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1. ABREVIATURAS 

m 

mm 

oC 

ADN 

Ar 

ARN 

c.b.p. 

C. brasiliense 

c.c. 

c.c.f. 

CI,2,3,4,5 

CMA's 

coA 

o 
D-MEM 

DMSO 

O 

G. intermedia 

01 

G2 

H 

HCI 

HEPES 

HRMN 

Microgramos 

micro Litros 

microMolaridad 

Centímetros 

Colaboradores 

Metros 

Milímetros 

grados centígrados 

Ácido desoxiribonucléico 

Aromático 

Ácido Ribonucléico 

cuanto basta para 

Calophyllum brasiliense 

cromatografia en columna 

cromatografia en capa fina 

concentración 1,2,3,4,5 

moléculas de adhesión 

coenzima A 

desplazamiento químico 

Medio Tagle modificado de Dulbecco 

dimetil sulfóxido 

Oramos 

Garcinia intermedia 

Fase del ciclo celular que se encuentra entre el espacio en la 

división celular y la síntesis de ADN 

Fase del ciclo celular que se encuentra en el espacio entre la 

síntesis de ADN y la división celular 

Horas 

ácido clorhídrico 

Ácido N-(2-hidroxietil)piperazin.N' -(2-etanosulfónico) 

Resonancia magnetica nuclear de protón 
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Hz 

ICso 

I1Iac 

I1Im 

IVac 

J 

Kg 

M 

Me 

MHz 

mL 

MTI 

N 

NaOH 

Nm 

No. 

Oac 

OH 

OMe 

p.f. 

p.p.m. 

PBS 

PBS-EDTA 

r.p.m. 

Rf. 

RMN 

S 

SRB 

SSA 

U.V. 

Hetz 

Concentración del compuesto que produce 50 % de 

inhibición del crecimiento celular. 

xantona III acetilada 

xantona III metilada 

xantona IV acetilada 

Constante de acoplamiento 

Kilo gramos 

Fase del ciclo celular durante la cual se dividen las células 

Sustituyente metilo 

Mega Hertz 

mili Litros 

Bromuro de 3(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio 

Normalidad 

hidróxido de sodio 

Nanómetros 

Número 

Sustituyente acetilo 

Sustituyente hidroxilo 

Sustituyente metoxilo 

Punto de fusión 

partes por millón 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=7.4 

Solución amortiguadora de fosfatos con ácido etilendiamino 

tetraacético. 

Revoluciones por minuto 

Frente de referencia 

Resonancia magnética nuclear 

Fase del ciclo celular durante la que se realiza la síntesis del 

ADN 

Sulfo Rodamina B 

Secretaria de salud 

Ultra violeta 
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Vme 

WHO 

xantonaV metilada 

World Health Organization 
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2. OBJETIVOS 

• Aislar y caracterizar a las xantonas provenientes del extracto metanólico de 

Calophyllum brasiliense. 

• Llevar a cabo la síntesis de los derivados acetilados y metilados de las xantonas 

identificadas. 

• Determinar la citotoxicidad de las xantonas y sus derivados en diferentes líneas 

celulares tumorales humanas. 

• Determinar la citotoxicidad de los extractos de Calophy/lum brasiliense y de 

Garcinia intermedia en diferentes líneas celulares tumorales humanas. 
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3. HIPÓTESIS 

• Se ha demostrado que las xantonas de tipo preniladas presentan actividad 

citotóxica en diferentes líneas celulares tumorales, se propone entonces que, las 

xantonas preniladas aisladas de Calophy/lum brasilense así como los derivados 

acetilados y metilados presenten actividad citotóxica en líneas celulares 

tumorales humanas. 

• Se ha demostrado que la familia Guttiferae es una fuente rica de flavonoides, 

benzopiranos, cumarinas y xantonas, de estos últimos grupos de compuestos se 

conoce su potencial citotóxico, es por ello que se prevé que los extractos de 

Calophy/lum brasiliense y Garcinia intermedia presentarán actividad citotóxica 

cuando sean probados en líneas celulares tumorales. 
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4. ANTECEDENTES 

4.1 . CÁNCER. 

El cáncer es un crecimiento incontrolado y diseminado de células que pueden afectar a 

casi cualquier tejido del cuerpo. Cáncer de colon, pulmón y estómago son de los 

cánceres más comunes en todo el mundo tanto en hombres como en mujeres (73). Entre 

la población masculina el cáncer de colon y pulmón son los más comunes; mientras que 

para el caso de mujeres el cáncer de cérvix y mamá son los principales tipos de cáncer. 

Más de \O millones de personas alrededor del mundo son diagnosticadas con cáncer 

cada año y se estima que existirán alrededor de 15 millones de nuevos casos para el año 

2020; el cáncer causa 6 millones de muertes cada año lo cual representa el 12 por ciento 

de muertes anuales en el mundo (73). En México el cáncer es una de las enfermedades 

con una alta tasa de mortalidad en la población (5.5%) y se han reportado 24, 109 casos 

de muertes asociadas a este padecimiento en el año de 2001, siendo los siguientes 

órganos los más afectados en orden de importancia: tráquea, bronquios, pulmón, 

estómago, útero, hígado, próstata, cérvix (52). 

El cáncer está considerado como una enfermedad previsible, a través de una vida, 

alimentación sana y evitando la exposición con agentes cancerígenos. Muchos de los 

cánceres más frecuentes son curables y se ha reconocido a la cirugía, la radioterapia y la 

quimioterápia como los principales tratamientos efectivos (73). El cáncer es el resultado 

de la desregulación de los genes que controlan el ciclo celular lo que produce expansión 

y heterogeneidad clonal (59,61). Debido a la gran variedad de órganos que cumplen este 

requisito, el término cáncer se refiere a alrededor de cien formas diferentes de la 

enfermedad. Este padecimiento es de origen multifactorial y es un proceso multietapas, 

por lo que la etiología es diversa. Cuando las células alteradas crecen sin control tiene 

lugar la invasión del tejido adyacente pudiendo alterar sus funciones (43). 
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El paso inicial para que una célula normal pueda generar cáncer es la alteración de un 

gen que participa en la regulación del ciclo celular; por medio de mutaciones, aumento 

o disminución de la expresión o por fallas en el metabolismo del ADN (75). Aunque se 

sabe que la adquisición de una mutación es un paso inicial importante, no es suficiente 

para generar la enfermedad, pues ésta es un proceso molecular y celular dependiente 

del tiempo y de otras mutaciones por lo que pueden pasar varios años antes de que las 

células expresen modificaciones fenotípicas, excepto para el caso del cáncer causado 

por virus altamente oncogénicos (30, 59, 61). En tumores sólidos la clona inicial forma 

pequeños acúmulos de células con características fenotípicas idénticas al tejido de 

donde proviene los cuales se llaman adenomas y son de tipo benigno (69). 

Durante la progresión tumoral, la acumulación de mutaciones en diversos genes lleva a 

la pérdida de regulación en el metabolismo del ADN. Para que un tumor crezca, 

necesita librar ciertos limitantes como, limitación por el tejido adyacente y reducción de 

la cantidad de nutrientes, oxígeno y factores de crecimiento (31). La falta de oxígeno 

genera un estado de hipoxia, lo que favorece la formación de nuevos vasos sanguíneos 

mediante un proceso llamado angiogénesis. 

La diseminación y establecimiento de las células tumorales desde su sitio de origen a 

otro u otros sitios del organismo se denomina metástasis. Para que las células 

sobrevivan deben estar rodeadas por células similares debido al fenómeno conocido 

como reconocimiento célula-célula y aquéllas que no cumplen este requisito, mueren 

(50). Las moléculas de adhesión que participan en este proceso son varias, pero las más 

importantes son las moléculas de adhesión célula-célula (CMA's) y las cadherinas (20). 
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La capacidad de generar metástasis es lo que lleva generalmente al organismo a la 

muerte (43) . 

4.2. QUIMIOTERAPIA DEL CÁNCER. 

A través de la quimioterapia las enfermedades neoplásicas malignas son tratadas y en 

muchos casos son curables (57). Existen muchos tipos de neoplasias y una amplia gama 

de medicamentos para su tratamiento. Para los diversos tipos de cáncer la quimioterapia 

puede ser curativa o paliativa (las seilales y los síntomas de la enfermedad son 

parcialmente abatidos por periodos de meses a aflos). En la actualidad los fármacos 

anticancerígenos tienden a utilizarse en una fase más temprana del tratamiento, a 

menudo junto con radiación y cirugía. Es en esta etapa cuando los tumores tienen 

mayores probabilidades de desaparecer y el paciente tiene mayor capacidad para 

soportar el tratamiento (21). 

Los fármacos citotóxicos actúan sobre células en proliferación (sin embargo no todos lo 

hacen), por lo que se formuló la hipótesis de que los tumores con alta división celular 

son más susceptibles al tratamiento, al igual que los tejidos sanos con alto recambio, 

como la piel, médula ósea, folículos pilosos y epitelio (12). Pero lo anterior no es cierto 

para todos los casos, ya que algunos tumores de alta proliferación son insensibles al 

tratamiento y algunos de lento crecimiento son sensibles a éste (7, 19. 70). Si bien se pensó 

que la forma en que los fármacos citotóxicos disminuían el tamaño del tumor era por 

necrosis (70), la evidencia actual seilala que es la muerte celular programada (apoptosis) 

es el mecanismo responsable por el que las células tumorales mueren (29, 32,53, 62), aunque 

algunos fármacos inducen necrosis a concentraciones elevadas y apoptosis a 

concentraciones bajas. 
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Algunos de estos fármacos actúan sobre una fase específica del ciclo celular; por 

ejemplo, la vincristina, la vinblastina y el paclitaxel son específicos de la fase M; el 

metotrexato, 5-fluorouracilo e hidroxiurea son específicos de la fase S y el cisplatino, 

los agentes alquilantes, análogos y antagonistas hormonales no son específicos de 

alguna de las fases debido a que causan dailo inespecífico al ADN o a que inhiben la 

síntesis de proteínas necesarias para la proliferación (12). 

4.3. MECANISMO DE ACCIÓN DE FÁRMACOS ANTINEOPLÁSICOS 

Los fármacos utilizados en la terapia contra el cáncer poseen diversos mecanismos de 

acción, debido a la variedad de sus blancos moleculares; por lo tanto, las estructuras 

químicas son de lo más diversas. 

a) Agentes alquilantes: Estos compuestos marcaron el inicio de la quimioterapia 

contra el cáncer con el uso de las mostazas nitrogenadas. Las mostazas 

nitrogenadas reaccionan sobre los nucleófilos celulares y en el ADN, 

principalmente sobre la posición 7 de la guanina; los agentes alquilantes 

bifuncionales causan una unión de tipo covalente entre las dos cadenas del 

ADN. Aunque estos fármacos no actúan sobre una fase específica del ciclo 

celular, se observa mayor sensibilidad al final de la fase G I Y en la fase S. 

Ejemplos de este tipo de fármacos son el c1orambucil, busulfán y mitomicina C 

(23) 

b) Antimetabolitos: Estos agentes interfieren con el metabolismo de purinas y 

pirimidinas causando una disminución en la reserva de nucleótidos; en este 

grupo se incluyen los análogos del folato, de aminoácidos, de purinas y 

pirimidinas que participan en la biosíntesis de las bases nitrogenadas del ADN. 
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Actúan en la fase S del ciclo celular. Un ejemplo de análogo del folato es el 

metotrexato, de las pirimidinas es el 5-fluorouracilo, de las purinas la 6 

mercaptopurina y de los aminoácidos la azaserina (23). 

c) Inhibidores de las topoisomerasas l y 11: Estos fármacos estabilizan la unión de 

un complejo de topoisomerasa l ó 11 con el ADN causando rupturas de una o las 

dos hebras dependiendo de la enzima de que se trate. Estos inhibidores actúan 

en las fases S y G2. Ejemplos de inhibidores de la topoisomerasa l son la 

camptotecina y de la topoisomerasa 11 el etopósido y el tenopósido. (23). 

d) Antibióticos antitumorales: Provienen de microorganismos del género 

Streptomyces y presentan la característica de intercalarse entre las bases 

nitrogenadas del ADN de forma horizontal debido a fuerzas de Van der Waals, 

puentes de hidrógeno e interacciones iónicas; esto causa la inhibición de la 

síntesis de ARN y ADN. Además, algunos presentan la propiedad de formar 

radicales libres de oxígeno que originan la ruptura de las cadenas de ADN. 

Ejemplos de este tipo de fármacos son la actinomicina 0, la daunorrubicina y las 

bleomicinas A2 y 82 (12,23). 

e) Inhibidores de la mitosis: En este grupo se incluyen a los alcaloides de la vinca, 

vinblastina y vincristina, la podofitotoxina y el paclitaxel; estos compuestos se 

unen a la tubulina y evitan su polimerización deteniendo a las células en 

metafase (23). 

f) Agentes hormonales: Útiles en el tratamiento de cáncer dependiente de 

hormonas como el de mama, próstata y cérvix. Estos fármacos se unen al 

receptor de hormonas esteroides y promueven su migración al núcleo. Ejemplos 

de este tipo de fármacos son el tamoxifen y la nafodixina (23). 
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g) Otros: En este grupo se incluyen fármacos con diversos mecanismos de acción 

como el cisplatino que forma aductos con el ADN, la procarbazina que no posee 

un mecanismo de acción claro y la L-asparaginasa que hidrolizala asparagina 

(23) 

4.4. APOPTOSIS 

La muerte apoptótica es un evento natural que tiene lugar durante el desarrollo 

embrionario y es parte de un proceso de eliminación de células en organismos maduros, 

presentándose en el caso de diversas patologías como las enfermedades 

neurodegenerativas. Las células apoptóticas presentan una serie de cambios 

morfológicos y bioquímicos que resultan de una serie de eventos controlados 

genéticamente. En el nemátodo Caenorhabditis elegans se han identificado más de 10 

genes que regulan la muerte apoptótica observada durante el desarrollo de este 

organismo. En tres de estos genes se han identificado homólogos en mamíferos: los 

genes proapotóticos ced-3 y ced-4 y el gen antiapoptótico ced-9 (JO). 

En mamíferos, los homólogos de los genes ced-3 y ced-9 son proteasas, miembros de la 

familia de las caspasas y BcI-2 respectivamente, mientras que ced-4 corresponde a la 

proteína Apaf-I que recluta caspasas al complejo de muerte. Las caspasas son 

componentes claves del proceso apoptótico y forman parte de la cascada proteolítica 

responsable de la degradación de proteínas celulares específicas (66). 

También existen moléculas que inhiben la muerte apoptótica por mecanismos distintos a 

los que sigue ced-3 y BcI-2, como las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), 

caracterizadas primero en baculovirus de insectos, habiéndose ya identificado de sus 
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homólogos en mamíferos. Se sabe que estas proteínas interactúan con las caspasas 

inhibiendo su activación a diferentes niveles (10). 

4.5. BÚSQUEDA DE NUEVOS FÁRMACOS. 

La puesta en el mercado de un nuevo medicamento precisa cubrir una nueva serie de 

etapas que de forma esquemática podrían resumirse en: 

a) Búsqueda de modelo 

b) Manipulación del modelo 

c) Determinación de formas farmacéuticas y dosificación. 

La búsqueda de modelo o "cabeza de serie" supone encontrar una actividad biológica 

nueva en un compuesto químico. Se trata, en consecuencia, de encontrar nuevas 

estructuras que puedan servir como punto de partida para su modificación estructural, 

ante el hecho de que el nuevo compuesto no tiene porqué ser el mejor de los posibles 

que se puedan preparar (manipulación del modelo) (4). 

Puesto que existe una gran probabilidad de que una molécula obtenida por modificación 

de otra con actividad conocida presente propiedades útiles, el método de variación 

estructural es más racional y productivo que el ensayo de compuestos naturales o de 

síntesis seleccionados al azar. Además, presenta también ventajas de tipo económico, ya 

que tanto los métodos de síntesis como los de ensayos farmacológicos de los análogos 

serán similares a los de los compuestos de referencia (4). 

Algunos de los criterios para la selección de los compuestos de interés son: 

a) Apertura o cierre de anillos. Se conocen numerosos ejemplos en los que este 

método se ha usado para estudiar la conformación activa de ciertos 
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neurotransmisores o fármacos diseñando análogos rígidos o semirrigídos de los 

mIsmos. 

b) Introducción de enlaces múltiples. La introducción de un enlace doble o triple 

puede alterar tanto la forma de una molécula como sus propiedades fisico­

químicas; por ello es frecuente que esta clase de modificaciones produzca 

variaciones en el tipo de actividad farmacológica. 

c) Homología. Un homólogo de un determinado compuesto es el análogo que 

resulta de la adición de un carbono a la cadena o anillo original. Un cambio de 

este tipo suele ir acompañado por un incremento de Iipofilicidad (4). 

Actualmente los productos naturales de origen vegetal son una excelente opción para 

satisfacer la demanda de fármacos en el mercado mundial (35); prueba de ello es el Taxol 

(Paclitaxel). El taxol (paclitaxel) es un diterpeno aislado originalmente del árbol Taxus 

brevifolia con un rendimiento del 0.007 %, por ese motivo se prefirió la semisíntesis a 

partir de metabolitos secundarios de Taxus baccata Unnaeus y de Taxus waljichiana 

Zuccarini (44). La primera muestra pura de este compuesto se obtuvo en 1966 y la 

estructura se reportó en 1971 (60). El taxol está indicado en el cáncer de ovario, de 

mama, de células no pequeñas de pulmón, de esófago, de vejiga, de endometrio, de 

cérvix, de linfoma y de sarcoma de Kaposi ( 15.44). 

Este fármaco es un inhibidor de la mitosis y causa la estabilización de los microtúbulos 

(56); esta estabilidad se da por la unión del paclitaxel a la unidad ~ del dímero de tubulina 

y los aminoácidos ~1-31 y ~217-233 son importantes para la unión. Los efectos 

celulares del paclitaxel son dosis y tiempo dependientes y éstos son: inhibición de la 

proliferación, centrosomas mitóticos con arreglos de microtúbulos no asociados con el 
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centrómero, incremento en la concentración de tubulina posiblemente por la inducción 

de la expresión de ésta, resistencia a la despolimerización y apoptosis (51). 

Los efectos adversos de este medicamento incluyen mielosupresión, neuropatía, fatiga, 

alopecia, diarrea y toxicidad de mucosas, piel y uñas (15). El paclitaxel, además, tiene 

propiedades similares a las endotoxinas que estimulan la síntesis de citocinas 

pro inflamatorias y del radical óxido nítrico en macrófagos. Por otro lado, las xantonas 

de origen natural se han postulado como potenciales agentes quimioterapéuticos en 

contra del cáncer debido a las actividades citotóxicas que presentan, (42) y a la inducción 

de la respuesta apoptótica que presentan en líneas celulares tumorales humanas (35). Sin 

embargo, debido a que las xantonas de origen natural son relativamente limitadas en el 

tipo y posición de sustituyentes impuestas por las rutas biosintéticas, la síntesis de 

nuevos compuestos puede aumentar las posibilidades de incorporar sustituyentes en 

diferentes posiciones y de diferente naturaleza alrededor del núcleo base de las 

xantonas; con ello crecen las posibilidades de encontrar compuestos que tengan una 

mayor actividad citotóxica en líneas celulares tumorales (42). 

Existen reportes en la literatura que señalan cómo la naturaleza de los sustituyentes 

influye en la proliferación de células tumorales in vitro. Cuando existe un cambio 

estructural en un compuesto biológicamente activo, se genera una variación de las 

características fisicoquímicas del mismo compuesto, como un incremento en la lipofilia 

(4) lo cual resulta de especial interés si este compuesto presenta una baja absorción, sin 

embargo dependiendo del tipo de sustituyentes y de la posición en la molécula la 

actividad biológica tambien se modifica. 
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4.6. Guttiferae. 

Los productos naturales de origen vegetal ofrecen una amplia variedad de compuestos 

bioactivos los cuales podrían satisfacer fácilmente la demenda de fármacos 

antitumorales (35). Désde que las xantonas han sido aisladas e identificadas en la familia 

Guttiferae, se ha puesto especial atención en los sustituyentes químicos que contiene su 

estructura base (14). Las xantonas preniladas y los compuestos relacionados 

estructuralmente, las benzofenonas, exhiben un amplio rango de actividades biológicas 

y farmacológicas potenciales como son: antimicrobianos, antioxidantes, 

antintlamatorios, inhibidores de la monoamino oxidasa y citotoxicidad, entre otros (14). 

La familia Guttiforae es una fuente importante de metabolitos secundarios; por ejemplo, 

Rukachaisirikul y col. (48) reportaron la existencia de nueve xantonas conocidas como 

nigrolinxantonas (A-I) provenientes de Garcinia nigrolineata donde la estructura de 

estos compuestos presenta un patrón de hidroxilación en las posiciones 1, 3,4,6 Y 8. De 

manera similar se ha encontrado en esta misma especie la existencia de otras dos 

nigrolinxantonas así como algunos tlavonoides y quinonas. 

La diversidad de xantonas sustituidas presentes en algunas especies, pone de manifiesto 

la amplia gama de sustituyentes que puede exhibir el núcleo base de las xantonas y, 

además, evidencía su distribución en la familia Guttiferae. Por ejemplo Zhang (76) 

determinó que los extractos de la especie Garcinia hurburyi contienen entre otros 

compuestos ácido gamboico. Dentro de los compuestos más ampliamente estudiados 

está la mangostina, compuesto aislado de la especie Garcinia mangostana como uno de 

los constituyentes más activos (37). Adicionalmente, la especie Garcinia xanthochymus 

es una fuente importante de 1, 3, 5, 6-tetrahidroxi-4,7,8-tri(3-metil-2-butanil) xantona 

(13). Por otro lado para el caso de la especie Garcinia multiflora se ha llevado a cabo el 
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aislamiento y la caracterización de nuevos compuestos derivados de las xantonas, como 

4,6,4' -trihidroxi-2,3' -dimetoxi-3-preni lbenzofenona 

trimetoxixantona (14). 

y la 3,8-dihidroxi-2.4.6-

Para esta misma familia se ha demostrado que los extractos de Calophyl/um brasiliense 

así como los de Garcinia intermedia, ambas especies distribuidas en el sur de México y 

América Latina, presentan una amplia gama de metabolitos potencialmente activos, 

como son: guttiferona A, 8-desoxi gartanina, amentoflavona, garcinoxantona B para el 

caso de Garcinia intermedia y Jacareubina, 6-desoxijacareubina, xantona V y Xantona 

VI en el caso de Calophyl/um brasieliense. Alrededor de los compuestos fenólicos en la 

familia Guttiferae, las benzofenonas preniladas son conocidas por su amplia 

distribución en el género Garcinia. además de demostrar in vitro su actividad citotóxica 

causada por la inducción de la respuesta apoptótica, por lo tanto los derivados de las 

benzofenonas son considerados potenciales candidatos en el desarrollo de fármacos 

anticancerígenos (35). 

Se ha reportado la actividad citotóxica de algunos derivados de las benzofenonas como 

el garcinol, isogarconol y xantoccionol en líneas de leucemia humana (NB4, HL60, 

U937 y K-562), a través de la técnica de exclusión de azul tripano. La actividad de 

dichos compuestos sugiere estar mediada por la inducción de la respuesta apoptótica 

como lo demuestran los resultados de fragmentación del ADN, activación de la caspasa 

3 y liberación del citocromo C (35). Con la finalidad de demostrar cómo estos 

constiuyentes del género Garcinia pudieran llegar a ser potenciales agentes 

quimiopreventivos en contra de distintos tipos de cáncer, se han llevado a cabo 

distintos esfuerzos; por ejemplo Ito y col. (26) llevaron a cabo el aislamiento y la 
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caracterización estructural de las fuscaxantonas (A-H) provenientes de la especie 

Garcinia fusca; todas estas nuevas xantonas presentan un grupo prenilo alrededor de la 

estructura base de las xantonas, además de reportar los efectos inhibitorios inducidos a 

través del virus Epstein-Barr en células Raji. Por otra parte, algunos compuestos 

citotóxicos que tambien han sido aislados del género Garcinia, en particular de la 

especie Garcinia macrophyl/a y que han demostrado actividad citotóxica se encuentra 

la gutitiferona B con una ICso de 6.8 JlglmL en células tumorales de ovario. 

Por otro lado, Ito y col. (26) han reportado el aislamiento de benzofenonas polipreniladas 

provenientes de Garcinia assigu y sus potenciales actividades quimoterapéuticas en 

contra del cáncer; estos estudios señalan además que, la presencia de un grupo prenilo 

en diferentes xantonas resulta sumamente importante para que estos compuestos puedan 

ejercer su efecto. Adicionalmente, se ha demostrado cómo la ciclización del grupo 

isoprenilo en estructuras de benzofenonas y xantonas resulta indispensable para 

exacerbar la respuesta citotóxica. 

4.7. COMPOSICIÓN DE LA MADERA Y SUS METABOLITOS 

La madera está constituida principalmente por tres polímeros: celulosa, hemicelulosa y 

Iignina, los cuales le confieren su estructura y propiedades. De estos, el más importante 

es la celulosa (35-45 %), la cual es un polímero lineal de unidades de anhidro-D­

glucopiranosa con enlaces ~- I-4-glucosídicos. Estas cadenas de celulosa constituyen 

microfibrillas, formando así el esqueleto de la madera. La hemicelulosa es el polémero 

menos abundante y es un polisacárido constitiudo por azúcares como xilosa, glucosa, 

manosa, galactosa y arabinosa. Estos polímeros son ramificados. La lignina está 

presente en la madera en una proporción de 15 a 35 % y es un polímero amorfo. 
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Además de estos polímeros estructurales se encuentran otros compuestos que no forman 

parte de la estructura de la madera, como son carbohidratos simples, almidón, elementos 

minerales y metabolitos secundarios o extractivos. El término extractivo incluye una 

gran variedad de compuestos químicos, tanto primarios como secundarios. Entre los 

primarios se encuentran los Iípidos, ácidos grasos, etc. Entre los secundarios están los 

tlavonoides, isotlavonoides, lignanos, triterpenos, cumarinas, xantonas, compuestos 

aromáticos y aceites volátiles. Cabe señalar que las especies de madera difieren mucho 

en cuanto al tipo y cantidad de compuestos extractivos que tienen. También existe una 

considerable variación en la distribución de los compuestos extractivos de la madera de 

árboles individuales. Los extractivos no forman parte de la estructura de la pared celular 

y constituyen entre el 3 y 4 % de la masa seca de la madera y en algunas especies 

tropicales hasta un 25 %. Son los extractivos los principales responsables de impartir a 

la madera olores característicos. 

Las plantas poseen dos tipos de metabolismo: el primario y el secundario. En el primero 

se sintetizan compuestos como aminoácidos, glucósidos, nucleótidos, Iípidos, etc. En el 

segundo se sintetizan compuestos como alcaloides, tlavonoides, xantonas, terpenos, etc. 

Los metabolitos primarios son importantes para las funciones celulares y a partir de 

estos compuestos, se producen los llamados metabolitos secundarios. Estos diversos 

compuestos están ampliamente distribuidos en la naturaleza, especialmente en el reino 

vegetal, se calcula que existen alrededor de 30 000 diferentes compuestos. 

Muchos de los metabolitos secundarios se limitan a especies o subespecies únicas, 

variando en tipo o cantidad de estos; por consiguiente, una evidencia de la relación 

taxonómica de algunas especies es a través de los metabolitos secundarios que poseen. 
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Actualmente se ha detenninado que los metabolitos secundarios tienen un propósito 

ecológico y un significado evolutivo, ya que están estrechamente involucrados en las 

complejas interacciones ecológicas entre plantas y otros organismos. Una de estas es la 

defensa química contra patógenos y herbívoros. De esta fonna se piensa que las plantas 

producen diversos metabolitos secundarios como medio para repeler a sus 

depredadores, ya sea por su sabor, su olor o su toxicidad, de tal fonna que pueden 

causar trastornos al depredador o inclusive la muerte del mismo. 

Los metabolitos secundarios se pueden encontrar casi en todos los tejidos vegetales; en 

los tejidos leñosos son muy abundantes y presentan una gran diversidad estructural así 

como una gran diversidad de actividades fannacológicas. Se ha demostrado que algunas 

de estas sustancias poseen propiedades citototóxicas como las benzofenonas y xantonas, 

incluyendo a aquellas xantonas sustiuidas (Figura No. 1). 
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Figura No. l a) Estructura básica de las Xantonas. Sustituyentes más comunes de las 
xantonas b) isoprenilo (2,2-dimetilalil) c) Sustituyente de cromeno producto de la 
ciclación del isoprenilo con un OH fenólico de la xantona. 

Algunos metabolitos secundarios pertenecientes a la familia GU/liferae y que han sido 

tema de profundas investigaciones incluyen ~-sitosterol (Figura No. 2), Jacaurebina 
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(Figura No. 3), 6-dehidroxijacaurebina (Figura No. 4), guanidina (Figura No. 5), 

isoguanidina (Figura No. 6), cicloguanidina (Figura No. 7). 

HO 

Figura No. 2 Estructura del ~-sitosterol. 
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HO 
OH 

Figura No. 3 Estructura de la Jacaurebina. 
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Figura No. 4 Estructura de la 6-desoxijacaurebina. 
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Figura No. 5 Estructura de la Guanidina. 
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Figura No. 7 Estructun. .nidina. 

En la familia Guttiferae se ha descubierto una amplia distribución de xantonas en 

diversas especies propias de esta familia; en el caso particular de la especie 

Calophyllum brasiliense ya han sido aisladas y caracterizadas algunas como la 6-

desoxijacuberina conocida como xantona 1; 1,5-dihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-3-

metoxixantona conocida como xantona 11 ; jacuberina conocida como xantona I1I; 1,3,5-

trihidroxi-2-(3 ,3-dimetilalil)-xantona conocida como xantona IV; 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-

(3,3-dimetilalil)-xantona conocida como xantona V (Figura No. 8). Cabe mencionar que 

ya ha sido evaluada la actividad citotóxica de algunas de estas xantonas en líneas 

celulares tumorales con la técnica de SRB (17), y con MTI en las líneas K562, MCF-7, 

HeLa, Calo, C-33, SW480, SW620 comprobandose su actividad citotóxica y siendo la 

xantona I1I, la de mayor actividad, por ello es que estos compuestos ofrecen una 

alternativa como agentes potenciales antitumorales. 
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Figura No. 8 Estructuras de xantonas naturales aisladas de C. brasiliense. 

4.8. Calophyllum brasiliense. 

Este es un árbol caducifolio con una altura aproximada de 40 a 50 metros y con un 

diámetro promedio de 1.80 m cerca de su base. El tronco es derecho, con ramas 

ascendentes, copa redondeada y densa. Pertenece a la familia Guttiferae la cual incluye 

alrededor de 1000 especies confinadas principalmente a los trópicos. Esta familia está 

constituida por 6 subfamilias. Una de estas Calophylleae, a su vez está agrupada en 3 
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géneros incluyendo Calophyllum. El género está constituido por aproximadamente 130 

especies. 

C. brasiliense se distribuye en América latina desde el sur de México, incluyendo 

Centroamérica, las Antillas y hasta el noroeste de Sudamérica; en está última región se 

han encontrado reportes de la existencia de esta especie en el Ecuador, Colombia, 

Venezuela, Guyana, Oeste de Brasil, Bolivia y Perú. En México se encuentra en las 

vertientes del Golfo y del pacífico. En la primera desde el sur de Veracruz y hasta la 

península de Yucatán, abarcando Tabasco, norte de Chiapas, Campeche, Yucatán y 

Quintana Roo. En la segunda se localiza desde Nayarit hasta la zona costera y depresión 

central de Chiapas, pasando por Jalisco, Colima, Michoacán, Guerrero y Oaxaca. La 

madera de esta especie se considera de muy buena calidad y es empleada para la 

fabricación de vigas, duelas, mangos para herramientas, triplay, muebles finos, puertas, 

entre otros. 

Estudios tltoquímicos previos indican que el género Calophyllum es una fuente rica en 

metabolitos secundarios tales como xantonas, neotlavoides, cumarinas, benzopiranos, 

triterpenos y esteroides (46). Los estudios químicos realizados sobre la madera de C. 

brasiliense originaria de Brasil indica que contiene principalmente xantonas y 

triterpenos.Dentro de los metabolitos propios de esta especie, las xantonas se forman 

por ciclación de las benzofenonas resultando de la adición de unidades de malonil CoA 

sobre un precursor en C6-C" un ácido benzoico proveniente del fraccionamiento de un 

ácido cinámico. Aunque no se encuentran del todo estudiadas se conoce que algunas de 

ellas como las geninas son inhibidoras del sistema de la monoamino oxidasa y 

estimulantes del sistema nervioso central; algunas xantonas son fungicidas y potentes 
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antibacterianos, varias mas, inhiben la agregación plaquetaría y otras como la 

mangostina son potentes antiinflamatorios (8). 

4.9. BIOSÍNTESIS y SÍNTESIS DE LAS XANTONAS. 

Generalmente las xantonas se forman por ciclación de las benzofenonas, producto de la 

adición de unidades carbonadas (malonil CoA) sobre un precursor en C6-C 1(Figura No 

9), un ácido benzóico proveniente del fraccionamiento de un ácido cinámico. 
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Figura 9. Origen biosisntético de las xantonas. 
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Actualmente se ha considerado que dentro de los métodos para llevar a cabo la síntesis 

de las xantonas se incluye la vía de la benzofenona (Figura No 10, 1) y la vía de los 

intermediarios del diaril-éter (Figura No. lO, 11). En el método clásico para la obtención 

de las xantonas estas son obtenidas a través de la condensación entre el ácido benzóico 
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ortooxígenado y un fenol activado en un medio con cloruro de zinc y oxicloruro de 

fósforo (Figura No. 10, A). Los intermediarios derivados de la benzofenona (Figura No. 

10,1) son también accesibles a través de una condensación por acilación de Friedel­

Crafts a través de un cloruro de benzoil apropiadamente sustituido con derivados 

fenólicos (Figura No. 10, B). Por otro lado el método de la benzofenona involucra la 

ciclización de las benzofenonas 2,2' -dioxigenadas a través de un proceso oxidativo o de 

sutracción de hidrógenos (Figura No. 10, C). El método diaril fue propuesto por un 

intermediario de bifenil-éter (Figura No. lO, 11) con la formación de un anillo por la 

conversión en un solo paso a través de la diisopropilamida de litio (Figura No. 10, D) o 

por un cloruro de acetilo (Figura No. 10, E) (42). 
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Figura No. 10. Métodos generales de síntesis de las xantonas (Pedro y col. 2002). 

4.10. XANTONAS CITOTÓXICAS. 

Las xantonas pueden presentar una amplia variedad de sustituyentes alrededor de su 

núcleo base, ya sea aislados de productos naturales o bien, a través de síntesis química. 

Dentro de este grupo de xantonas sustituidas se ha reportado que, aquellas que 

presentan como sustituyente grupos prenilo e hidroxilo demuestran una mayor actividad 

citotóxica en líneas celulares tumorales. Por ejemplo, Sordat-Diserens y col. (58) 

demostraron la existencia de la xantona prenilada conocida como 4-(3 ',7' -dimetilocta-

2' ,6' -dienil)-I , 3, 5-trihidroxi-9H-xanton-9-ona (Figura No. 11), obtenida de un extracto 

de la especie Garcinia livingstonei de la familia Guttiforae y los experimentos de 
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citotoxicidad en células SW480 y SW680 determinaron la IC50 en 1.S flM y 12.8 f.LM 

respectivamente. 

o OH 

Figura No. 11. Estructura de la 4-(3',7' -dimetilocta-2' ,6' -dienil)-I ,3,S-trihidroxi-9H­
xanton-9-ona aislada de Garcinia Iivingstonei. 

Dentro de la misma familia (Gulliferae), se ha encontrado una gran diverisidad de 

xantonas potencialmente citotoxicas como el caso de la tropezifolixantona y la 

manglexantona (Figura No. 12) ambos compuestos provenientes de la raíz de Tovomita 

brevistaminea, especie distribuida en Brasil. Estos dos compuestos demostraron poseer 

una actividad citotóxica en células KB con una IC50 de 10.0 y 4.6 flM respectivamente 

(54.55 ) 

OH 

HO 

MeO 

Figura No. 12. Estructura de la tropezifolixantona y la manglexantona aisladas de 
Tovomita brevistaminea. 
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Por otro lado Ho y col. (25) aislaron y caracterizaron seis xantonas provenientes de 

Garcinia mangostana donde al menos una de ellas, la garcinona E, resultó poseer una 

actividad citotóxica importante en un panel de catorce líneas celulares tumorales 

incluyendo cinco líneas celulares de carcinoma hepatocelular, este compuesto exhibe un 

patón de sutitución de grupos prenilo en las posiciones 2,5 y 8 además de un patrón de 

hidroxilación en las posiciones 1, 3, 6 y 7 (Figura No. 13). Sus experimentos 

evidenciaron entonces que, las líneas más sensible fueron HCC36 y NUGC-3 con una 

IC50 de 4. I ¡lM y 0.4 ¡lM respectivamente. 

HO 

HO OH 

Figura No. \3 Estructura de la garcinona E proveniente de Garcinia mangostana. 

Posteriormente Pedro y col. (42) estudiaron el efecto de veintisiete xantonas en el 

crecimiento de tres líneas celulares tumorales (MCF-7, TK-IO, UACC-62) y observaron 

que la naturaleza de los sutituyentes alrededor del núcleo base de las xantonas poseía un 

efecto significativo sobre la proliferación en dichas líneas, además, demostraron que los 

compuestos 1,2-dihidroxixantona, 3,4-dihidroxixantona y 2,3-dihidroxi-4-

metoxixantona fueron las más activas en la línea UACC-62 . Entre otros estudios Odile 

Tholson y col. (40) llevaron a cabo el aislamiento y ensayos de citotoxicidad para seis 

xantonas preniladas provenientes de Garcinia bracteata y afirmaron que todos las 
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xantonas eran altamente citotóxicas cuando fueron probadas en la línea celular KB 

siendo la bratactina el compuesto más activo con una IC50 de 1.4 )!M (Figura NO.14 ). 

OH 

Figura No. 14 Estructura de la bratactina proveniente de Garcinia bracteata. 

Análogamente Seo y col. (54,55) también encontraron que las xantonas aisladas 

provenientes de Cratoxylum sumatranum, especie perteneciente a la familia Guttiferae, 

presentaron actividad citotóxica en la línea celular KB, donde el compuesto más activo 

reportado fue la 1, 3, 5, 7-tetrahidroxi-2,8-diisoprenilxantona conocida también como 

cratoxiarborona B (Figura No. 15) con una IC50 de 2.5 )!M, Resulta evidente que, tanto 

el patrón de hidroxilación como de los grupos prenilo alrededor de la estructura base de 

las xantonas es determinante para exhibir una alta actividad citotóxica. 

Ha 

OH 

Figura No. 15 Estructura de la cratoxiarborona B, proveniente de Craloxylum 
sumalranum. 
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Allanbackiafloribunda es una especie que también perteneciente a la familia Guttiferae 

y se encuentra ampliamente distribuida en las costas del oeste de África, los extractos 

obtenidos de diversas partes de la especie han sido utilizados en países como Camerún, 

Gabón y Congo para el tratamiento de padecimientos múltiples, entre estos la disentería 

y diarrea. Nkengfack y col. (39) determinaron que, uno de sus componentes principales 

la 1, 3, 5-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-4-(I, l-dimetilprop-2-enil) xantona 

denominada allanxantona A (Figura No. 16) poseía actividad citotóxica en la línea 

celular KB, revelando una ICso de 41.5 11M. 

Figura No. 16 Estructura de la 1, 3 ,5-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-4-( 1, 1-
dimetilprop-2-enil) xantona (allanxantona A). 

Aunado a estos estudios podemos mencionar otras xantonas citotóxicas como la 1,8-

dihidroxi-3-(3, 7-dimetil-7-metoxi-octa-2-eniloxi)-6-metilxantona (Figura No. 17) 

aislada de Vismia guineensis (6) o la a-mangostina (Figura No. 18) asilada de Garcinia 

mangostina la cual reportó una IC50 de lO ¡lM en células de leucemia (34). 

Me o~ 
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Figura No. 17 Estructura de la l ,8-dihidroxi-3-(3, 7-dimetil-7-metoxi-octa-2-eniloxi)-6-
metilxantona proveniente de Vismia guineensis. 

OH 

Figura No. 18 Estructura de la a-mangostina asilada de Garcinia mangostina. 

4.11 . INDUCCIÓN DE APOPTOSIS POR XANTONAS 

Muchos nuevos compuestos catalogados como posibles agentes quimioterapéuticos en 

contra de diversos tipos de cáncer han demostrado llevar a cabo su acción a través de la 

respuesta apoptótica (74). La apoptosis de las células tumorales es provocada por una 

variedad de factores intra y extracelulares incluyendo citocinas, genes supresores 

tumorales, oncogenes, radiación y fármacos anticancerígenos (35). 

La apoptosis es un proceso altamente organizado donde la célula muere y presenta 

características que le permite ser diferenciada de otros tipos de muerte, como son: la 

disrupción del citoesqueleto, modificación de la membrana celular, alteración nuclear 

(condensación de la cromatina y fragmentación internucleosomal del ADN), 

alteraciones de volumen celular, la pérdida del potencial de membrana, la activación de 

la caspasa 3, entre otras características propias de este tipo de muerte (74). La señal 

apoptótica así como la ejecución del programa de muerte requiere de la activación de 

una serie de caspasas (proteasas específicas de cisteinil-aspartato), su activación 

involucra un proceso proteoIítico entre los tres dominios que conforman a estas enzimas 
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y es la activación de la caspasa tres la que es considerada como el principal efector de la 

apoptosis (35). 

Se han encontrado reportes en la literatura que señalan cómo algunas xantonas median 

su actividad citotóxica a través de la activación del programa de muerte; diversos tipos 

de experimentos han reiterado algunas de las características de la apoptosis. 

Específicamente en la familia Guttiferae, la evidencia señala a la apoptosis como el 

proceso por el cual las células cancerígenas mueren después de ser expuestas a xantonas 

aisladas de especies propias de esta familia (41). 

La gaudichaudiona A (Figura No. 19.1) una xantona prenilada citotóxica obtenida de la 

especie Garcinia gaudichaudii presentó un efecto inhibitorio en células Jurkat de 

leucemia y se registró una variedad de eventos apoptóticos que llevó Wu y col. (74) a 

plantear que dicho compuesto ejerce su efecto a través de la inducción de la apoptosis. 

Otro caso similar se encontró en la especie Garcinia mangostana, esta se distribuye en 

el sureste de Asia, los estudios fitoquímicos han indicado la presencia de una amplia 

variedad de metabolitos activos, entre estos se encuentran las xantonas preniladas. El 

aislamiento, la caracterización así como los ensayos de citotoxicidad en diferentes líneas 

celulares tumorales humanas (K562, NB4, U937, HL60) para otra xantona conocida 

como ~-mangostina (Figura No. 19.2) contenida en la misma especie Garcinia 

mangostana, llevaron a Matsumoto y colaboradores en el 2003 (35) a demostrar la 

inducción de la apoptosis en una línea de leucemia humana (HL60) después de un 

periodo de 72 horas de exposición. 
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Figura No. 19 Estructuras de la gaudichaudiona A (1) Y u-mangostina (2). 
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Los experimentos de fragmentación intemucleosomal del ADN en ensayos de 

electroforesis, la activación de la caspasa 3 revelada a través de Westem blot, la pérdida 

del potencial de membrana mitocondrial por la apertura de canales iónicos así como la 

exposición de la fosfatidil serina en la membrana celular son solo algunos ejemplos de 

los experimentos que se han llevado a cabo para indicar como estas dos xantonas 

inducen una respuesta apoptótica en las líneas celulares tumorales. Aunado a estos 

estudios, cabe mencionar que los efectos inhibitorios en la topoisomerasa 1, la 

esfingomielinasa ácida y la Ca2
+ -ATPasa registrados para la u-mangostina, forman parte 

de la evidencia para demarcar a este tipo de compuestos como potentes inductores de la 

apoptósis (35). Estas observaciones y algunos otros estudios que se realizan actualmente, 

ayudaran a elucidar el mecanismo preciso por el cual estas xantonas propician la 

activación del programa de muerte. 

4.12 TÉCNICAS PARA MEDIAR VIABILIDAD CELULAR 

Los métodos para medir la viabilidad son diversos y pueden ser rápidos, generalmente 

basados en la integridad de la membrana celular por exclusión o captura de colorantes 
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(como el caso de la exclusión de azul de tripano o eritrosina, y la captura de 

diacetilfluoresceina) o por inclusión y retención de iones radiactivos eIC~+) (20). 

Los ensayos que se utilizan para medir la viabilidad después de la exposición de células 

a un compuesto citotóxico no pueden estar completamente basados en la integridad de 

la membrana puesto que estos ensayos se realizan a tiempos dónde las células muertas 

podrían haber desaparecido a causa de una ruptura. En su lugar se utilizan ensayos 

indirectos los cuales se clasifican en dos tipos, los metabólicos y los de sobrevivencia 

(20). Para el caso de los ensayos metabólicos, estos miden la capacidad de la célula de 

seguir realizando síntesis de ADN (que se puede medir utilizando timidina-3H), de 

proteínas (por el método colorimétrico de la sulforrodamina B, utilizando aminoácidos 

radiactivos) o midiendo la capacidad de realizar respiración aeróbica (ensayo del MTT). 

Los ensayos de sobrevivencia miden la capacidad de la célula de seguir proliferando 

después del tratamiento (ensayo clonogénico) (20). 

Estos ensayos in vitro presentan limitaciones debido a que la toxicidad que se mide es 

solo un evento celular ademas de ser sobrestimada en ocasiones y solo pueden ser 

extrapolados con precaución a situaciones in vivo. De los ensayos c1onogénicos se 

concluyó que estos no son específicos en predecir la utilidad de la radiación en los 

animales que poseían el tumor y se demostró que estos ensayos no son infalibles, pero 

eso no significa que el ensayo no es eficaz sino que es útil en ciertas condiciones (70) lo 

cual podría ser el caso para todos los métodos utilizados para medir la viabilidad 

celular. 

4. 13 TÉCNICA DEL MTT. 
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La técnica del MIT es una de las más utilizadas y provee una forma rápida y fácil de 

medir la viabilidad celular (11), se basa en la capacidad de las células viables de reducir 

el bromuro de 3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio (Figura No. 21) (MIT) 

soluble en agua y de color amarillo, a un compuesto insoluble en agua y de color 

púrpura (formazán del MIT) (Figura No. 22), de este modo la reducción del MIT es 

directamente proporcional a la cantidad de células viables (2,45), 

Utilizando homogeneizados de hígado de rata se descubrió que la reducción del MIT se 

lleva a cabo en la cadena respiratoria a nivel de la ubiquinona en conjunto con los 

citocromos b y c; a pesar de que no existe suficiente evidencia para afirmar que sea la 

mitocondria el único sitio donde se efectua la reducción del MIT, puesto que este 

compuesto también acepta electrones de substratos reducidos y coenzimas tales como el 

NADH Y NADPH (68). 

La técnica se utiliza principalmente para medir la viabilidad celular después de un 

tiempo de exposición a un compuesto con posible actividad citotóxica, para esto se 

agrega un número de células apropiado en placas de cultivo y cuando se alcanza la fase 

de crecimiento exponencial, se agrega el compuesto a las células, Al adicionar el MIT, 

se deben incubar las placas por lo menos cuatro horas para permitir la reducción del 

MIT de manera proporcional al número de células viables. 

El formazán formado se extrae de las células utilizando DMSO y se lee la absorbancia a 

540-570 nm. Aunque los solventes que se utilizan para disolver el formazan son varios 

(Hel en isopropanol 0.4 N, dimetilformamida, hexano, propilenglicol y DMSO), el 

DMSO es el más conveniente para este ensayo debido a que la extracción del formazán 

de las células es rápida y completa, ya que no se necesita un método de lisis, la solución 
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además es estable por más tiempo y la absorbancia obtenida con este disolvente es 

adecuada (2) . 

Figura No. 2\ Estructura química del Bromuro de 3-(4,5-dimetilazol-4-4)-2,5-
difeniltetrazolio. 

Figura No. 22 Reducción del MIT. La reducción se lleva acabo en el anillo tetrazolio 
el cual se abre y la amina cuaternaria se modifica a una amina terciaria (45). 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN 

5.1.1 OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO. 

El extracto metanólico fue obtenido de la madera del duramen de Calophy/lum 

brasiliense. La determinación del tipo de compuestos se realizó por comparación en 

c.c.f. con una muestra auténtica de Cbrasiliense colectada en la selva Lacandona, 

Chiapas. Los ejemplares de respaldo están depositados en el herbario del Instituto de 

Ecología de XaIapa (63). 

Se llevaron a cabo además otros 2 extractos en diclorometano-metanol de diferentes 

partes de C brasiliense, (corteza y hojas del árbol) con la finalidad de observar donde 

se presenta la mayor cantidad de metabolitos activos. Además se elaboraron dos 

extractos en dicrometano-metanol de Garcinia intermedia (aserrín del tronco y hojas 

del árbol). Todas estas muestras también fueron proporcionadas por el laboratorio 210 

del Instituto de Química (46). 

Los extractos fueron identificados como: 

Extracto A) corteza del tronco de Calopy/lum brasiliense. 

Extracto B) hojas del árbol de Calophy/lum brasiliense. 

Extracto C) aserrín del tronco Garcinia intermedia. 

Extracto D) hojas del árbol Garcinia intermedia. 

Estos extractos a pesar de que no fueron separados por métodos cromatográficos se 

probaron suponiendo una actividad citotóxica por la variedad de compuestos que 

presentan estas dos especies. 
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5. 1.2. EXTRACTOS A, B, C, D. 

Se utilizaron 51.70, 50.89, 51.71 Y 53.00 g de las muestras A, B, C, D. Dichas muestras 

fueron cortadas en pequeñas fracciones con la finalidad de aumentar la superficie de 

contacto entre el disolvente y la muestra para mejorar la extracción. Se realizaron 

extracciones a temperatura ambiente durante una semana con la mezcla de disolventes 

diclorometano- metanol (1: 1), posteriormente los extractos fueron concentrados al vacío 

en un aparato de rotación /evaporación (Büch). 

5.1.3 INSTRUMENTACIÓN Y CROMATOGRAFÍA. 

El extracto metanólico se separaró en sus diferentes componentes utilizando 

cromatografia en columna (c.c.) y cromatografia en capa fina (c.c.f.). En la separación 

cromatográfica se utilizó como absorbente gel de sílice 60 (Merk) y como eluyentes se 

emplearon disolventes orgánicos como hexano, acetato de etilo y metano!. Para realizar 

la cromatografia en capa fina se emplearon cromatofolios de sílica gel de 0.25 mm de 

espesor (Merck). La pureza de los compuestos así como el curso de las reacciones de 

acetilación y metilación fueron observadas por c.c.f. Como reveladores se utilizaron luz 

ultravioleta y una solución de sulfato cérico al 1% en ácido sulfúrico IN. 

El Rf (frente de referencia) de los compuestos aislados se determinó con la finalidad de 

identificarlos, donde el Rf se calculó de acuerdo a: 

Rf = (Distancia recorrida por el compuesto / Distancia recorrida por el 

disolvente). 
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Las constantes físicas y los datos espectrocópicos que sirvieron para la identificación de 

los compuestos aislados, fueron obtenidos como se indica a continuación: 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher Johns. 

Los Rf. Se identificaron en cromatofolios de fase normal, gel de sílice (Merck) 

con ayuda de referencias caracterizadas previamente (18). 

En el caso de los espectros de U.V. se utilizó una lámpara de rayos U.V. marca 

P. Elmer. 

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (HRMN) se realizaron 

en los espectrofotómetros Gemini 200 (200 MHz) y Varian Unity 300 (300 

MHz). 

5.1.4 AISLAMIENTO DE XANTONAS A TRAVÉS DE CROMATOGRAFÍA EN 

COLUMNA. 

Para el aislamiento de las xantonas se emplearon básicamente dos técnicas: 

- Cromatografía en columna 

- Recristalización por disolventes. 

En el primer caso, se empleó gel de sílice (1.0 Kg) en una columna de 1.5 m de altura y 

de 7 cm de diámetro. Para montar la columna con la gel de sílice y adicionar el extracto 

en la parte superior de la sílice se empleó hexano; de tal forma que la fase móvil 

primeramente fue hexano. 

Se colectaron 560 fracciones de 500 mL por cada una. A estas fracciones se les redujo 

el volumen en un aparato de rotación/evaporación hasta disminuir la cantidad del 

disolvente a 5 mL. Una vez que estas fracciones eran etiquetadas e identificadas se llevó 
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a cabo el monitoreo de lo compuestos eluidos a través de cromatografia en capa fina 

(fase normal) utilizando distintos sistemas de disolventes. 

En cada cromatoplaca se empleaban estándares de xantonas previamente identificadas y 

caracterizadas correspondiendo entonces con los siguientes compuestos: 

a) 13-sitosterol 

b) Xantona I 

c) Xantona III 

d) Xantona IV 

e) Xantona V 

f) Xantona VI 

5.1 .5. EXTRACTO METANÓLICO DE Calophyllum brasiliense. 

El extracto de Calophyllum brasiliense de carácter metanólico del cual se obtuvieron 

las xantonas, fue previamente preparado del duramen del mismo árbol, su identificación 

se realizó por comparación en c.c.f. con una muestra auténtica de C. brasiliense 

colectada en la selva Lacandona, Chiapas. Los ejemplares de respaldo están depositados 

en el Herbario del Instituto de Ecología A.e. de Xalapa (63). Se tomaron 74.1 g del 

extracto, se preabsorbieron en celita y se colocaron en una columna de vidrio empacada 

como ya se mencionó. 

Las fracciones 1-18 mostraron un Rf similar, se trataba de un líquido claro, translúcido, 

viscoso, de olor característico. Estos compuestos corresponden a sustancias altamente 

apolares que se cree, forman parte de algunos terpenos, sin embargo no han sido 

identificados plenamente. 
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En las fracciones 19-35 donde la fase móvil correspondió a una mezcla de Hexano -

acetato de etilo (9: 1), precipitó un sólido blanquecino el cuál fue identificado como ~ 

sitosterol con ayuda de la referencia del mismo compuesto en C.C.f. 

En las fracciones 36-137 eluídas con hexano - acetato de etilo (8:2), precipitó un sólido 

amarillo que fue identificado como mezcla de ~-sitosterol y xantona I a través de c.c.f. 

En las fracciones 138-227 eluídas con hexano - acetato de etilo (7:3), precipitó un 

sólido amarillo que fue identificado como una mezcla de las xantonas 111, IV y V a 

través de c.c.f. 

En las fracciones 228-341 eluídas con un sistema de hexano - acetato de etilo (1 : 1), 

precipitó un sólido amarillo que fue identificado como mezcla de las xantonas V y VI a 

través de C.C.f. 

En las fracciones 342-365 eluídas con un sistema de hexano - acetato de etilo (2:8) 

precipitó un sólido amarillo oscuro que contenía a la xantona VI, este compuesto fue 

identificado a través de c.c.f., punto de fusión y HRMN. 

Las fracciones 366-452 fueron eluídas con acetato de etilo, precipitó un sólido amarillo 

oscuro que además de contener a la xantona VI, se demostró en c.c.f. una variedad de 

otros compuestos que no han sido identificados. 
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Las fracciones 453-586 fueron eluidas con un sistema de disolventes de acetato de etilo 

- metanol (1:1), en estas se precipitó un sólido oscuro que contiene a los mismos 

compuestos que las fracciones anteriores, demostrado a través de c.c.f. 

5.1.6. SEPARACiÓN DEL p-SITOSTEROL y XANTONA 1 

Con la finalidad de llevar a cabo la separación de la xantona I y el p-sitosterol 

proveniente de las fracciones 36-137 de cromatografia en columna, se decidió llevar a 

cabo una recristalización por disolventes de la siguiente manera: 

1) A la mezcla de la xantona I y del P-sitosterol se le adicionó hexano y parte de 

esta se disolvió. 

2) A la fracción disuelta se le evaporó el hexano y se obtuvó el p-sitosterol, 

identificado por c.c.f. 

3) La fracción que no se solubilizó en hexano, fue secada y se le adicionaron 2 mL 

de acetona hasta su disolución. 

4) A esta fracción se le practicó una recristalización con agua helada y se identificó 

la xantona I en c.c.f. 

Diagrama l. Separación del p-sitosterol y xantona 1. 

Mezcla de P-sitosterol Solubilización de p---. I Recristalización 

I + Xantona I sitosterol en hexano 
del P-sitosterol 

! 
Recristalización por par 
de disolventes (Acetona-
Agua) xantona I 
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5.1.7. SEPARACiÓN DE XANTONA J1J, IV Y V. 

Con el objetivo de separar las xantonas JIJ y IV e identificarlas a través de su punto de 

fusión y su espectro de resonancia magnética núclear protónica (HRMN), de las 

fracciones 138-227 colectadas se decidió llevar a cabo una recristalización por 

disolventes de la siguiente manera: 

1) A la mezcla de las xantonas se le adicionó acetato de etilo y una parte se 

disolvió. 

2) A la fracción solubilizada se le evaporó el disolvente y se disolvió en 2 mL de 

acetona caliente, se le practicó una recristalización con agua helada, se filtró al 

vacío y se identificó a la xantona V por c.c.f. 

3) El precipitado del punto 1) se disolvió en 2 mL de acetona caliente, se le 

practicó una recristalización con agua helada, se filtró al vacío y se identificaron 

a las xantonas IIJ y IV. 

48 



Diagrama 2. Separación de las xantonas 111 y IV. 

I Mezcla de xantonas l Solubilización de la ----1 Evaporación del 

I I1I,IVyV. I Xantona III en acetato de acetato de etilo 
etilo 

1 ~ 
Solubilización de la Solubilización de la 
xantonaIlI y IV en xantona V en la 
la mínima cantidad mínima cantidad de 
de acetona caliente. acetona caliente 

~ 
I Recristalización con agua helada I 

+ I Filtración al vacío I 

Nota: La xantona III y V pudieron ser purificadas completamente pero no pudo ser 

separada plenamente la xantona IV. 

5.2. MODIFICACIÓN ESTRUCTURAL DE LAS XANTONAS 

Como parte adicional del presente trabajo, se llevó a cabo una modificación y una 

comparación de la citotoxicidad entre las xantonas aisladas de Calophy/lum brasiliense 

con sus homólogos acetilados y metilados. La finalidad de esta comparación fue 

identificar los sustituyentes que le confieren mayor actividad a este tipo de compuestos. 

5.2.1. ACETILACIÓN DE LA XANTONA III 

De la xantona III se pesaron 240 mg, se disolvieron en 2 mL de piridina y 3 mL de 

anhídrido acético. La mezcla de reacción se mantuvo en agitación constante durante 24 

horas, el progreso de la reacción fue monitoreado por c.c.f. y finalizado el tiempo, la 

reacción se detuvo adicionando 50 mL de agua destilada, obteniéndose así, un sólido el 

cuál fue filtrado y lavado con HCL al 10%. El rendimiento de la reacción se estableció 
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en 86.9 % Y el sólido recristalizado en una mezcla de diclorometano-metanol formó 

cristales de color amarillo que fueron identificados como 5,6-diacetil-jacuberina (lila) 

(Figura No. 23). 

o O 
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Figura No. 23 Reacción de acetilación para la xantona 111 

5.2.2. ACETILACIÓN DE LA MEZCLA 111 Y IV. 

Debido a que la xantona IV nunca pudo separarse de la xantona 111 se decidió llevar a 

cabo una acetilación de la mezcla que contenía a los dos compuestos, de esta forma una 

una vez modificados se logró la separación dado el cambio de polaridad en los 

compuestos. Para ello se utilizaron 200 mg de la mezcla de las xantonas 111 y IV, el 

procedimiento fue el mismo descrito en la acetilación de la xantona 111 . Se obtuvo así, 

un sólido de color amarillo pardo el cual se recristalizó en un sistema de acetona-

metanol, parte de esta mezcla fue caracterizada por HRMN como l-hidroxi-2-(3,3-

dimetilalil)-3,5-diacetilxantona (lVa), mientras que la otra parte resultó ser una mezcla 

de los dos compuestos. 

50 



o OH 

O O 
)l )I~ 

O 

O OH 

.. 

OH O
N 

I~ 
HO O 

Figura No. 24. Reacción de acetilación para la xantona 111. 
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Figura No. 25. Reacción de acetilación para la xantona IV 

5.2.3. METILACIÓN DE LA XANTONA 111. 

Para este caso se utilizaron 360 mg de xantona 111, se disolvieron en 10 mL de acetona 

anhídra y se adicionó l mL de sulfato de dimetilo junto con 500 mg de carbonato de 

sodio anhidro; se llevó a cabo un monitoreo por c.c.f. y se dejó en reflujo y agitación 

constante durante 24 horas. Al término de este tiempo se detuvo la reacción empleando 

40 mL de agua destilada. Se practicó una extracción con acetato de etilo, se secó y 

recristalizó. El rendimiento de la reacción fue estimado en 75.45%. Los cristales 

obtenidos fueron identificados como xantona 111m (Figura No. 26). 

51 



o 
11 

O=S-O 
(CH3)2 

O OH 
O OH l -

O 
~ 

• 

HO O rO 
/0 O 

OH O 
I 

Figura No. 26. Reacción de metilación para la xantona III. 

5.2.4. METILACIÓN DE LA XANTONA V 

La metilac ión de la xantona V se efectuó de la siguiente manera. Se pesaron 530 mg de 

la xantona V se disolvieron en 10 mL de acetona anhídra, se adicionó 1 mL de sulfato 

de dimetilo y 500 mg de carbonato de sodio anhidro, se llevó a cabo un monitoreo por 

c.c.f., se dejó en reflujo y agitación constante durante 24 horas. Al término de este 

tiempo se detuvo la reacción con 40 mL de agua destilada. Se practicó una extracción 

con acetato de etilo, se seco y recristalizó. El rendimiento de la reacción se estableció en 

73 .61 % Y una vez recristalizado el sólido se identificó a través del punto de fusión y de 

HRMN como I-hidroxi-3, 5, 6-trimetoxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (Va). 
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Figura No. 27 Metilación de la xantona V 
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5.3. CITOTOXICIDAD 

5.3.1. LÍNEAS CELULARES Y SU MANTENIMIENTO. 

Las líneas celulares empleadas fueron las siguientes: 

HeLa: Esta línea celular proviene del adenocarcinoma de cérvix de una mujer 

negra de 31 años de edad, crece de forma adherente y posee la secuencia para el 

virus del papiloma humano 18. 

SW480: Esta línea celular proviene de adenocarcinoma colorrectal, fue aislada 

por Leibovitz, es tumorigénica en ratones desnudos y produce el antígeno 

carcinoembrionario. Su morfología es epitelial. 

MCF-7: Esta línea fue aislada de adenocarcinoma de glándula mamaria que 

expresa el receptor a estrógenos. Proviene de una mujer caucásica de 69 años. 

K562: Esta línea celular de leucemia mielogénica crónica humana fue obtenida 

de la pleura de una mujer de 59 años en fase terminal. 

HCT-15: Esta línea celular fue aislada de adenocarcinoma de colon humano por 

Dexter y asociados durante el periodo de 1977-1979. 

Todas las líneas celulares fueron cultivadas en medio D-MEM suplementado con 10 

% de suero fetal bovino inactivado. 

5.3.2. DESCONGELAMIENTO DE LAS LÍNEAS CELULARES. 

a) Se preparó el medio de cultivo D-MEM y se atemperó aproximadamente a 37 OC 

antes de ser usado. Se colocaron 8 mL en una caja Petri de 5 cm de diámetro 

rotulada. 
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b) Se sacó un criotubo del banco de células contenidas en nitrógeno líquidoy se 

descongeló con ayuda de la temperatura corporal. 

c) Se agregó el contenido del criotubo en la caja Petri y se distribuyó el contenido 

con movimientos circulares suaves. 

d) Se incubó a 37 oC, 5 % de CO2 por dos horas o hasta que las células se 

adhirieron a la superficie de la caja Petri. 

5.3.3. PROPAGACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES. 

Se observó el cultivo celular en un microscopio invertido, después de su 

descongelamiento, con la finalidad de observar el grado de confluencia el cual fue de 

80-90%, y no contenía detritus. 

Para subcultivar las células: 

a. Se aplicaron movimientos circulares suaves a la caja y el sobrenadante se 

decantó o se succionó con ayuda de una pipeta Pasteur. 

b. Se llevó acabo un lavado con PBS-EDTA y se decantó una vez más el 

sobrenadante. Este procedimiento se repitio cada vez que fue necesario. 

c. Se adicionó PBS-EDTA para cubrir la monocapa celular formada en el fondo de 

la caja Petri y se incubó a 37° C por 5 ó 10 minutos. 

d. Concluido el tiempo de incubación se desprendieron las células con ayuda de 

una pipeta Pasteur y vertiendo el PBS-EDT A hasta observar turbidez en la 

suspensión celular. 

e. Se disgregaron las células desprendidas succionando y expulsando suavemente 

la suspensión hasta obtener células individuales, esto se compruebó observando 

al microscopio. 
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f. Se adicionó una alícuota de la suspensión celular en una caja Petri con medio de 

cultivo fresco y se distribuyó uniformemente por medio de movimientos 

circulares. 

g. Se dejó que las células sedimentaran aproximadamente 10 minutos en una 

superficie horizontal y se incubó a 37 oC, 5 % de CO2 y en atmósfera húmeda. 

5.3.4. CRIOPRESERVACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES. 

La línea de cultivo que se requirió congelar debió poseer una confluencia alta y se 

realizaron los pasos a.-f. de la sección anterior, una vez hecho esto se procedió de la 

siguiente manera: 

a) La suspensión celular se colectó con una pipeta Pasteur y se colocó en un tubo 

de centrífuga. Se centrifugó la suspensión celular a 2000 r.p.m. durante 5 

minutos. 

b) Con el botón celular en el fondo del tubo, se decantó el PBS-EDTA y se 

resuspendió el botón con el PBS-EDTA residual con ayuda de suves golpes al 

tubo. 

c) Se adicionaron 4.5 mL de medio de congelamiento por cada caja de cultivo 

cosechada y se homogenizó con una pipeta Pasteur para lograr así, una 

suspensión celular uniforme, 

d) Se alícuotó la suspensión en criotubos. 

e) Se congelaron los criotubos en posición vertical a -70 ° C por 2-4 horas. 

f) Se introdujeron los criotubos en nitrógeno líquido. 

5.3.5. CONTEO CELULAR EN LA CÁMARA DE NEWBAUER. 
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a) La cámara de Newbauer se limpió con etanol al 70 % antes de ser usada, se secó 

y se colocó en una superficie horizontal. 

b) Se tomó una alícuota de la suspensión celular de 10 IlL Y se colocó en la cámara 

de Newbauer. 

c) Se colocó sobre el microscopio la cámara de Newbauer y se contaron las células 

localizadas en los 8 cuadrantes correspondientes a la cuenta de linfocitos. 

d) Cuando se obtuvó el promedio de las ocho cuadriculas se aplicó la siguiente 

fórmula: 

S = (P) (lxI04
) 

Donde: 

S = células en un mililitro de suspensión 

P = Promedio de células encontradas en los 8 cuadrantes de la cámara de Newbauer. 

Al obtener el número de células por mL se pudó calcular el volumen de suspensión 

adecuado para agregar en cada pozo aproximadamente 5000 células y se realizó el 

ensayo de citotoxicidad. 

5.3.6. EXPOSICiÓN AL COMPUESTO DE PRUEBA. 

Todos los procedimientos se realizaron dentro de la campana de flujo laminar excepto el 

conteo celular. Todo el material utilizado fue estéril y limpio. Se contó con un cultivo 

de confluencia alta (80-90%) y se realizó el siguiente procedimiento: 

a) Se atempero el medio de cultivo y el PBS-EDTA. 

b) Se decantó el medio de cultivo de la(s) caja(s) Petri que contenia(n) la línea 

celular. 

c) Se agregó el PBS-EDTA para lavar las células y se decantó. El procedimiento se 

repitió dos veces más 
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d) Se agregó mas PBS-EDTA, suficiente para cubrir las células en la(s) caja(s) 

Petri y se incubó por un periodo de 10 a 15 minutos a 37° C, 5 % de CO2 y en 

atmósfera húmeda. 

e) Con una pipeta Pasteur se resuspendió el PBS-EDTA para desprender las células 

que se encuentraban adheridas. Se resuspendieron de 15 a 20 veces más hasta 

que, la suspensión fue homogénea y las células se encuentraban disgregadas en 

forma individual. 

f) Se realizaron las diluciones pertinentes con medio de cultivo, homogenizando la 

suspensión celular y se contaron en la cámara de Newbauer. 

g) Se agregaron aproximadamente 5000 células por cada pozo en una placa de 

cultivo de 96 pozos utilizando un volumen de suspensión celular menor o igual a 

200 I1L por cada uno. 

h) Se agregó medio de cultivo c.b.p. 200 !1L, se rotuló la placa e incubó a 37° C, 5 

% de CO2 y en atmósfera húmeda por 24 horas. 

i) Al término de la incubación se agregó el compuesto de prueba, el cual se diluyó 

con medio de cultivo o PBS de tal manera que se agregaron 50 I1L más por cada 

pozo para completar 250 !1L por pozo y así obtener la concentración deseada. 

j) Se incubó por 48 horas a 37° C, 5 % de C02 y en atmósfera húmeda. 

k) Al finalizar la incubación se midió la viabilidad por la técnica del MTT. 

5.3.7. TÉCNICA DEL MTT. 

a) A la placa de cultivo se le adicionó una alícuota de 30 I1L del reactivo de MTT y 

se homogenizó con una micropipeta. 

b) Se incubaron las células en contacto con la solución de MTT por un mínimo de 

4 horas. Al cabo de este tiempo se redujó el MTT. 
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c) Se removió el medio con el exceso de MIT decantando la placa, se 

resuspendieron los cristales de formazán sedimentados en el fondo de la caja con 

250 I1L de DMSO. 

d) Se leyeron las placas con un lector de Elisa con un filtro de 550 nm. 

El porcentaje de células vivas se calculó con respecto a un control negativo utilizando la 

siguiente formula: 

% Inhibición = 100 - (x) (1 OO)/CN 

Donde: 

x = lectura en espectrofotómetro a 550 nm del problema. 

CN = lectura en espectrofotómetro a 550 nm del control negativo. 

5.4. SOLUCIONES 

A continuación se menciona el material, los reactivos y los procedimientos que se 

siguieron para preparar las soluciones mencionadas anteriormente. 

5.4.1. REACTIVO DE MIT 

Se preparó la solución del reactivo de MIT (Sigma) en PBS a una concentración de 5 

mglmL utilizando frascos limpios y estériles. 

MIT (Sigma) 

PBS 

MTT (Sigma) 

Se pesó el MIT. 

50 mg 

10mL 

50mg 

Se disolvió en el PBS-EDT A previamente esterilizado. 
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Se llevó a volumen de 10 mL. 

Se conservó el reactivo en refrigeración al abrigo de la luz. 

5.4.2. MEDIO DE CULTIVO 

Medio D-MEM (Gibco) 

Antibiótico -antimicótico (Gibco) 

HEPES (Sigma) 

L -Piruvato (Gibco) 

NaHC03 (Sigma) 

Agua des ionizada 

Suero fetal bovino inactivado (Gibco ) 

Un sobre 

IOmL 

2.2 g 

10mL 

3.7 g 

c.b.p. 900 mL 

IOOmL 

Se disolvió el contenido de un sobre de medio de cultivo en 700 mL de agua, se 

agregaron los reactivos complementarios y se mezclaron con un · agitador 

magnético. 

Se agregó agua desionizada para completar 900 mL . 

Se esterilizó el medio por filtración a través de una membrana Millipore de 0.22 

mm. 

Se colocó una alícuota del medio de cultivo en una caja Petri estéril y se incubó 

a 37 oC como control de esterilidad. 

Se alícuotó el medio de cultivo en botellas de vidrio estériles y se refrigeró. 

Antes de usarse el medio se complementó con 10 % de suero fetal bovino 

inactivado. 

La caducidad del medio se estableció como máximo de 30 días. 
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5.4.3 . PBS-EDTA. 

NaCI (1. T. Baker) 

KH 2P04 (Sigma) 

Na 2HP04 (Sigma) 

KCI (1. T. Baker) 

EDT A disodico (Sigma) 

Agua des ionizada 

8.00 g 

0.24 g 

1.44 g 

0.20 g 

0.37 g 

c.b.p. IL 

Se disolvieron las sales en el agua desionizada sin orden especial. 

Se llevó a volumen de 1.0 L 

Se ajustó el pH con una solución 0.1 M de NaOH o de HCI hasta 7.4. 

Se esterilizó en autoclave y se mantuvó en refrigeración. 

5.4.4. MEDIO DE CONGELAMIENTO 

Medio de cultivo 

Suero fetal bovino inactivado (Gibco) 

Glicerol estéril (Merck) 

80mL 

20mL 

17.5 mL 

Se mezclaron todos los ingredientes en un matraz estéril hasta homogenizarlos. 

Se alicuotó en recipientes estériles y se conservó en refrigeración. 

Se descongeló cada vez que se tomó una alícuota. 
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6. RESULTADOS y DISCUSIÓN. 

El cáncer es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial y en nuestro país ocupa 

un lugar importante dentro de las enfermedades de mayor índice de mortalidad. Una de 

las principales herramientas con las que se cuenta actualmente para su tratamiento es la 

quimioterapia. Los fármacos que se utilizan poseen efectos adversos que pueden ser 

severos, costosos y no siempre se obtienen los resultados deseados. Otro de los 

problemas que se tiene con el tratamiento de quimioterapia, es el hecho de que algunos 

tumores presentan mecanismos de resistencia a fármacos, por estos motivos la búsqueda 

de nuevos compuestos antitumorales es de gran importancia. Dentro de las fuentes para 

la obtención de nuevos fármacos, se encuentran los productos naturales, los cuales, se 

han consolidado en un lugar importante para el tratamiento y terapia contra el cáncer. 

En el presente trabajo se aislaron y caracterizaron 3 xantonas naturales provenientes de 

un extracto metanólico de Calophyllum brasiliense previamente preparado, estos 

compuestos se modificaron estructuralmente y se obtuvieron 4 xantonas modificadas a 

través de reacciones de acetilación y metilación. Adicionalmente se obtuvieron dos 

extractos en diclorometano-metanol (1 : 1) provenientes de C. brasiliense y 2 extractos 

de Garcinia intermedia en el mismo sistema de disolventes. A las xantonas y a los 

extractos se les determinó la actividad citotóxica en las líneas celulares MCF-7, K-562, 

SW-480, HCT-15, HeLa después de un periodo de exposición de 48 horas. 

6.1 . AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN. 

De la madera del duramen de Calophyllum brasiliense se obtuvieron cinco xantonas 

preniladas cuatro en forma pura y una de ellas en mezcla con la xantona 111 . De estos 

compuestos la xantona 111 y V fueron los compuestos mayoritarios con un rendimiento 

de 7.4 y 5.2 % respectivamente (Tabla No. \). 
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Tabla No.1 Rendimiento de las xantonas en el extracto metanólico de Calophyllum 
brasiliense 
Xantona Peso (g) Rendimiento (%) 

III 5.4835 7.4 

V 3.8532 5.2 

VI 0.5187 0.7 

El análisis espectroscópico así como la comparación con muestras auténticas por 

cromatografia en capa fina, indican que las xantonas aisladas son de tipo preniladas en 

la posición 3, donde las xantonas IV, V Y VI presentan el sustituyen te isoprenilo en 

forma libre mientras que, en la xantona III se encuentra formando un ciclo con el 

hidroxilo en posición 3 (Tabla No. 1.1). 
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Tabla No 1.1 Estrucruras y nombres de las xantonas aisladas del extracto metanólico de 
Calo h //um brasi/iense. 
Estructura 

HO 
OH 

HO 
OH 

HO 
OH 

OH 

Nombre 

Jacaurebina (xantona 111) 

1,3,S,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)­

xantona (xantona V). 

1,3,S,6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-

metilbutil)-xantona (xantona VI). 

Nota: Los datos espectroscópicos se encuentran en el apéndice del presente trabajo. 

Por otra parte se utilizaron extractos de las especies Calophy//um brasi/iense y Garcinia 

intermedia en diclorometano-metanol (1: 1) Y se determinó que el extracto con mayor 

rendimiento, bajo las mismas condiciones fue aquel proveniente de la corteza de 

Calophy//um brasi/iense (Tabla No. 2). 
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Tabla No. 2 Rendimiento de los extractos de Calophyllum brasiliense y Garcinia 
intermedia. 
Extracto Peso (g) Rendimiento (%) 

A) corteza de Calophyillum 0.5330 0.9 

brasiliense. 

B) hojas de Calophyllum 0.2150 0.7 

brasiliense 

C) aserrín de de la madera 0.1205 0.5 

de Garcinia intermedia 

D) hojas de Garcinia 0.0950 0.44 

intermedia. 

6.2. MODIFICACIÓN ESTRUCTURAL 

De las reacciones de acetilación y metilación en las xantonas I1I, IV Y V se 

caracterizaron las xantonas III acetilada, III metilada, IV acetilada y V metilada, por su 

punto de fusión y su espectro de HRMN; siendo la xantona 1II acetilada la de mayor 

rendimiento con un 86.9 % Y la xantona IV acetilada la de menor rendimiento con un 

44.3 % (Tabla No. 3). 

Tabla No. 3 Rendimiento de las reacciones de acetilación y metilación. 

Xantona Tipo de Cantidad obtenida Rendimiento (%) 

modificación (mg) 

1II Acetilación 208.5 86.9 

II1 Metilación 27\.6 75.45 

IV Acetilación 88.6 44.3 

V Metilación 390.1 73.61 
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La xantona III acetilada muestra un patrón de acetilación en las posiciones 5 y 6 

mientras que, la xantona III metilada muestra un patrón de metilación en las mismas 

posiciones. Por otro lado de una mezcla de xantona III y IV se aisló y caracterizó la 

xantona IV acetilada, la cual presentó un patrón de acetilación en las posiciones 3 y 5. 

La xantona V presentó un patrón de hidroxilación en las posiciones 1, 3, 5 Y 6 Y su 

producto de metilación demostró tener sustituciones de grupos metilo en las posiciones 

3,5 Y 6 (Tabla 3.1). 

Tabla No. 3.1 Estructuras y nombres de los compuestos modificados estructuralmente. 

O-Ac 

O-Ac 

O-Ac 

Estructura Nombre 

o OH 

O OH 

O-Ac 

O-Ac 

O-Ac 
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5,6- dimetil jacuberina (xantona III 

metilada). 

5,6-diacetiljacaurebina (xantona III 

acetilada). 

l-hidroxi-3,5-diacetil-2-(3,3-

dimetilalil)-xantona (xantona IV 

acetilada). 

l-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-2-(3,3-

dimetilalil)-xantona 

metilada). 

(xantona V 



Se ha comprobado en muchas ocasiones que la introducción y sustitución de grupos en 

una molécula además de modificar sus características fisicoquímicas es capaz de 

provocar un aumento en la actividad biológica, dicho aumento depende del número de 

átomos de carbono y tipo de sustituyen tes, este efecto es provocado por un aumento en 

la liposolubilidad y por ende en su penetrabilidad a través de la membrana celular o bien 

por la afinidad del fánnaco con su receptor (4), es por ello que se decidió estudiar el 

cambio en la respuesta citotóxica de las xantonas a través de sustituciones de grupos 

acetilo y metilo por sus grupos hidroxilo en diferentes posiciones. 

6.3 . CITOTOXICIDAD 

Para realizar los ensayos de citotoxicidad se contó con tres xantonas naturales aisladas y 

caracterizadas de Calophyllum brasiliense xantona 111, V Y VI. Cuatro xantonas 

modificadas Xantona 111 acetilada, 111 metilada, IV acetilada y V acetilada. Dos 

extractos en diclorometano-metanol de A) corteza del tronco de Calophy/lum 

brasiliense y B) hojas del árbol de Calophy/lum brasiliense. Dos extractos en 

diclorometano-metanol de C) aserrín del tronco de Garcinia intermedia y D) hojas del 

árbol Garcinia intermedia. 

Estos compuestos se probaron en las líneas celulares tumorales de mamífero MCF-7 

(adenocarcinoma de glandula mamaria), K-562 (Leucemia mielogénica), SW-480 

(adenocarcinoma colorrectal), HCT -15 (adenocarcinoma de colon) y HeLa 

(adenocarcinoma de cérvix). 

En los experimentos llevados a cabo se utilizaron picas de 96 pozos a las cuales se les 

agregó el inóculo de células y se incubaron a 370 C, 5% de C02 y atmósfera húmeda por 
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24 horas, tiempo suficiente para alcanzar la fase exponencial del crecimiento. Después 

de este tiempo de incubación se agregaron los compuestos y se incubaron las células por 

48 horas, se eliminó el medio con el compuesto y se determinó la viabilidad celular por 

la técnica de MIT. Como control positivo se utilizó taxol a una concentración de 0.25 

11M Y como control negativo se usaron células incubadas en ausencia de fármacos. 

Las soluciones de las xantonas y sus derivados acetilados y metilados, se disolvieron en 

DMSO como vehículo. Resultados previos de laboratorio demuestran que el DMSO 

tiene un efecto inhibitorio sobre las líneas celulares usadas, por lo que la cantidad 

máxima del DMSO por pozo era menor o igual a 0.2 %. El control disolvente se realizó 

utilizando una concentración de DMSO = 0.2 %. Las xantonas y sus derivados se 

probaron a cinco diferentes concentraciones (Tabla No. 4). 

Tabla No. 4 Concentraciones de las xantonas y sus derivados. 

Xantona C I (11M) C 2 (11M) C 3 (1lM) C 4 (11M) C 5 (11M) 

III 8.7 17.5 34.9 69.9 139.7 

I1Ia 15.1 30.2 60.3 120.6 241.2 

I1Im 38.6 77.2 154.4 385.9 482.4 

Iva 26.3 52.2 105.1 210.1 328.2 

V 5.77 11.54 23.09 46.18 92.36 

Va 16.2 32.4 64.8 129.5 202.4 

VI 29.4 58.8 117.6 235.3 367.6 

Los extractos fueron probados en las mismas cinco líneas celulares tumorales, usando 

sólamente una concentración 50 IlglmL con la finalidad de llevar a cabo una 

cernimiento biológico y así poder diferenciar cuales extractos presentaban mayor 

actividad. 
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6.4. RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD PARA LAS XANTONAS. 

Calophyllum brasieliense es una especie que se encuentra difundida en el continente 

americano, desde el sur de México y a lo largo de América latina, además de que 

existen reportes que indican a esta especie como una fuente rica en flavonoides, 

coumarinas, benzopiranos y xantonas (46). Las xantonas aisladas y modificadas 

provenientes del extracto metanólico de Calophyllum brasiliense, se obtuvieron 

basándose en estudios previos que han demostrado que dichos compuestos presentan 

una actividad citotóxica en diferentes líneas celulares, los cuales pueden ser candidatos 

para ser empleados en terapias contra diferentes tipos de cáncer. 

La xantona 111 presentó actividad citotóxica en todas las líneas celulares tumorales 

evaluadas, presentando un efecto citotóxico a diferentes concentraciones, después de un 

periodo de tratamiento de 48 horas (Figura No. 28). De las líneas empleadas MCF-7 

resultó ser las más afectada con un 88.8 ± 0.2 % de inhibición a una concentración de 

45 .9 11M, en tanto que la línea menos sensible fue SW-480 con un porcentaje de 

inhibición del 48.9 ± 0.2 % a la misma concentración. 
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Figura NO.28 Actividad citotóxica de la Xantona III aislada de C. brasiliense. Dicho 
compuesto se probó en las líneas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó tal como 
se describe en la sección de la metodología. Los resultados son obtenidos a las 48 horas 
de exposición del compuesto. Estos resultados son el promedio de tres experimentos 
independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado. 
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Mientras tanto, el derivado acetilado disminuyó drásticamente su actividad en todas las 

líneas celulares y solo el caso de la línea celular MCF-7 resultó inhibida en un 83.7 ± 

2.1 % (Figura No. 29) cuando la concentración se aumentó hasta 241 .2 11M; es decir 

más de cinco veces que el compuesto original (Figura No. 28). Resultados similares se 

obtuvieron con el derivado metilado, su efecto citotóxico se redujo notablemente, aún 

cuando las concentraciones aumentaron en más de 4 veces (Figura No. 30). Estos 

resultados muestran que la sustitución de los hidroxilos en las posiciones 5 y 6 por 

grupos acetilo o metilo disminuyen el efecto citotóxico alrededor de \O veces y sugieren 

que el hidroxilo que se encuentra en posición l formando un puente de hidrógeno con el 

oxigeno del grupo carbonilo adyacente, no es fundamental para ejercer el efecto 

buscado. 
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Figura No. 29 Actividad citotóxica de la Xantona III acetilada, ensayo realizado a 241 .2 
11M. Dicho compuesto se probó en las líneas celulares indicadas, la citotoxicidad se 
probó tal como se describe en la sección de la metodología. Los resultados son 
obtenidos a las 48 horas de exposición del compuesto. Estos resultados son el promedio 
de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado. 
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Figura No. 30 Actividad citotóxica de la Xantona III metilada, ensayo realizado a 
385.96 flM. Dicho compuesto se probó en las líneas celulares indicadas, la citotoxicidad 
se probó tal como se describe en la sección de la metodología. Los resultados son 
obtenidos a las 48 horas de exposición del compuesto. Estos resultados son el promedio 
de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado. 

A pesar de que la xantona IV no pudo ser purificada, durante el proceso de la 

acetilación de la mezcla de III y IV se pudo aislar y caracterizar a la xantona IV 

acetilada. Este compuesto prácticamente no presentó actividad inhibitoria del 

crecimiento celular en las líneas celulares y sólo en el caso de la línea HCT-15 pudo 

observarse un 58.93 ± 1.6 % de inhibición a 328 flM (Figura No. 31). 
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Figura No. 31 Actividad citotóxica de la Xantona IV acetilada el esayo se realizó a una 
concentración de 328 ~M. Dicho compuesto se probó en las líneas celulares indicadas, 
la citotoxicidad se probó tal como se describe en la sección de la metodología. Los 
resultados son obtenidos a las 48 horas de exposición del compuesto. Estos resultados 
son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por 
cuadruplicado. 

La xantona V presentó un patrón similar, todas las líneas celulares fueron sensibles al 

tratamiento con este compuesto siendo la línea celular K-562 la más afectada con un 

porcentaje de inhibición del 87.4 ± 4.6 % a una concentración de 92.3 ~ (Figura No. 

32) Y las menos afectadas He La y HCT-I5 . Su derivado metilado mostró un patrón de 

inhibición celular muy disminuido inclusive a dosis elevadas (> 130 ~M) en todas las 

líneas celulares utilizadas (Figura No.33). El análisis estructural entre la xantonas 111 y 

la xantona Vindica que la principal diferencia es la presencia del grupo isoprenilo en la 

posición 2, el cual se encuentra en forma libre para el caso de la xantona V y formando 

un ciclo con el hidroxilo en posición 3; para el caso de la xantona I1I, estos resultado 

sugieren que la actividad citotóxica aumenta cuando se cicla este anillo. 
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Figura No. 32 Actividad citotóxica de la Xantona V que fue aislada de C. brasiliense. 
Dicho compuesto se probó en las líneas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó tal 
como se describe en la sección de la metodología. Los resultados son obtenidos a las 48 
horas de exposición del compuesto. Estos resultados son el promedio de tres 
experimentos independientes y cada uno llevado a cabo por cuadruplicado. 

73 



45 

40 

35 

30 
e -o 
:§ 25 
.o :c 
E 20 
::i! o 

15 

10 

5 

O 
• MCF-7 .K562 DSW-480 o HCT-15 • HeLa 

Figura No. 33 Actividad citotóxica de la Xantona V metilada este ensayo se efectuó 
utilizando una concentración de 129.5 ~. Este compuesto se probó en las líneas 
celulares indicadas, la citotoxicidad se probó tal como se describe en la sección de la 
metodología. Los resultados son obtenidos a las 48 horas de exposición del compuesto. 
Estos resultados son el promedio de tres experimentos independientes y cada uno 
llevado a cabo por cuadruplicado. 

En cuanto a la xantona VI, podemos señalar que fue el compuesto más polar eluido en 

la cromatografia en columna, además de ser una xantona con un patrón de hidroxilación 

en las posiciones 1,3,5,6 y 3'y a la cual no se llevaron a cabo sustituciones de ningún 

tipo, este compuesto no presentó actividad citotóxica tan acentuada en comparación con 

las xantonas III y V puesto que los porcentajes de inhibición no rebasan el 60 % aún a 

concentraciones elevadas mayores de 235 ~ (Figura No. 34). Estructuralmente la 

xantona VI difiere de la xantona V por la presencia de un hidroxilo en el carbono de la 

posición 3'del grupo isoprenilo y por ende en su cadena alifática insaturada. Estos 

resultados indican que es necesario el grupo isoprenilo en posición 2 con un doble 

enlace ubicado entre el carbono 2' y 3' de la cadena del isoprenilo para presentar una 

actividad citotóxica. Estos resultados suguieren que las xantonas III y V fueron los 
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compuestos con mayor actividad citotóxica dada la inhibición celular en las 

líneasutilizadas Estos resultados se correlacionan con los encontrados por Estrada (17) 

con la tecnica de SRB. 
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Figura No. 34 Actividad citotóxica de la Xantona VI aislada de C. brasiliense este 
ensayo se realizó a una concentración de 235.3 J.lM. Dicho compuesto se probó en las 
líneas celulares indicadas, la citotoxicidad se probó tal como se describe en la sección 
de la metodología. Los resultados son obtenidos a las 48 horas de exposición del 
compuesto. Estos resultados son el promedio de tres experimentos independientes y 
cada uno llevado a cabo por cuadruplicado. 

Las xantonas son compuestos con una cabeza de serie que les permite presentar diversos 

sustituyentes en su estructura permitiendo así, una variedad de compuestos con distintas 

actividades farmacológicas entre estas, como la actividad citotóxica en distintas líneas 

celulares humanas (42). Estos compuestos están ampliamente difundidos en la 

naturaleza, en plantas como la magniferina extraída de Canseara deeusata (5), la 1,8-

dihidroxi-3-(3, 7-dimetil-7-metoxi-octa-2-enil)-6-metoxixantona proveniente de Vismia 

guineensis (6), Guadichaudiona A aislada de Garcinia gaudiehaudii (74), la 4-(3 ',7'-

dimetilocta-2' ,6' -dienil)-l ,3,5-trihidroxi-9H-xanton-9-ona aislada de Gareinia 
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livingstonei (58), Garcinona E aislada de Garcinia mangostana L (25), Allanxantona A 

extraída de Allanblackia f/oribunda (39), Cratoxiarborona B proveniente de Cratoxylum 

sumatranum (55) y algunas otras especies de hongos marinos como la Varixantona 

proveniente de Emericella variecolor (33). 

La característica de inhibir el crecimiento celular e inducir la muerte celular en líneas 

celulares tumorales a relativas bajas dosis es un criterio importante para considerar el 

compuesto para estudios posteriores antitumorales y ser considerado como un fármaco 

anticancerígeno (25). En el presente estudio se observó que las xantonas 111 y V 

resultaron tener mayor actividad citotóxica en un rango de concentraciones de 6 a 90 

j.1M para la xantona V donde la IC50 para la línea celular MCF-7 resultó ser de 11.99 ± 

2.06 y, entre 3 - 50 j.1M para la xantona 111 donde la IC50 para la línea celular K-562 fue 

de 40.40 ± 4.9 (Tabla No. 5). Resultados similares se han encontrado para la 

guadichaudiona A donde su IC50 oscila entre 5-50 llM para líneas celulares de leucemia 

como P388 (74), , la 4-(3',7' -dimetilocta-2' ,6' -dienil)-I ,3,5-trihidroxi-9H-xanton-9-ona 

con una IC50 de 1.5 11M en SW-480 (58), Garcinona E con una IC50 entre (0.4-5.4 1lM) en 

líneas celulares hepáticas (25), Allanxantona A con una IC50 de 41.5j.1M en la línea KB 

(39), Y la Cratoxiarborona B con una IC50 de 2.5 llM en la línea KB (55). 
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Tabla No. 5 Determinación de la ICso (11M) para las xantonas y sus derivados en 
diferentes líneas celulares tumorales 
Linea Xantona Xantona Xantona Xantona Xantona Xantona Xantona 
Celular III III III IV V V VI 

acetilada metilada acetilada acetilada 
MCF-7 11.99 >241.2 > 385.96 > 328.2 >92.36 > 129.5 > 235.3 

+2.06 
K-562 > 45.9 > 241.2 > 385.96 > 328.2 40.4 > 129.5 > 235.3 

+4.93 
SW-480 > 45.9 > 241.2 > 385.96 > 328.2 >92.36 > 129.5 > 235.3 

HCT-15 > 45.9 > 241.2 > 385.96 >328.2 >92.36 > 129.5 > 235.3 

HeLa > 45.9 > 241.2 >385.96 > 235.3 >92.36 > 129.5 >235.3 

Se han encontrado reportes en la literatura que indican cómo la naturaleza de los 

sutituyentes alrededor del núcleo de las xantonas influencía la actividad citotóxica, por 

ejemplo Pedro y col (42) demostraron que la introducción de grupos oxigenados en 

posiciones 1, 3, 5 Y 6 al núcleo de las xantonas permite apreciar un aumento 

significativo en sus actividad citotóxica en función de la dosis. Con la finalidad de 

observar como se modificaba la actividad citotóxica, en el presente trabajo se encontró 

que la presencia de grupos metoxilo y acelilo disminuye la actividad citotóxica de 

manera significativa. 

Muchos agentes citotóxicos que se encuentran en estudio han sido reportados por 

exhibir sus efectos antitumorales induciendo una respuesta apoptótica (74), bajo este 

contexto en este trabajo se demostró que las xantonas poseen una alta actividad 

citotóxica Estudios previos de la literatura indican que algunas xantonas de tipo 

preniladas ejercen su efecto citotóxico a través de la inducción de una respuesta 

apoptótica; por ejemplo la Guadichaudiona A (74), la cual presenta grupos isoprenilos en 

las posiciones 2 y 4 similar al isoprenilo de la posición 2 de la xantona V, provoca 

fragmentación del DNA, condensación de la cromatina en el núcleo, activación de la 
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caspasa 3, pérdida del potencial de membrana mitocondrial por apertura de canales 

iónicos y extemalización de la fosfatidilserina mientras que la de la a-mangostina una 

xantona prenilada en posiciones 2 y 8 que exhibe un patrón de hidroxilación en 

posiciones 1,3 y 6 (35), adicionalmente a estos efectos típicos de una respuesta apoptótica 

reporta algunos otros efectos inhibitorios en la topoisomerasa 1, la esfingomielinasa 

ácida y la Ca2
+ -ATPasa. Con base a lo anterior se puede sugiere que uno de los 

mecanismos probables que media la actividad citotóxica de las xantonas 111 y V, sea a 

través de una inducción en la respuesta apoptótica. 

6.5 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD CITOTÓXICA PARA LOS EXTRACTOS. 

Los extractos A y B obtenidos de Calophyllum brasiliense y los extractos C y D 

obtenidos de Garcinia intermedia fueron evaluados y probados a una concentración de 

50 mglmL todos los extractos resultaron poseer actividad citotóxica en mayor o menor 

medida. Para el caso de las líneas celulares K-562 (Figura No. 39), SW-480 (Figura No. 

40) y HCT-15 (Figura No. 37), se encontró que los porcentajes más altos de inhibición 

fueron causados por los extractos provenientes del Garcinia intermedia, siendo la línea 

celular HCT-15 la más afectada con un porcentaje de viabilidad del 10.6 ± 6.1 % para 

el extracto D (Figura No.37). En el caso de la línea celular MCF-7 se observó que el 

extracto más activo fue el e, también proveniente de Garcinia intermedia, con un 40.2 

± 2.4 % de viabilidad (Figura No. 36); solo en el caso de la línea celular HeLa todos los 

extractos produjeron una inhibición cercana al 40 % (Tabla No. 6). 
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Figura No. 36 Actividad citotóxica de los extractos y sus controles respectivos en la 
línea celular MCF-7. La citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología. Los resultados se obtuvieron después de una exposición de 48 horas y son 
el promedio de tres experimentos independientes, cada uno elaborado por 
cuadruplicado. 
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Figura No. 37 Actividad citotóxica de los extractos y sus controles respectivos en la 
línea celular HCT-15. La citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología. Los resultados se obtuvieron después de una exposición de 48 horas y son 
el promedio de tres experimentos independientes, cada uno elaborado por 
cuadruplicado. 
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Figura No. 38 Actividad citotóxica de los extractos y sus controles respectivos en la 
línea celular HeLa. La citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología. Los resultados se obtuvieron después de una exposición de 48 horas y son 
el promedio de tres experimentos independientes, cada uno elaborado por 
cuadruplicado. 
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Figura No. 39 Actividad citotóxica de los extractos y sus controles respectivos en la 
línea celular K-562. La citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología. Los resultados se obtuvieron después de una exposición de 48 horas y son 
el promedio de tres experimentos independientes, cada uno elaborado por 
cuadruplicado. 
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Figura No. 40 Actividad citotóxica de los extractos y sus controles respectivos en la 
línea celular SW-480. La citotoxicidad se probó como se describe en la sección de la 
metodología. Los resultados se obtuvieron después de una exposición de 48 horas y son 
el promedio de tres experimentos independientes, cada uno elaborado por 
cuadruplicado. 

83 



Los resultados de los anteriores gráficos arrojan información puntual del efecto 

citotóxico de los extractos a la concentración de 50 IlglmL en las cinco líneas celulares 

tumorales empleadas. 

Tabla No. 6 Efecto citotóxico de los extractos en diferentes líneas celulares tumorales, 
I . d . bTd d los resu tados se reportan en porcentaje e vla 11 a 

Línea celular Extracto A Extracto B Extracto C Extracto D 

MCF-7 68.90 ± 10.34 71.25 ± 10.47 40.20 ±2.56 87.50 ± 6.57 

K-562 75.60 ± 2.50 83.42 ± 5.33 71.96 ± 4.28 13 .51 ± 3.61 

SW-480 95.34 ± 6.97 97.36±4.02 80.12 ± 8.28 73.33 ± 4.92 

HCT-15 74.70 ± 4.76 82.63 ± 5.16 69.26 ±. 4.04 10.25 ± 6.34 

He La 37.96 ± 7.10 38.91 ± 10.56 40.49 ± 6.86 47.06 ± 8.91 

Extracto A) corteza de Ca/ophyillum brasi/iense. 

Extracto B) hojas de Ca/ophy//um brasi/iense 

Extracto C) aserrín de de la madera de Garcinia intermedia 

Extracto D) hojas de Garcinia intermedia 

El extracto A proveniente de las hojas y el extracto B proveniente de la madera de 

Cbrasi/iense fueron obtenidos en una mezcla de disolventes de diclorometano-

metanol (1 : 1) de C brasi/iense ya que esta especie presenta en su madera como 

componentes de sus metabolitos secundarios a flavonoides, cumarinas, benzopiranos y 

xantonas (46), además estudios fitoquímicos llevados a cabo con las hojas del mismo 

árbol así como de otras especies, han indicado que son una fuente importante de 4-alquil 

y 4-aril-cumarinas. Estudios preliminares, utilizando la técnica de SRB , indicaron que 

las cumarinas aisladas de C brasi/iense , presentan actividad citotóxica en las líneas 

celulares tumorales HeLa, Hep-2,PC3, K-562 y U-251 (17). Es así que se siguiere 

entonces que la actividad citotóxica del extracto A proveniente de las hojas de 
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C.brasiliense sea debida a la presencia de cumarinas en especial de las 4-alquil y las 4-

aril-cumarinas y la actividad citotóxica del extracto B sea debida a la presencia de 

xantonas como la xantona 111 y V. 

Los extractos e y o fueron obtenidos del mismo sistema de disolventes pero de la 

especie Garcinia intermedia, esta especie tambien ha reportado compuestos 

biológicamente activos y forma parte de la famila Guttiforae donde se han encontrado 

numerosos compuestos citotóxicos. Su actividad biológica tan pronunciada es un 

idicador de la amplia vartiedad de compuestos citotóxicos que podrían ser aislados y 

caracterizados como nuevos compuestos de actividad citotóxica. 
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7. CONCLUSIONES 

• Se llevó a cabo el aislamiento y la caracaterizacion de las Xantonas 1lI, V Y VI 

provenientes del extracto metanólico de Calophy/lum brasiliense. 

• Las reacciones de síntesis permitieron obtener las xantonas III acetilada, III 

metilada, IV acetilada y V metilada. 

• Se determinó que los compuestos con mayor actividad citotoxica fueron las 

Xantonas III y V en comparación con sus derivados acetilados y metilados, así 

como las xantonas VI y IV acetilada en las líneas celulares de prueba. 

• Las acetilaciones y metilaciones de las xantonas III y V además de disminuir su 

polaridad, disminuyen significativamente la actividad citotóxica de estos 

compuestos, por lo tanto su actividad citotóxica es mayor cuando se exhibe el 

patrón de hidroxilación en las posiciones 1,3,5y 6 del núcleo base de las 

xantonas y, preferentemente cuando el grupo isoprenilo en la posición 2 se 

encuentra ciclado con el hidroxilo en la posición 3 para formar un anillo 

adicional. 

• Los extractos más activos correspondieron a los provenientes de Garcinia 

intermedia, especialmente las hojas de esta especie para la línea celular HCT-15, 

lo cual es un reflejo de la cantidad de metabolitos citotóxicos y una posible 

fuente de extracción. 
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8. PERSPECTIVAS 

• Una vez demostrada la actividad citotóxica de las xantonas, resulta de gran 

importancia elucidar el mecanismo molecular por el cual dichos compuestos 

ejercen su efecto citotóxico. 

• Determinar cuales son las causas por las que las xantonas modificadas con 

grupos acetilo y metilo reducen significativamente su efecto citotóxico. 

• Llevar a cabo otras sustituciones con diferentes grupos y determinar el efecto 

citotóxico que estas modificaciones conllevan. 

• Aislar y caracterizar otras compuestos provenientes de Calophyllum brasiliense 

así como de Garcinia intermedia. 
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10. APÉNDICE 

Jacaurebina (xantona 111) 

Datos de HRMN (300 MHz, acetona deuterada), Jacaurebina (xantona I1I). 

Protón .8 (ppm) Multiplicidad J (Hz) # de protones 

2- Me 1.46 S - 6 

H-2' 5.72 D 10.05 1 

H-I' 6.66 D 10.20 1 

H-4 6.32 S - 1 

H-7 6.97 D 8.7 1 

H-8 7.61 D 8.7 1 

OH-I 13.54 S - 1 

20H-5,6 8.965 S - 2 
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5,6- dimetil jacaurebina (xantona III metilada). 

C1 8H1806 cristales amarillos, p.f. (\ 76-178)0 C. 

Datos de HRMN (200 MHz, Cloroformo deuterado) de la 5,6-dimetiljacaurebina . 

Protón . 0 (ppm) Multiplicidad J (Hz) # de protones 

2-Me-4 ' y 5' 1.48 S - 6 

H-2' 5.6 D 10.2 I 

H-I' 6.73 D 10.2 I 

H-4 6.44 S - I 

H-7 6.987 D 9.2 I 

H-8 7.98 D 9.0 I 

2 OMe-6 y 7 4.0 S - 6 

OH- I 13.23 S - I 
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l-hidroxi-3 ,5-diacetil-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (xantona IV acetilada). 

o OH 

O-Ac 

O-Ac 

Cristales amarillos C22H2107, p.f. (130-138)° C. 

Datos de HRMN (200 MHz, Cloroformo deuterado) de la l-hidroxi-3,5-diacetil-2-(3,3-

dimetilalil)-xantona . 

Protón .0 (ppm) Multiplicidad J (Hz) # de protones 

CH3-4 ' 1.691 S - 3 

CH3-5' 1.78 S - 3 

H-2 ' 5.15 Tt 6.8 1 

H-I' 3.34 D 6.7 2 

H-4 6.75 S - 1 

H-6 8.16 dd 7.8 1 

H-7 7.37 T 7.9 1 

H-8 7.51 dd 7.8 1 

OH-I 12.98 S - 1 

OAc-3 2.36 S - 1 

OAc-6 2.44 S - 1 
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I ,3,5 ,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (xantona V). 

o OH 

HO 

OH 

Cristales amarillos, C1sH1606, p.f. (240-245)° C. 

Datos de HRMN (200 MHz, Acetona deuterada) de la 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-

dimetilalil)-xantona. 

Protón .8 (ppm) Multiplicidad J (Hz) # de protones 

CH3-3' 1.775 S - 3 

CH3-3' 1.639 S - 3 

H-I' 3.337 D 8.9 2 

H-2' 5.278 T 7.2 1 

H-4 6.519 S - 1 

H-7 6.967 D 8.8 1 

H-8 7.626 D 8.8 I 

OH-I 13.444 S - 1 

Ar-OH 9.256 S - 3 
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l-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-2-(3,3-dimeti lalil)-xantona (xantona V metilada). 

Mea O-Ac 

aMe 

Cristales amarillos, C24H2206, p.f. (180-184t C. 

Datos de HRMN (200 MHz, Cloroformo deuterado), para la l-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-

2-2-(3,3-dimetilalil)-xantona. 

Protón .0 (ppm) Multiplicidad J (Hz) # de protones 

CH3-3 ' 1.654 S - 3 

CH3-3 ' 1.777 S - 3 

H-2 ' 5.23 T 6.6 I 

H-I ' 3.291 D 9.0 2 

H-4 6.447 S - I 

H-7 6.838 D 8.8 I 

H-8 7.548 D 8.8 I 

OH-I 13 .166 S - I 

O-Me 4.912 S - 3 
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1,3,5, 6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutil)-xantona (xantona VI). 

OH 

Ha OH 

OH 

Cristales café, C18H180¡, p.f. (270-274)° C. 

Datos de HRMN (200 MHz, Acetona deuterada) para la 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-

hidroxi-3-metilbutil)-xantona. 

Protón .8 (ppm) Multiplicidad J (Hz) # de protones 

2Me-3 ' 1.257 s - 6 

H-2 ' 1.698 c 5.4 2 

H-I ' 2.750 c 5.4 2 

H-4 6.507 s - I 

H-7 6.96 d 8.6 1 

H-8 7.61 d 8.6 l 

OH-I 13.43 s - 1 

OH-6 Y 7 9.167 s - 2 

OH-3' 10.125 s - 1 
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