto que ha sido

encontrado en varios compuestos con significante actividad antiedematosa.




Objetivos ¢ Hipotesis

Il. OBJETIVOS.

A. GENERAL.

Evaluar las actividades citotoxicas y antiinflamatorias de un extracto hexanico de
la corteza de la raiz de ila Hippocratea excelsa, y de algunos de sus

componentes presentes en él.

B. PARTICULARES.

1. Evaluar las actividades citotoxicas y antiinflamatorias del extracto
hexanico de la corteza de la raiz de la Hippocratea excelsa.

2. Purificar y elucidar la estructura de los compuestos aislados a partir
del extracto hexanico de la corteza de la raiz de la Hippocratea excelsa.

3. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos separados
mediante el ensayo del edema inducido con TPA en oreja de raton.

4. Determinar la actividad citotoxica del extracto de los compuestos
obtenidos del extracto hexanico, empleando para eilo diferentes lineas
celulares cancerigenas.

5. Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos purificados del

extracto hexanico.

FA
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IV. HIPOTESIS.

El uso popular de la Hippocratea excelsa, como remedio antineoplasico y/o
antiinflamatorio, es ampliamente reconocido; por lo tanto, se espera que
algunos de los compuestos presentes en el extracto hexanico de la corteza de la

raiz, manifiesten actividad citotdoxica y/o antiinflamatoria.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

A. Material y métodos.

1.- Condiciones generales.

El aislamiento de los compuestos presentes en el extracto hexanico de Hippocratea
excelsa se realizo utilizando cromatografia abierta empacada con gel de silice Merck
60 Fas4 (granulos de 0.2-0.5 mm de espesor, malla 3.5 a 7.0 ASTM). Los analisis
cromatograficos cualitativos y de control se realizaron por medio de cromatografia de
capa fina (aluminofolios de gelde silice Merck 60 F3s5; de 0.25 mm de espesor), los
analisis preparativos se hicieron con placas de vidrio de 20 X 20 cm., recubiertas de
gel de silice Merck 60 Fas4 de 0.2 mm. de espesor. Se utilizaron diferentes sistemas
de elusion mediante |la siguiente serie de disolventes: Hexano, AcOEt , CHCl, vy
MeOH.
El revelado de placas se hizo utilizando luz uitravioleta de onda corta y como agente
cromogeno sulfato cérico en acido sulfurico (16).
La determinacion de las propiedades fisicas y espectroscopicas permitio la
caracterizacion de los compuestos aislados. Los puntos de fusion se determinaron
en un aparato Fischer Johns y se informan los valores sin correccion.
La espectrofotometria de infrarrojo (IR) se realizé en un espectrofotometro de
transformada de Fourier modelo Nicolet FT — 5§SX, en cloroformo.
La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) tanto protonica
(RMN 'H) como de carbono trece (RMN >C) se obtuvieron en un espectrometro
Varian modelo Gemini 200 & en un espectrometro Varian modelo VRX — 3005 a 300

MHz, utilizando CDCls;, los desplazamientos quimicos se asignaron en unidades de 8
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(ppm), referidos al tetrametilsilano (TMS), como referencia interna.

Los espectros de masas fueron determinados en un espectrofotometro Jeol JMS —
AXS505HA, mediante ia técnica de impacto electréonico a 70 eV.

En la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se usaron ratones macho con un
peso promedio entre 25y 30 g. ElI TPA, fue grado analitico.

Para la evaluacion de la actividad citotdxica se utilizaron lineas celulares
cancerigenas de Colon, Mama, Leucemia, Prostata y Sistema Nervioso Central.
Con lo que respecta a la determinacién de la actividad antioxidante se realizé por

medio de la- prueba de la reduccion del radical libre 2,2-Difenil-1-pricrilhidracilo

(DPPH).

2. Material vegetal.

El material vegetal estudiado fue la corteza de la raiz de la Hippocratea excelsa,
proporcionado por el Colegio de Posgraduados en Montecillos, Estado de México y
clasificada por el Dr. Marcos Soto Hernandez, existiendo una muestra de referencia

en el Herbario Efrain Hernandez X. , con numero de registro 199141.

3. Preparacion del material vegetal.

La corteza de la raiz de la Hippocratea excelsa se deseco a temperatura ambiente,
para después proceder a fragmentarla por medio de un molino de manivela. La

cantidad de corteza de la raiz molida fue de 1.0505 Kg.
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4. Extraccion del material vegetal.

El material vegetal molido se somete a un proceso de maceracion, con 5 litros de
hexano durante 48 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se filtra,
obteniéndose el residuo vegetal y una solucion amarilla. El residuo vegetal se extrae
una vez mas con hexano durante 4 dias a temperatura ambiente.

Los extractos hexanicos asi obtenidos, se reunen y se elimina el disolvente mediante
una destilacion a presion reducida usando rotavapor, obteniéndose 6.4095 g de
extracto hexanico. l.a adicidn de una mezcla de AcOEt-CH;ClI, a este extracto, no

proporcioné -residuo de poliisopreno. Esta metodologia se puede apreciar en el

Diagrama 1.




Parte experimental

Raiz molida
1.0505 kg

Maceracion con hexano
durante 2 dias a temperatura ambiente

Filtracion

(disolucién amarilla)

v
Concentrar

v

Adicion de AcOEt/CHxCI,

¢ . ! ¢ v

Residuo vegetal Disolucidn amarilla Extracto hexanico En1

!

Concentrar
v
Extracto hexanico Ex2

!

Residuo vegetal

Maceracién con hexano
durante 4 dias a temperatura ambiente

Filtra‘cién

v

Extracto hexanico
(6.4095 g.)

v

Evaluacion farmacologica

v

Separacion y purificacion de compuestos
Analisis Espectroscopico

Diagrama 1. Diagrama de flujo que indica la metodologia seguida para la
separacion, purificacion y caracterizacion de compuestos
obtenidos a partir del extracto hexanico de la corteza de la raiz

de Hippocratea excelsa.
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5. Evaluacion antiinflamatoria del extracto hexanico.
La evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto hexanico se realizo
utilizando el meétodo de induccidn de edema por el 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbo! (TPA), siguiendo la metodologia propuesta en 1994 por Della
(5), la cual se describe en el Diagrama 2.
La disolucion de TPA, se preparo disolviendo 2.5 ng de 13-acetato de
12-O-tetradecanoilforbol en 10 ul de etanol.
El compuesto a evaluar se aplico 10 minutos después de la induccidon de la
inflamacidén por TPA.
Las dosis evaluadas fueron las siguientes: 0.05, 0.10, 0.50, 1.0 mg/oreja.
Se empled indometacina como farmaco de referencia. La diferencia en peso entre
ambas muestras se consideré como medida de edema. Se calculd el porcentaje de
inhibicion del edema, el cual esta definido por ia siguiente formula:
% Inhibicidon = (C,— Cy) / (Cy) X 100
en donde C, y C; corresponden respectivamente al peso de la muestra tratada con
TPAY Ia tratadé con TPA mas el compuesto a evaluar (27).
Los datos fueron analizados por un analisis de varianza de una via, seguida de una
prueba de Dunnet. Se calculd para cada compuesto el valor de la dosis efectiva 50
(EDso), mediante un analisis de regresion lineal construido al menos por tres puntos
significativos, siendo cada punto el promedio del porcentaje de inhibicion

cofrespondiente a cada dosis (34), Tabla 2.
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Ratones CD-1

(25-30 g)

Aplicacion de pentobarbital sédico ( 3.5 mg/Kg ip)

Separacion en dos grupos

Grupo tratado

Oreja derecha
Oreja testigo

Oreja izquierda
Oreja tratada

Sol. TPA/EtOH
(2.5 png/t1oul)

v ol

Compuesto disuelto Disolvente
en CH;ClIz (20 ul) CH2Clz (20 pl)

Disolvente ( EtOH/10 pl)

'

Grupo control

v v

Oreja derecha
Oreja testigo

Oreja izquierda
Oreja tratada

Sol. TPA/EtOH
(2.5 png/10pl)

v v

Disolvente Disolvente
CHCi2 (20 i) CH,Cl2(20 pnl)

| Rt

Disolvente ( EtOH/10 pl)

Sacrificio de ratones por dislocacion cérvica
4 horas después

Obtenciéon de biopsias circulares (9mm de diametro)
y calculo del edema por diferencia de peso

Diagrama 2. Metodologia del ensayo del edema inducido por TPA en oreja de raton.
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Tabla 2. Efecto inhibitorio de indometacina y extracto hexanico en inflamacion

inducida por TPA en oreja de raton.

DOSIS EDEMA (mg) INHIBICIGN | DOSIS-
COMPUESTO (mg / oreja) * DE EDEMA EFECTIVA
E.S. (%) g 50
0.058 12.36 = 1.1 19.58
INDOMETACINA 0.10 10.82 + 0.4 29.60 0.22
0.50 6.56 + 0.46 57.30 (0.8.0.61)
1.0 0.92 + 0.25 94.01 2. B
ESTRACTO 11.34 + 0.770 —
HEXANICO- .- 6.92 + 0.669 38.98 0.96
v . 6.70 £ 0.90 40.92 (0.42 , 2.18)
5.03 = 0.31 55.64
4.24 + 1.19 62.60

Como se puede apreciar en la Tabla 2, el extracto hexanico presenta actividad
antiedematosa. Por lo que, mediante procedimientos cromatograficos, se logrd la

separacion de algunos compuestos de este extracto.

B. Aislamiento de compuestos presentes en el extracto hexanico de la
corteza de la raiz.

El extracto hexanico se separd mediante cromatografia en columna, utilizando como

adsorbente gel de silice y como sistema de elusion diversos disolventes iniciando con

hexano y aumentando la polaridad con CH2Cl> , AcOEt y MeOH,. Se produjo un

total de 652 fracciones de 100 ml. , las cuales se reunieron aquellas que

presentaban perfiles similares en cromatografia de placa fina. Lo anterior se muestra

en la Tabla 3.

17




Tabla 3. Fracciones reunidas de la cromatografia en

Parte experimental

en columna del extracto hexanico.

Disolvente Prqporcién (%) Fraccion
Hexano 100 1- 46
Hexano-CH,Clis 90: 10 47 - 279
Hexano-CHLCl» 80 : 20 280 - 356
Hexano-CH,CI, 70 :30 v ,,3757 - 4{1’9

[CrzCh; v 7;f4éq;467

CHzCl> - AcOEt..

AcOEt

607 - 652

MeOH

En la Tabla 4 se muestran

los diferentes triterpenos separados de esta

cromatografia, indicando las fracciones donde se obtuvieron y la cantidad aislada.
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Tabla 4 . Purificacion de las fracciones provenientes de la cromatografia en

columna del

Hippocratea excelsa.

extracto hexanico de la corteza de la raiz de la

Fraccion Técnica de Compuesto aislado Cantidad
purificacion
100-126 Cristalizacion 3 - Amirina. 0.0375 g
CH2Cl; -Hexano
146-174 Cristalizacion 0.0471 g
176-1 30 CHxClz -Hexano
. .175 7 |~ Cristalizacidon B - Sitosterol 0.2551. g
181-234 ;|- Hexano: MeOH ~ : :
280-360 | Cristalizacion Pristimerina 0.2053 g
EICE RN i Hexano ARrEmoET A
397-431 Cristalizacion 0.0375 g
CH2Clz -Hexano : :

gshy CON
/

FALL/

r'j‘.

. DE ORIGEN 1




acuerdo con su perfil cromatografico. Tabla 5§ .
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La identificacion de estos compuestos se logrd por la comparacion de sus datos

fisicos y espectroscopicos con aquellas publicadas (3, 19). (ver apéndice)

Por otra parte, de las fracciones 470-473, se obtuvo un compuesto llamado En5, el
cual se purifico mediante cromatografia en columna utilizando como adsorbente gel
de silice y como sistema de elucidn una mezcla de disolventes de polaridad
ascendente, iniciando con hexano y aumentando la polaridad con AcOEty MeOH,

dando un total de 77 fracciones de 50 mi cada una, las cuales se reunieron de

Tabla §. Fracciones recuperadas de |la cromatografia
en columna del compuesto Ex5.

Disolvente Proporcion (%) Fraccion
Hexano 100 1-27
Hexano- AcOEt 80:10 28-48
Hexano- AcOEt 100: 100 49-52
AcOEt- MeOH 90:10 53-59
MeOH 100 60-77

de acuerdo con los siguientes datos espectroscépicos:

CoCON
. Div ORIGEN

De las fracciones 1-27, se aislo el acido 3-oxocanofilico cuya estructura fue elucidada

20
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pf=240°cC

I.R. v max CDClIs (cm™)
RMN 'H 300 MHz CDCi; & (ppm):

RMN °C 75 MHz CDCl; & (ppm):

EM IE m/z (% ar) :

3693.1 (-COOH), 2948.6 (-CHz), 1702.2
(-C0O), 1456.5 (-CHy>), 1390.1 (-CHg3), 118.5.

0.72 (s H-24), 0.81 (s H-25), 0.86
(d H-23), 0.86 (s H-27), 0.88 (s H-26),
0.94 (s H-29), 1.04 (s H-30)

22.3 (C-1), 41.5 (C-2), 212.9 (C-3), 58.25
(C-4), 42.07 (C-5), 41.15 (C-6), 18.11 (C-7),
53.04, (C-8), 37.73 (C-9), 59.342 (C-10),
3551 (C-11), 29.76 (C-12), 38.94 C-13),
37.86 (C-14), 31.07 (C-15), 29.45 (C-16),
34.86 (C-17), 34.50 (C-19), 28.45 (C-20),
31.07. (C-21), 32.70 (C-22), 6.80 (C-23),
14.67 (C-24), 18.11 (C-25), 18.53 (C-26),
20.61 (C-27), 184.07 (C-28), 34.50 (C-29).
32.702 (C-30).

456 (80) M ™ (C 30H 48 O3)
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1. Obtencion del derivado metilado del acido 3-oxocanofilico.
a) Preparacion de diazometano.
Se disuelven 0.5 g de hidroxido potasio en 7.5 ml de agua y se adicionan 25 ml de
metanol. Por otro lado, se disuelven 21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida
(Diazald, Aldrich) en 45 ml de éter etilico.
La disolucion éterea de Diazald se adiciona gota a gota a la soucion de hidroxido de

potasio. El diazometano asi formado, se recibe en una solucion éterea en frio (0°C).

b) Obtencion del éster metilico.
Se disuelven 100 mg del acido 3-oxocanofilico en diclorometano y se le adiciona
lentamente y en frio (0°C) una solucién éterea de diazometano. La adicidon continGa
hasta que permanezca el color verde amarillento, lo cual indica el exceso de

diazometano. Posteriormente, se trabaja la reaccion de manera usual (27).

De esta reaccidon se obtiene 0.016 g del éster metilico del acido 3-oxocanofilico,

cuyos datos fisicos y espectrales son:

o
TR

dndo

FALL: Ui
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DERIVADO METILADO

pf = 241°C

ILR. v max CDCl; (cm™) :

RMN 'H 300 MHz CDClz 8 (ppm):

EM IE m/z (%06 ar) :

Masas Alta Resolucion:

2948.65 (-CHy), 1707.9 (-COCHa), 1602.5,
(-CO), 1456.0 (-CHz), 1390.4 (-CHz),1191.8.

0.72 (s H-24),- 0.85 i ( 0.86
(d H-23), 0.88 (s H-27)70.93(s" - -26),
1.03 (s H-29), 1.05 (s 'H-30),:3.658
1.04 (s H-31), ’

470 (10) M * (C 31H 50 O3)

m/z = 470.3760 - (C 31H 50 O3)

N
")
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C. Evaluacion de la Actividad Biologica de los compuestos purificados.
1. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria.
La evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados se realizé
siguiendo la metodologia utilizada en el extracto hexanico del ensayo del edema

inducido por TPA en oreja de raton, la cual se describe en el Diagrama 2.

2. Evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos aislados.
Para la determinacion de la actividad citotoxica, se emplearon cinco diferentes lineas
celulares cancerigenas: colén (HCT-15), mama (MCF-7), leucemia (K-562 CML),
sistema nervioso central (U-251 Glio), prostata (PC-3); las cuales fueron
proporcionadas por el National Cancer Institute (EUA). La citotoxicidad de las
células tumorales y de los compuestos a prueba, fueron determinados usando el
colorante de proteinas sulforodamina B en ensayos de microcultivos, para medir

viabilidad y el crecimiento celular (22). La metodologia a seguir se presenta en el

Diagrama 3.
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Cuiltivos Confluentes

Dilucion de! inoculo (5-7.5 X 10° cel/ml)
(100 pl cel/pozo)

|
v v

Plato cero Plato experimental
Incubar 24 hrs/37 °C Incubar 24 hrs/37 °C
Depositar medio de cultivo Depositar compuesto prueba
(100 uM/pozo) (100 uM/pozo)
Después de 1 hr/37°C Incubacion (48 hrs)/37°C
L J

v

Fijar células
Acido tricloroacético (50% / 80%)
30 minutos / 4°C

Lavar con agua

Secar 24 hrs/ T amb.

v

Teiir con sulforodamina B (0.4%)
Lavar con acido acético (1%)
Secar placas

24 hrs

v

Solubilizar la sulforodamina B

v

Lectura 515 nm en un lector de Elisa

Diagrama 3. Metodologia para la evaluacion de ia citotoxicidad en el ensayo de
sulforodamina B.

RSP




Parte experimental

3. Evaluacion de la actividad antioxidante.
La actividad antioxidante de los compuestos purificados, se obtuvo siguiendo la
metodologia descrita por Blois (2) con algunas modificaciones, midiendo de manera
indirecta la reduccidén del radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), mediante

una técnica colorimétrica, la cual se puede apreciar en el Diagrama 4.

Finalmente, se lee la absorbancia a 515 nm en un lector de ELISA modelo EL 340,

BIOTEK INSTRUMENTS:

El porcentaje de reduccion del DPPH se calcula mediante la siguiente formula
% de reducciéon = (C —~E/ C) 100
en donde:
C = absorbancia de la solucion de DPPH 100 puM.

E = absorbancia de la mezcla DPPH 100 uM / compuesto problema.

La ICsp del a-tocoferol es de 17.07 uM usado como estandar.
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Muestra/etanol
(20 pM)

!

‘Diluciones seriadas

[ 0.5 ml

DPPH/etanol (66.66 uM)

—

Leer absorbancia
515 nm

1.5 mi

Blanco/etanol

0.5 mi

Agitar 30 mln/ T amb.

Diagrama 4. Metodologia para la evaluacion de la actividad antioxidante por medio

de la reduccion del radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).
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VIi. RESULTADOS.

A. Aislamiento del acido 3-oxocanofilico.
Las fracciones 470-473 se reunieron y se sometieron a cromatografia en columna,
de la cual se obtuvo en las fracciones 1-27, un producto Ex5, sustancia que en el
espectro de masas reveld un ion molecular a m/z 456, que esta de acuerdo para
una formula molecular de C30H4s03, lo cual indica que este producto posiblemente

sea un triterpeno pentaciclico de estructura similar a los previamente aislados de

esta especie.

Propuesta estructural que se confirma por las sefales mostradas en el espectro de
RMN 'H donde se observaron los siete grupos metilo (-CHs) esperados a : 0.720
(s), 0.817 (s), 0.862 (d), 0.865 (s),. 0.883 (s), 0.944 (s) y 1.043 (s) ppm., Estas
sefnales fueron correlacionadas mediante un experimento HECTOR (espectro 17)
con las correspondientes a grupos metilo (-CH3) en el espectro de RMN '3C:

14.62, 18.11, 6.80, 20.61, 18.53, 34.50y 32.70 ppm., respectivamente.

También, en el espectro de RMN '3C, mediante un experimento DEPT (espectro
16) se observaron once metilenos (-CHy) a: 18.10, 22.25, 29.43, 31.05, 32.48,
32.68, 34.95, 3549, 3592, 41.14 y 41.49 ppm., y cuatro metinos (-CH) a:
3’7.85, 53.03, 58.23 y 59.32 ppm., datos que muestran la naturaleza triterpénica

pentaciclica de este compuesto.




Resultados
-~ —— - -~ — ===
El espectro de |I.LR. mostré bandas caracteristicas para un acido carboxilico y un
carbonilo a 3693 y 1702 cm ~' que fueron corroboradas con el espectro de '3C
con las sefales a 212.97 (C-3) y 184.075 (C-18) ppm.

Ademas en el espectro de masas se observa la fragmentacion caracteristica de

triterpenos pentaciclicos del tipo fridelano, como m/z 273, 372 y 177, que se

asocian a los siguientes iones:

m/z 177

Lo que permite sugerir la estructura pentaciclica del tipo fridelano con

sustituciones de un grupo carbonilo en C-3 y un grupo carboxilico en C-17 (9, 24).




Resultados

Acido 3-oxocanofilico.

Una extensa revision bibliografica revelo que este compuesto es nuevo.

El tratamiento del acido-3-oxocanofilico con diazometano produjo el éster metilico
esperado. El cual en masas de alta resolucién presenta un peso molecular de

470.3754, que corresponde para una formula C31HseOs3.

Asimismo, para el éster metilico correspondiente, en el espectro de RMN 'H se
observaron los ocho metilos esperados a : 0.720 (s), 0.854 (s), 0.862 (d), 0.884

(s).. 0.938 (s), 1.039 (s). 1.051 (s) y 3.658 (s) ppm.

El espectro de |.R. mostré bandas caracteristicas para un éster aislado a 1707.93

cm ~! (apéndice)

Comparando los datos del acido 3-oxocanofilico con su derivado metilado, se
aprecia en el espectro de masas la fragmentacion caracteristica de los triterpenos
pentaciclicos del tipo fridelano. Estos fragmentos son a m/z 273, 386, y 177 que

se asocian a los siguientes fragmentos: ) S
[ag)
\ r L
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Resuwultados

miz 273 ' o m/z 386

m/z 177

Lo que confirma la estructura pentaciclica del tipo fridelano con sustituciones de

un grupocarbyonilo en C-3 y un grupo éster en C-17.

Ester metilico del acido 3-oxocanofilico




Resultados

En la Tabla 6 se muestran algunos datos de RMN 'H del canofilol, canofilal, el

acido 3-oxocanofilico y el correspondiente éster metilico de este ultimo.

Tabla 6. Datos de RMN 'H del canofilol, canofilal, acido

3-oxocanofilico y su éster metilico. (CHCl;, 8 ppm)

Proton | Canofilol Candfilal‘ Acido 3-oxo- | Ester
candfilico - | metilico
23 0.889 0.860 0.862 0.862
24 0.721 0.716 0.720 0.720
25 0.867 0.845 0.817 0.854
26 0.977 0.955 0.883 0.938
27 0.882 0.865 0.884
28  9.47 — 3.658
29 Qv.éso ' 0.944 1.039
=50 — 074 1043 1.051




Resultados

- - —
B. Evaluacion de la Actividad Biologica.
1. Determinacion de la actividad antiinflamatoria de canofilol,
canofilal, acido 3-oxocanofilico y pristimerina.
La actividad antiinflamatoria se evalud a partir del ensayo del edema inducido con
TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoilfobol) en oreja de raton. (ver Parte

Experimental)

En este trabajo se evaluaron el extracto hexanico, canofilol, canofilal, acido 3-oxo
canofilico y pristimerina. Sin embargo, solo el extracto hexanico, el canofilol y la

pristimerina mostraron cierta actividad antiedematosa (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto inhibitorio de indometacina, extracto hexanico, canofilol y
pristimerina en inflamacion inducida por TPA en oreja de raton.

COMPUESTO DOSIS EDEMA (ma) INHIBICION DOSIS

o ' (mg7-oreja) + : DE EDEMA EFECTIVA
. ES. (%) 50
0.05 12.36 % 1.1 19.58

INDOMETACINA 0.10 10.82 0.4 20.60 0.22
0.50 6.56 £ 0.46 57.30 (0.8:0.61)
1.0 0.92 £ 0.25 94.01
0.01

CANOFILOL | 0.05 0.026"

, .0.10

- (0.016; 0.11)

. 0.056

PRISTIMERINA :
. SRR Sy . 80.07" (0.009; 0.33)

TESIC T0F

v cor oL

W
W




Resultados
- — - —— - —— ==

Como se puede apreciar en la Tabla 7, el canofilol resultd ser el mas activo debido

a que presenta una DE so menor que los demas compuestos.

2. Evaluacion de la actividad citotéxica del canofilol, canofilal,
acido3-oxocanofilico y pristimerina.
Se probaron canofilol, canofilal, acido 3-oxocanofilico y pristimerina en cinco lineas
celulares cancerigenas: sistema nervioso central (U-251), prostata (PC-3),
leucemia (K-562), coléon (HCT-15), mama (MCF-7). Sin embargo, los compuestos
que manifestaron tener actividad citotoxica fueron el canofilo! y la pristimerina.

(Tabla 8).

Tabla 8. Actividad citotoxica IC 50 de canofilol y pristimerina en prueba
de sulforodamina B, en lineas celulares cancerigenas.

- COMPUESTO " [.U— 251‘ |*PC—-3. | K- 562 | HCT-15 MCF —7

CANOFILOL > 100 66.41 51.28 > 100 32.45

PRISTIMERINA 0.39 0.93 1.28 0.51 0.11

En esta Tabla 8, se puede observar que la pristimerina presenta actividad

citotoxica en las cinco lineas celulares cancerigenas, mientras que el canofilol solo

en tres: prostata, leucemia y mama.
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3. Evaluacion de la actividad antioxidante de canofilol y pristimerina.
La evaluacion de la actividad antioxidante se realizo por el método del DPPH (ver

Parte Experimental). De los compuestos evaluados, solo la pristimerina resulto

ser activa (Tabla 9).

Tabla 9. Determinacion de la actividad antioxidante de Pristimerina por medio de

la reduccion del radical libre 2,2-Difenil-1-picrithidracilo. (DPPH)

Densidad dptica
Concentracion| - Pristimerina . 1" Reduccion

(M) Pristimerina + DPPH %

DPPH : '
0.31 0.001 0.55 0.549 4.18
1.00 0.033 0.547 0.544 5.06
3.10 0.008 0.535 0.527 8.028
10.0 0.027 0.507 0.486 15.18
31.0 0.041 0.404 ~ 59.49
100 0.141 0.207 63.87
316 042 0.089 84.47
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Vil. DISCUSION.

A. Actividad Antiinflamatoria.
El extracto hexanico de la corteza de la raiz de la Hippocrateae excelsa mostro
tener actividad antiinflamatoria moderada (Tabla 2), por lo que se decidid purificar
los componentes mayoritarios de este extracto. De esta manera, se obtienen los
esteroles B-sitosterol y f-amirina, triterpenos con conocida actividad
antiinflamatoria (20). También se logré purificar tres triterpenos con un esqueleto
tipo fridelano canofilol, canofilal y acido 3-oxocanofilico. Siendo este ultimo un
compuesto nuevo. Asimismo, se aisld la pristimerina, que tiene un esqueleto
quinocide, con un alto grado de instauracion, la cual se menciona en la literatura
con actividad antiinflamatoria en el modelo de la carragenina (20).
También se ha dado a conocer la actividad antiedematosa de pB-sitosterol y §3-
amirina, la cual ha sido evaluada por el método de edema inducido por TPA.
Tomando, en cuenta estos antecedentes, se decidio evaluar solamente los
fridelanos canofilol, canofilal y acido 3-oxocanofilico, asi como la pristimerina en
este modelo. Los resultados se muestran en la Tabla 7, donde se puede apreciar
que el canofilol y la pristimerina resuitaron activos.
De acuerdo con la literatura, se ha propuesto que la actividad antiinflamatoria de
la pristimerina se debe a la inhibicidn que hace sobre la enzima NO-sintetasa. (7)
Esta inhibicion enzimatica, se propone que es debida al alto grado de instauracion

que posee esta molécula, favoreciendo asi adiciones nucleofilicas tipo Michael

(32).
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CO,CH,

Adicion nucleofilica a la pristimerina

En los sistemas bioldgicos, algunos de los nucleofilos posibles son HS-R, HN-R y
HO-R , los cuales estan presentes en enzimas, proteinas o acidos nucleicos, entre
otros.

El concepto de que la inflamacion y la carcinogénesis son fendmenos relacionados
ha sido objeto de numerosos estudios, los que han intentado unir estos procesos
en mecanismos similares (25).

Las enzimas que median la sintesis constitutiva (proceso normat) de o6xido nitrico
(NO) vy prostaglandinas (PGS) a partir de arginina y araquidonato,
respectivamente, tienen relativamente poca importancia para los procesos de
inflamacion o carcinogénesis. En contraste, fas enzimas inducibles oxido nitrico
sintetasa (iNOs) y la ciclooxigenasa (COX-2) tienen roles criticos en la respuesta
de los tejidos a agentes infecciosos o procesos malignos.

Estas enzimas inducibles son esenciales para la respuesta inflamatoria, en la
reparacion del dano y carcinogénesis. A pesar de que la actividad fisiologica de
iINOs y COX-2 puede resultar beneficiosa al organismo, expresiones excesivas de
cualquiera de estas enzimas puede implicar la patogénesis de varias

enfermedades, tales como choque séptico, artritis reumatoide y carcinogénesis.
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Los triterpenos acido oleandlico y acido ursolico, que son muy abundantes en ia

naturaleza, han mostrado inhibicion moderada de la actividad de iINOs y COX-2.

Acido oleandlico Acido ursélico

Estudios sobre el mecanismo de inhibicidn de iINOs por el acido ursodlico han
demostrado que este triterpeno regula la expresion de la enzima iNOs por la
activacion del factor nuclear — KB que es el factor de transcripcion que coordina la
expresion de los genes que codifican para la iNOs (11).

Por otro lado, la forma en que actuan los triterpenos del tipo fridelano como
antiinflamatorios no se ha determinado con exactitud. Sin embargo, existen fuertes
evidencias de que pueden estar actuando como inhibidores de ia fosfolipasa Az
(PLAs ), enzima que juega un papel importante en la llamada cascada del acido
araquidonico, ruta metabolica que da origen a los compuestos proinflamatorios del

tipo leucotrienos y prostaglandinas ( Figura 1).

Han
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Figura 1. Interacciones entre las diferentes enziras y medisdores involucrados en Ja sctivaciin de la cascads
del doido araquiddrice en Ja inflamacidn (3}




Discusion

En el ensayo del TPA, se conoce que este compuesto realiza su efecto
inflamatorio por medio de la activacion de la enzima proteinquinasa (PKC), la cual
a su vez activa a la enzima PLA> de tal manera que los compuestos que
presentan actividad antiinflamatoria en el ensayo det TPA posiblemente inhiben a

las enzimas PKC y/o PLA; (8).

Para triterpenos del tipo tirucalano se ha demostrado que inhiben a PLA;,
mediante la union del triterpeno con la region catalitica de la enzima (12).

Aun mas, los triterpenos de! tipo ursdlico han sido utilizados como modelos y
material de partida para sintetizar y/o modificar nuevos triterpenos, los cuales

muestran actividades antiinflamatorias mas potentes y selectivas (35).

Con todos estos antecedentes, es posible suponer que el canofilol deba su

actividad a la posible inhibicion de las enzimas PLA> y/o PKC.

De acuerdo con esta propuesta, la conformacion de los triterpenos es importante.
Por tal motivo se realizé por métodos tedricos (MOPAC) la determinacion de la
estereoestructura de energia minima para canofilol, canofilal y acido 3-

oxocanofilico, estos se muestran en las Figuras 2, 3 y 4, respectivamente.
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Calor de formacién =219.43044 keal/mol

Figura 2. Conféormero mas estable del canoﬁldl

Canofilal

Figura 3. Confdrmerq mas estable del canofilol
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Acido 3-oxocanofilico

Figura 4. Conférmero mas estable 'dél acido 3-oxocanofilico

El analisis de los angulos dihedros de las tres moléculas se muestra en las Tablas
10, 11 y 12, en las cuales se puede apreciar que la conformacion de estas
moléculas es muy similar. Por ejemplo, e! angulo dihedro Tabla 13. Principales
distancias entre atomos de carbono e hidrogeno en el C17-C15-C19-C3o para el
canofilol es de -44.8°, para el canofilal es de —49.7°, mientras que para el acido 3-
oxo canofilico es de —64.1°. Valores que indican que en términos generales estas

moléculas tienen conformaciones similares.
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Tabla 10. Principales angulos dihedros en la molécula del canofilol.

Atomo [Numero | Atomo | Namero | Atomo | Namero | Atomo | Numero | Grados
C 17 C 18 C 19 C 20 -44.8
C 17 C 18 C 19 H 19-p -165.5
C 17 C 18 C 19 H 19-a 78.4
C 17 C 22 C 21 C 20 - 60.3
C 17 C 22 C 21 H 21-B 62.7
C 17 C 22 C 21 H 21-a 178.1
C 17 C 28 o OH H OoH - 63.8
C 19 C 20 C 29 H 29-1 - 66.49
C 19 C 20 C 29 H 29-2 173.0
C 19 C 20 C 29 H 29-3 53.6
C 19 C 20 C 30 H 30-1 -75.6
C 19 C 20 C 30 H 30-2 164.7
C 19 C 20 C 30 H 30-3 43.4
C 21 C 20 C 19 C 18 42.4
C 21 C 20 C 19 H 19-B8 163.5
C 21 C 20 C 19 H 19-a -81.9
C 21 C 20 C 29 H 29-1 54.6
C 21 C 20 C 29 H 29-2 - 65.5
C 21 C 20 C 29 H 29-3 174.6
C 21 C 20 C 30 H 30-1 160.0
C 21 C 20 C 30 H 30-2 41.0
C 21 C 20 C 30 H 30-3 - 80.3
C 22 C 17 C 18 C 19 - 5.2
C 22 C 17 C 18 H 18-B -122.3
C 22 C 17 C 28 [®] OH 99.7
C 22 C 21 C 20 C 29 -109.4
C 22 C 21 C 20 C 30 132.1
C 28 C 17 C 22 C 21 - 67.0
C 28 C 17 C 22 H 22-B 171.5
C 28 C 17 C 22 H 22- 54.6
C 29 C 20 C 19 C 18 161.7
C 29 C 20 C 19 H 19-B -77.1
C 29 C 20 C 19 H 19-a 37.5
C 29 C 20 C 30 H 30-1 41.6
C 29 C 20 C 30 H 30-2 -78.0
C 29 C 20 C 30 H 30-3 160.0
C 30 C 20 C 19 C 18 -81.0
C 30 C 20 C 19 H 19-B 40.1
C 30 C 20 C 19 H 19- 154.7
C 30 C 20 C 22 H 29-1 175.0
C 30 C 20 C 22 H 29-2 55.0
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Tabla 11. Principales angulos dihedros en la molécula del canofilal

Atomo | Numero | Atomo | Numero | Atomo | Namero | Atomo | Namero | Grados
C 17 C 18 C 19 C 20 - 49.7
C 17 C 18 C 19 H 19- -172.4
C 17 C 18 C 19 H 19- 71.8
C 17 C 22 C 21 C 20 - 565.0
C 17 C 22 C 21 H 21-B 68.7
C 17 C 22 C 21 H 21-a -178.1
C 18 C 17 C 22 C 21 - 55.0
C 18 C 17 C 22 H 22-8 -68.2
C 18 C 17 C 22 H 22-a 176.1
C 18 C 17 C 28 [®] 28 138.9
C 18 C 17 C 28 H 28 -43.8
C 19 C 20 C 29 H 29-1 -62.2
C 19 C 20 C 29 H 29-2 177.7
C 19 C 20 C 29 H 29-3 57.8
C 19 C 20 C 30 H 30-1 59.0
C 19 C 20 C 30 H 30-2 -178.6
C 19 C 20 C 29 H 30-3 61.2
C 21 C 20 C 19 C 18 48.9
C 21 C 20 C 19 H 19-8 173.3
C 21 C 20 C 19 H 19- -73.5
C 21 C 20 C 29 H 29-1 58.5
C 21 C 20 C 29 H 29-2 -61.6
C 21 C 20 C 30 H 30-1 177.9
C 21 C 20 C 30 H 30-2 58.3
C 21 C 20 C 30 H 30-3 -61.9
C 22 C 17 C 18 C 19 - 22
C 22 C 17 C 18 H 18-B -115.3
C 22 C 21 C 20 C 19 3.5
C 22 C 21 C 20 C 29 -115.6
C 28 C 17 C 22 C 21 - 66.2
C 28 C 17 C 22 H 22-B 171.9
C 28 C 17 C 22 H 22-a 56.3
C 29 C 20 C 19 C 18 168.7
C 29 C 20 C 19 H 19-B - 66.9
C 29 C 20 C 19 H 19-a 46.4
C 29 C 20 C 30 H 30-1 58.7
C 30 C 20 C 19 C 18 -74.2
C 30 C 20 C 19 H 19-B 50.2
C 30 C 20 C 19 H 19-a 163.5
C 30 C 20 C 29 H 29-1 178.5
C 30 C 20 C 29 H 29-2 58.4
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Tabla 12. Principales angulos dihedros en la molécula del acido 3-oxocanofilico

Atomo. [ Numero | Atomo [ Numero | Atomo | Numero | Atomo | Niimero [Grados
C 17 C 18 C 19 C 20 -64.1
C 17 C 18 C 19 H 19-B 174.4
C 17 C 18 C 19 H 19-a 56.7
C 17 C 22 C 21 C 20 -59.6
C 17 C 22 C 21 H 22-p 61.9
C 17 C 22 C 21 H 22-a 178.6
C 17 C 28 (@] OH H OH 6.8
C 18 C 17 C 22 C 21 25.1
C 18 C 17 C 22 H 22-p - 955
C 18 C 17 C 22 H 22-a 147.0
C 18 C 17 C 28 (@] 28 .-137.3
C 18 C 17 C 28 (@) OH -109.6
C -18 C 17 C 18 C 19 33.7
C 22 C 17 C 18 H 18-8 -82.2
C 22 C 17 C 28 O OH -14.4
C 22 C 17 C 28 (@) 28 13.3
C 22 C 21 C 20 C 29 - 90.6
C 22 C 21 C 20 C 30 150.5
C 21 C 20 C 19 C 18 30.5
C 21 C 20 C 19 H 19-8 152.5
C 21 C 20 C 19 H 19-a -90.3
C 20 C 21 C 29 H 29-1 55.1
C 20 C 21 C 29 H 29-2 - 64.9
C 20 C 21 C 29 H 29-3 175.2
C 20 C 21 C 30 H 30-1 173.5
C 20 C 21 C 30 H 30-2 53.6
C 28 C 17 C 22 C 21 -97.7
C 28 C 17 C 22 H 22-B 141.5
C 28 C 17 C 22 H 22-a 24 .2
C 29 C 20 C 19 C 18 151.2
C 29 C 20 C 19 H 19-B - 86.8
C 29 C 20 C 19 H 19-a 30.4
C 29 C 20 C 30 H 30-1 54.1
C 29 C 20 C 30 H 30-2 -65.7
C 29 C 20 C 30 H 30-3 174.2
C 30 . C 20 C 19 C 18 - 90.0
C 30 C 20 C 19 H 19-B 32.0
C 30 C 20 C 19 H 19-a 149.1
C 30 C 20 C 29 H 29-1 174.1
C 30 C 20 C 29 H 29-2 54.1
Q OH C 28 (o] C-28 H 33 179
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También las distancias entre los atomos que forman al alcohol, al aldehido y al
acido carboxilico con los atomos de hidrégeno y carbono vecinos, indican que no

existe un gran impedimento esterico.

Tabla 13. Principales distancias entre atomos de
carbono e hidrégeno en el canofilol.

Atomo [ Numero |Atomo_[‘Numero [ Distancia
C 28 (] 17 1.6
C 28 C 18 2.6
C 28 C 19 3.7
C 28 C 20 3.7
C 28 C 21 3.0
C 28 C 22 2.5
C 28 C 29 5.2
C 28 C 30 4.0
C 28 H 18- 2.5
C 28 H 19-8 4
C 28 H 19-a 4.3
C 28 H 21-p 2.7
C 28 H 21- 4.0
C 28 H 22-p 3.5
C 28 H 22-a 2.7
C 28 H 29-1 5.4
C 28 H 29-2 5.7
C 28 H 29-3 5.9
C 28 H 30-1 5.1
C 28 H 30-2 4.4
C 28 H 30-3 3.5
C 28 o 28 1.4
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Tabla 14. Principales distancias entre atomos de
carbono e hidrégeno en el canofilal.

Atomo [ Namero [Atomo | Numero |Distancia
C 28 C 17 1.5
C 28 C 18 2.6
C 28 C 19 3.6
C 28 C 20 3.6
C 28 C 21 3.0
C 28 C 22 2.4
C 28 C 29 52
C 28 C 30 3.9
C 28 H 18-p 2.5
c 28 H 19-p a4
C 28 H 19-a 4.2
C 28 H 21-p 2.6
C 28 H 21-a 2.7
[ 28 [x] 22.p 3.4
C 28 H 22-a 2.6
C 28 H 29-1 5.5
C 28 H 29-2 5.6
C 28 H 29-3 54
C 28 H 30-1 4.8
C 28 H 30-2 4.5
C 28 H 30-3 3.2
C 28 (@) 28 1.2
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Tabla 15. Principales distancias entre atomos de
carbono e hidrogeno en el acido 3-oxo
canofilico.

Atomo [ Numero’ ’Dis‘tincia
C 28 C 17 4.2
C 28 C 18 5.0
C 28 C 19 6.3
C 28 C 20 6.4
(] 28 C 21 52
C 28 C 22 4.6
C 28 C 29 7.6
C 28 C 30 6.8
C 28 H 18-p 4.6
C 28 H 193 71
C 28 H 19-a 6.8
[ 28 H 21-p 4.6
C 28 H 21-o 5.8
[ 28 H 226 5.5
C 28 H 22-a 4.0
C 28 H 29-1 7.6
C 28 H 29-2 8.0
C 28 H 29-3 8.5
C 28 H 30-1 7.8
C 28 H 30-2 7.1
C 28 H 30-3 6.2
C 28 o 28 1.2
C 28 (@) OH 1.4

De acuerdo con estos resultados no hay cambio apreciable en la conformacion
mas estable entre estos tres compuestos. Todos ellos presentan la conformacion
de silla — silla — silla — bote — bote, de tal forma que la diferencia en actividad
biologica posiblemente se debe al grado de oxidacion en el atomo de carbono C-
28, a diferencia de lo que ocurre con los esteroles -amirina y p-sitosterol, donde

aparentemente el esqueleto no influye en la accion antiinflamatoria.
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B. Actividad Citotoxica.
Los resultados de la actividad citotoxica de los compuestos asi como del extracto
hexanico, demostraron que solamente la pristimerina resuité activa en las cinco
lineas celulares cancerigenas probadas.
Este resultado indica la posible adicion de la pristimerina via adiciones tipo
Michael al DNA o sitios similares, como se ha postulado para la tinginona, isbmero
de la pristimerina, lo cual se ha informado como ayuda para el tratamiento de
cancer de piel. Sin embargo, este mecanismo de accion no se puede aducir para
explicar la actividad del canofilol. Aparentemente la accidén citotoxica de este
compuesto se debe a otros factores.
Recientemente se ha informado que triterpenos pentaciclicos del tipo bitulinico
actiyan como sustancias citotdxicas contra el melanoma humano (MEL-2), por
medio de un mecanismo apoptdtico o muerte celular programado.

Probablemente, el canofilol actue de una manera similar; sin embargo, es

necesario realizar estudios que demuestren esta hipotesis.
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FALLA DE ORIGEN

49




Conclusiones

VIlIl. CONCLUSIONES.

A partir del extracto hexanico de |la corteza de la raiz de la Hippocratea excelsa,
se lograron aislar por primera vez tres triterpenos tipo canofilico con oxidacion
progresiva en el atomo de carbono C-28: canofilol, canofilal y acido 3-oxo

canofilico, siendo este ultimo un nuevo compuesto. También se obtuvieron

B-amirina, p-sitosterol y pristimerina.

Se obtuvo el éster metilico del acido 3-oxocanofilico.

Los unicos compuestos que presentan actividad antiinflamatoria, aparte de ia
B-amirina y p-sitosterol, con conocida actividad antiedematosa, fueron el

canofilol yla pristimerina.

La pristimerina es el compuesto que presenta actividad citotdoxica frente a las
cinco lineas celulares carcindgenas en las que se probd, mientras que el canofilol
solo presenta actividad citotoxica frente a las lineas celulares carcindbgenas de
prostata (PC-3), leucemia (K-562), y mama (McF-7). Estos resuitados indican la

selectividad que tiene este ultimo como agente citotdxico.

De los compuestos probados, solamente la pristimerina presenta actividad

antioxidante en la prueba de DPPH.
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-~ - - - ]
E| canofilol, canofilal y el acido 3-oxocanofilico presentan, en el esqueleto
hidrocarbonado la misma conformacion (silla-silla-silla-bote-bote). Lo que indica
que la conformacién de estos triterpenos no influyen en sus actividades biologicas,

por lo que el factor importante debe ser el grado de oxidacién en el carbono C-28.

—
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DATOS ESPECTRALES
Y

ESPECTROSCOPIA

Se



—RENdicE

B - Sitosterol

HO

pf = 133°C

ILR. v max CDCl3 (cm™) : 3604.8 (-OH), 2968.7, 2869.9, 1465.8 (-CH2z),
1379 (-CH3), 1039.6, 1022.2, 952.8.

RMN 'H 300 MHz CDCl3 5 (ppm): 0.60 (-CHs), 3.52 (m H-3), 5.35 (m H-6)

RMN 3C 75 MHz CDCl; 8 (ppm): 37.31 (C-1), 31.71 (C-2), 71.81 (C-3),
42.36 (C-4), 140.80 (C-5), 121.69 (C-6)
31.97 (C-7), 31.97 (C-8), 50.22 (C-9)
36.54 (C-10), 21.12 (C-11), 39.84 (C-12)
42.36 (C-13), 56.82 (C-14), 24.31 (C-15)
28.24 (C-16), 56.15 (C-17), 12.0(C-18)
19.39 (C-19), 36.16 (C-20), 18.79 (C-21)
34.02 (C-22), 26.25 (C-23), 45.93 (C-24)
29.28 (C-25), 19.80 (C-26), 19.80 (C-27)
23.15 (C-28), 11.86 (C-29).

EM {E m/z: 414 M ™ (C29Hs500)
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B - Amirina.

pf = 140°C

I.LR. v max CDClz (cm™): 3696.92 (-OH), 3610.14, 2927.95, 2857.97
1602.58, 1462.22 (-CH3 ), 1383.24 (CHs),
1027.46, 994.75.

RMN *H 300 MHz CDCI; 6 (ppm):  3.23 (dd H-3), 5.13 (t H-12), 5.18 (t H-12).

RMN *C 75 MHz CDCl; & (ppm): 38.78 (C-1), 27.26 (C-2), 79.03 (C-3),
39.60 (C-4), 55.19 (C-5), 18.38 (C-6)
32.60 (C-7), 39.80 (C-8), 47.60 (C-9)
36.97 (C-10), 23.53 (C-11), 121.70 (C-12)
145.0 (C-13), 41.70 (C-14), 26.16 (C-15)
26.96 (C-16), 32.50 (C-17), 47.20 (C-18)
46.84 (C-19), 31.09 (C-20), 34.74 (C-21)
37.16 (C-22), 28.12 (C-23), 15,58 (C-24)
15.50 (C-25), 16.82 (C-26), 25.95 (C-27)
28.39 (C-28), 33-30 (C-29). 23.90 (C-30)

EM IE m/z: 426 M * (C 30H 50 O)

TESIS CON
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pf = 220°C

ILR. v max CDClz (cm™)

RMN 'H 300 MHz CDClsz & (ppm):

2951.0 (-OH), 1724.3 (-CO).1550.7,
(CO2CHz3),1444.6 (-CH3),1377.1 (-CHa),
1268.4, 161.1.

6.53 (d H-1), 7.02 (dd H-6), 6.35 (d H-7)
1.85 (td H-11a), 2.17 (ddd H-11B),
1.85(ddd H-12a), 1.67 (td H-12p),

1.65 (td H-150), 1.57 (ddd H-158),
1.51(ddd H-160),1.87(ddd H-16B),
1.57(d H-18), 2.45(d H-19q),

1.67 (dd H-198), 2.2 (ddd H-21a).

1.38 (td H-21B), 2.04 (td H-22a),

0.99 ddd (H-22B), 2.21 (s H-23, CHa),
1.45 (s H-25, CH3 ), 1.26 (s H-28, CHa),
1.17 (s H-30, CHj3 ), 3.55 (s COCHa),
6.97 (s OH).
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RMN '3C 75 MHz CDCl3 & (ppm):

EM IE m/z (%ar):

Apéndice

119.6 (C-1), 178.37 (C-2), 146.07 (C-3)
117.01 (C-4), 127.51 (C-5), 133.84 C-6)
118.12 (C-7), 169.87 (C-8), 42.93 (C-9)

164.72 (C-10).33.63 (C-11),29.70 (C-12)
39.47 (C-13), 45,06 (C-14), 28.71 (C-15)
36.42 (C-16), 30.57 (C-17), 44.40 (C-18)
30.94 (C-19), 40.44 (C-20), 29.92(C-21)
34.85 (C-22), 10.21 (C-23), 38.24(C-25)
21.65 (C-26), 18.34 (C-27). 31.59 (C-28)
31.59 (C-28), 178.68(C-29). 32.67(C-30)

464 (99) (M ]™ (C 30H400 4)
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{ Mass Spectrum ) '

Data @ Dr-Martiner-Hartano-R

Sarple: ON-DRP

Note ¢ -

Inlst : Direct lon Fode 3 EI+ -

Specirun Type ¢ Normal Jon (MF-Linear] .
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BP i vz 460,500 Int. ¢ 250,25

Outpit Wz range : 0.0003 to 604,543
NN

1M+

Date ;. 12-R-98 £2:25

Tenp § 292.9 deg.C

Cut Level : .00 X

e 58 100 152 o) 25e

Momoss s sw

T T L T - T < - T
L] kLT o 452 o 558 68
L4

Espectro 4. Espectrometria de masas de la Pristimerina.
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CANOFILAL

pf = 264°C

ILR. v max CDClz cm™' 2925.091(-CHz), 1715 (-CO), 1489 (-CHa).
1387 (-CHz3). o

- 0.71 (sCH3), 0.84 (sCHz), 0.86 (s CHa)
'0.88 (sCH3), 0.95 (sCHa), 0.98 (s CHa)
1.07 (sCHz), 8.86 (d H-23), 9.4 (s H-28)

RMN 'H 300 MHz CDCls & (ppm):

RMN '3C 75 MHz CDCl3 & (ppm): 22.2 (C-1), 41.4 (C-2),212.9 (C-3)
58.2 (C-4), 419 (C-5), 41.0 (C-6)
18.0 (C-7),52.8 (C-8), 37.1 (C-9)
59.2 (C-10), 36.4 (C-11), 29.4 (C-12)
38.7 (C-13), 37.6 (C-14), 30.6 (C-15)
28.3 (C-16), 47.7 (C-17), 36.4 (C-18)
34.9 (C-19), 28.0 (C-20), 32.3 (C-21)
33.4 (C-22), 6.8 (C-23), 14.6 (C-24)
17.1 (C-25), 18.7 (C-26), 20.2 (C-27)
209.0 (C-28), 34.4 (C-29). 32.4 (C-30)

EM IE m/z (% ar) : 440 (10) M * (C 30H 48 O2)
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[ Mass Spectrum )
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CANOFILOL

pf = 280°C

LR. v max CDClz (em™): 3544.9 (-OH), 2932.1 (-CHz), 1709.7 (-CO)
1463.1 (-CH2), 1386.4 (-CHa).

RMN "H 300 MHz CDCI3 & (ppm): 0.72 (s H-24), 0.86 (s H-25), 0.88
, (d H-23), 0.09 ( H-27), 0.97 ( H-26),
0.99 ( H-29), 1.12 ( H-30), 3.63
(s H-28).

RMN '3C 75 MHz CDCIl3 & (ppm): 22.2 (C-1), 41.4 (C-2), 213.1 (C-3)
58.2 (C-4), 42.0 (C-5), 41.2 (C-6)
18.2 (C-7), 52.4 (C-8), 37.4 (C-9)
59.4 (C-10), 35.4 (C-11), 30.0 (C-12)
39.3 (C-13), 38.1 (C-14), 31.2 (C-15)
29.1 (C-16), 35.1 (C-17), 39.4 (C-18)
34.4 (C-19), 28.1 (C-20), 31.3 (C-21)
33.3 (C-22), 6.8 (C-23), 14.6 (C-24)
18.0 (C-25), 9.0 (
68.0 (C-28), 34.2 (C

C-26), 19.1 (C-27)
-29). 32.8 (C-30)

EM IE m/z (% ar): 442 (25) M ™ (C 30H 50 O2)
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Apéndice

ACIDO 3-OXOCANOFILICO.

pf=240°cC

I.LR. v max CDCl; (cm™) 3693.1 (-COOH), 2948.6 (-CH2), 1702.2
(-CO), 1456.5 (-CHz), 1390.1 (-CH3), 118.5.

RMN 'H 300 MHz CDCla & (ppm): 0.72 (s H-24), 0.81 (s H-25), 0.86
' (d H-23), 0.86 (s H-27), 0.88 (s H-26),
0.94 (s H-29), 1.04 (s H-30)

RMN *3C 75 MHz CDCIs 8 (ppm): 22.3 (C-1), 41.5 (C-2), 212.9 (C-3),
: - 58.250 (C-4), 42.077 (C-5), 41.15 (C-6),

18.11 (C-7), 53.04 (C-8), 37.73 (C-9),
59.34 (C-10), 35.51 (C-11), 29.76 (C-12),
8.94 (C-13), 37.86 (C-14), 31.07 (C-15)
29.45 (C-16), 34.86 (C-17),34.50 (C-19),
28.45 (C-20), 31.07 (C-21), 32.70 (C-22),
6.80 (C-23), 14.67 (C-24), 18.11 (C-25),
18.563 (C-26), 20.61 (C-27), 184.07 (C-28),
34.50 (C-29). 32.70 (C-30).

EM IE m/z (% ar) : 456 (80) M ™ (C 30H a3 O3)
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DERIVADO METILADO

pf = 241°C

I.LR. v max CDCls (cm™) : 2948.65 (-CHz), 1707.9 (<COCHS3), 1602.5,
(-CO). 1456.0 (-CHy), 1390.4 (-CHa3),1191.8.

RMN "H 300 MHz CDCl3 & (ppm): 0.72 (s H-24), 0.85 (s H-25), 0.86
Ea (d H-23), 0.88 (s H-27), 0.93 (s H-26),

1.03 (s H-29), 1.05 (s H-30), 3.65

(s H-31),

EM IE m/z (% ar) :

470 (10) M ™ (C 31H 50 O3)

Masas Alta Resolucion: m/z = 470.3760 (C 31H 50 O3)
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Espectro 20. Infrarojo del Ester metilico del écido 3-oxacanofilico,
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Espectro 21. Resonancia magnética nuclear 'H del Ester metitico del 4cido 3-oxocanofilico.
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1 Mawe Spectron 1
Oute 1 De-Hartinaz-Hart ang-08S
Sample: ONH
Note ¢ -
Infet ¢ Direct Ton Pode 1+ ED¢
Spectrin Type s Norma! fon [F-Linear)
RT 1 1.63 min Scand 1 (1,201-0258,49)
21wy 423,000 Int. + 270,98
Output a7t range § 2.0000 to 457,028
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Espectro 22. Espectrometria de masas por LE. del Ester metilico del dcido 3-oxocanofilico.
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( Elemental Composition']

Sample: CANEM

Note : - .
Inlet : Direct Ton Mode : EI+

RT : 2.83 min Scanii: (10,31)

Elements : C 35/0, H 60/0, 0 3/0

Mass Tolerance : Tmmu

Unsaturation (U.S.) : 0.0 - 15.0

Data : Dr-Martinez-Mariano-144 Date : 18-Jun-100 00:29

Observed m/z  Int%

470.3754 9.1
Estimated m/z Error(ppm] U.S. c H ]
470.3760 -1.2 7.0 31 50 3

Page: 1

Espectrometria de masas por | E A R del Ester metilico del acido 3-oxocanofilico,
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