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FE DE ERRATAS
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N

En la péagina 103 en el Espectro 9 se
encuentra:




I. INTRODUCCION:

La Hispanolona es un metabolito secundario que posee la estructura base de Labdano y fue
aislada de la planta Ballota hispanica (Lamiaceae)’. Esta molécula posee un grupo
funcional furano que es susceptible de transformarse por reacciones electroquimicas.
Mediante Coulombimetria a corriente controlada como método de modificacién molecular
se electrotransformo esta molécula obteniendo nuevos derivados espiro tetraciclicos y un
derivado a -butendlido mediante una hidrélisis 4cida del compuesto electrolizado de la
Hispanolona.

La hispanolona y sus derivados fueron evaluados en modelos de inflamacion in vivo e in

vitro.

I1. ANTECEDENTES:

II.1 Productos Naturales

Un producto natural es aquél compuesto de origen organico o inorganico que esta presente
en la naturaleza que puede ser aislado y procesado por el hombre; sin embargo, este
término no debe ser utilizado para aquellos compuestos cuya estructura quimica haya sido
modificada por el hombre. Los productos naturales organicos pueden aislarse de las
diversas fuentes que nos brinda el mundo viviente en sus 5 reinos: Monera, Protista,
Fungi, Plantae y Animalia; no obstante, los vegetales constituyen una de las principales
fuentes para aislar metabolitos secundarios que pueden ser no necesariamente principios

activos, que posean propiedades medicinales o terapéuticas.

En particular los vegetales son clasificados por diversos sistemas para identificarlos y hacer
mas sencilla alguna busqueda, aislamiento, asignacion clasificatoria de una planta
recientemente descubierta, etc. Entre los sistemas més utilizados actualmente se encuentran
los siguientes:
1) Alfabético.- Este tipo de clasificacion es meramente de tipo de busqueda
bibliotecaria, ya que es ampliamente utilizada en farmacopeas, catilogos,

monografias, etc. Los nombres recopilados son los triviales o su nombre cientifico.



2) Morfolégico.- Las plantas aisladas y desecadas, se dividen en:
a) Organizadas.- Flores, hojas, tallos, raices, semillas, etc.
b) No organizadas.- Gomas, latex, resinas, ceras, etc.
3) Farmacolégico.- Clasifica a las plantas seglin su actividad farmacolégica de sus
principios activos.
4) Taxonémico.- Constituye el sistema mas utilizado para clasificar a los vegetales, ya
que define con certeza qué tipo de planta es, ya que todas ellas poseen
caracteristicas, morfolégicas y genéticas distintas. A continuacion se mencionan los

12 descriptores taxondmicos aplicados a todos los reinos:

B T L LT P Oy P e

’ 1) Reino 7) Familia ;
:2) Phyllum 8) Subfamilia :
7 3) Subphyllum 9) Tribu ;
: 4) Clase 10) Género :
7 5) Orden 11) Especie ¢
7 6) Suborden 12) Subespecie (en ocasiones) :

B L TR P e

Los metabolitos secundarios son sustancias que se transforman durante el metabolismo del
organismo (bacteria, hongo, protozoario, planta, animal) e independiente de su cinética de
crecimiento. Estos metabolitos frecuentemente son marcadores quimicos particulares de la
especie de la cual se trate.' Existen dos formas para identificar a los marcadores de las
plantas:
1) Quimica.- Clasificadas segin su estructura quimica y nombre sistematico IUPAC.
2) Biogenética.- Clasifica de acuerdo a su origen biosintético.
Entre los grupos quimicos o metabolitos secundarios de origen natural mas conocidos se
encuentran: Alcaloides, lignanos, cumarinas, terpenoides, policétidos, flavonoides, entre
otras’.
I1.2 Modificacion Molecular a partir de los Productos Naturales
La modificacién molecular’ es un método muy utilizado para disefiar formacos de una
manera racional y productiva en comparacion con sintesis seleccionadas al azar y/o ensayos
de compuestos naturales. El proposito de manipular la estructura quimica de un compuesto
natural o semisintesis es para conferirle actividad biolégica, o bien, para optimizar alguna
actividad farmacolégica, disminuir su toxicidad y/o mejorar sus propiedades

farmacocinéticas o de formulacién farmacéutica. La modificacion molecular se lleva a cabo
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de acuerdo a una serie de criterios generados a partir de la experiencia e informacion
previa, Los procesos mas comunes de modificacién son:
a) Apertura o Cierre de Anillos
b) Introduccién de Enlaces Multiples: Principio de Vinologia
¢) Homologia: Adicién de | 6 mas dtomos de carbono a un anillo o cadena.
d) Introduccioén de Grupos Voluminosos
e) Bioisosterismo: Es un grupo de atomos, iones o moléculas que poseen la misma
conformacion electronica, es decir; un intercambio de un grupo funcional por su
equivalente electrénico que tendréa probablemente la misma actividad biologica.

Existen tres estrategias generales de Modificacion Molecular que consisten en:

1) Simplificacion del Modelo
Es un método conocido como “variacion estructural disyuntiva”, aplicado
fundamentalmente a productos naturales de estructura compleja, simplificando
selectivamente la molécula.

2) Asociacion de dos Moléculas
Es la union de dos estructuras con una determinada actividad con la esperanza de
potenciarla.

3) Replicacion Moduladora
Es la sustitucion de determinados grupos de la estructura modelo.
Este tipo de métodos sobre las modificaciones moleculares implican un estudio mas
profundo acerca de la relaciéon Estructura-Actividad Biologica de una serie de compuestos

modificados quimicamente y probados biolégicamente.

I1.3 Grupos de Metabolitos Secundarios

I1.3.a Terpenos y Esteroides

Los terpenoides y esteroides, constituyen el mas amplio conjunto conocido de metabolitos
secundarios de los vegetales. Estos tienen en comin un nimero entero de unidades
pentacarbonadas ramificadas derivadas del 2-metilbutadieno (isopreno), constituidas a
partir de unidades condensadas de manera “cabeza-cola” de un niimero variable de dichas

unidades.



Los precursores de los principales tipos de terpenos, formados a partir de reacciones
catalizadas por enzimas, son los ésteres pirofosforicos de alcoholes pentacarbonados (Cs),
formados por la adicion de secuencias de unidades de Cs. El pirofosfato de isopentenilo o
IPP (Figura la, 1b) es catalizado enzimaticamente para transformarse en un isdmero
llamado pirofosfato de dimetilalilo o DMAPP? (Figura 2) y es el origen de los distintos
tipos de terpenos.

Existen dos rutas biosintéticas por las cuales se puede obtener el derivado IPP y a su vez

DMAPP (Figura la y 1b):

D e P
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Figura 1a. Ruta DOXP (1-Desoxixilulosa-5-fosfato).}
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Figura 2. Origen biogenético de los terpenos.’

I1.3.b Diterpenos

Los diterpenos constituyen un amplio conjunto de compuestos de 20 carbonos procedentes
de su principal precursor que es el Geranilgeranilpirofosfato o GGPP (Figura 2). La
distribucion de estos en la naturaleza estd concentrada en algunos insectos y organismos
marinos, pero sobre todo en los vegetales. Los principales tipos de estructuras de los
diterpenos son: Aciclicos o lineales, ciclados, biciclicos, triciclicos y tetraciclicos. Su
estructura depende estrechamente de la catilisis generada por la enzima, y la orientacién
del GGPP durante dicha catalisis.

El interés terapéutico de los diterpenoides es limitado, ya que la industria farmacéutica no
produce ningun diterpeno puro; sin embargo, algunos diterpenoides presentan actividades
biolégicas muy especificas que pueden ser atribuidas a este tipo de compuestos, y
curiosamente estdn ampliamente distribuidos en las familias de plantas Lamiaceae y
Asteraceae, entre otras. Dentro de las actividades biol6gicas que se les atribuye a algunas

especies de la familia de las Lamiaceae son: propiedades antihipertensivas (plenctranthus
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barbatus), antitumorales (Rabdosia), antiinflamatorias y analgésicas, antiespasmodicas,
antitusivas, sedantes, ansioliticas y antiinflamatorias débiles de la planta Ballota m‘graz_

La Hispanolona es un metabolito secundario de tipo diterpenos biciclico que posee como
estructura base el Labdano; cuyo origen biogenético es la ruta DMAPP-GGPP (Figura 3):

5]

H,0P;0,
i )\/\7» ' ——
y

DMAFPF

LABDANO

HISPANOLONA

Figura 3. Origen Biogenético de la Hispanolona.™ "
Este diterpeno fue aislado por primera vez de la planta Ballota hispanica también conocida
como Ballota hirsuta (Figura 4) perteneciente a la familia Lamiaceae® distribuida

ampliamente en la mitad del sur de la Peninsula Ibérica.

Figurad. Ballota hirsuta o Ballota hispanica™
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Posteriormente la Hispanolona también se obtuvo de otra planta que se encuentra
distribuida en China conocida en medicina tradicional como Yi Mu Cao y
taxonémicamente clasificada como Leonurus heterophyllus (Lamiaceae) (Figura 5).

Esta planta es utilizada para tratar problemas de tipo ginecologico entre las que destacan: la
menstruacion irregular, amenorrea y hemorragias postparto, asi como edema cronico y
nefritis aguda''.

Figura 5. Leonurus kdﬂopﬁﬁmls

En 1991 Leonurus heterophyltus fue estudiada mas profundamente®, en especial sus dos
principales productos, que son la Hispanolona y la Prehispanolona. De estos compuestos se
produjeron 4 derivados semisintéticos y fueron probados biologicamente sobre la inhibicion
de la unién del radioligando del Factor Activador de Plaquetas (PAF) a su receptor
(Receptor PAF) en plaquetas de conejo de la cepa New Zeland. Los resultados de este
bioensayo se muestran en la siguiente tabla (Tablal):



Tabla 1 Estudio sobre la Hispanolona y sus derivados sobre |’H}-PAF'.

B L L U IR e Gy S e Y )

SEEAELELE GO £ EIE A GEE A A B

P Y R R VT I S

e P AT A L e

B P O PRV Ap ey

Nombre de los Estructuras ICso(1M) unién ICso(pM)
Compuestos de [’H]-PAF Agregacién
(n=4) plaquetaria ~
n=3)
BN52021 No reportada 48+ 1.6 33+12 ¢
(Estandar)
Hispanolona Inactivo Inactivo
/
Prehispanolona 14.1+79 284+173 ;
14, 15- 134+74 190479
dihidroprehispa
nolona :
;
Derivado 2 1.2+0.7 46+19 /
Derivado 3 142+7.7 597+12 ¢
3
:
Derivado 4 57+2.7 14+21

L e L o e P B P

Los resultados de este estudio sugirieron que la actividad se presenta cuando la estructura

se encuentra en forma espirotetraciclica y tal actividad aumenta al sustituir grupos mas

polares en la posicion 7; por lo tanto, la Hispanolona resulta ser inactiva como antagonista

al receptor PAF? al parecer porque carece de los cuatro anillos.

La Hispanolona ha sido sintetizada t:]uimicamce:m;e5 por Wong y cols. También ha sido

probada sobre microorganismos, donde este producto natural y otros 2 anédlogos naturales

(Dehidrohispanolona y Ballonigrina) aislados de la especie Ballota saxatilis subespecie

saxatilis (Lamiaceae). Los resultados del bioensayo sobre bacterias GRAM +, GRAM -y

Candida albicans fueron medianamente potentes comparados con los antibidticos

estandares®.
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Existe evidencia de que una molécula llamada Solidagenona, aislada de la planta Solidago
chilensis (Asteraceae), y cuatro derivados semisintéticos, poseen actividad inhibitoria de la
expresion de genes involucrados en los mecanismos de los glucocorticoides®, como se
muestra en la Tabla 2 hay gran similitud entre la solidagenona y la hispanolona, ambas
poseen un grupo carbonilo en las posiciones 6 y 7 respectivamente, la tnica diferencia
sustancial en la solidagenona es la presencia de un doble enlace entre los carbonos 7 y 8. La
Solidagenona y sus derivados tienen también similitud con la hispanolona, aunque esta
Gltima no fue probada en el estudio.

Con respecto al bioensayo realizado en la solidagenona y sus derivados semisintéticos, se
observa una relacidn entre la estructura y actividad: si el carbonilo de la posicion 6 de la
solidagenona es reducido a ~OH la actividad no se ve modificada, sin embargo, cuando el -
OH es eliminado y sustituido por un —CHj la accién se ve afectada negativamente. En
cuanto a la solidagolactona, es el compuesto menos activo, ya que no posee la estructura
labdanica. Todos los compuestos tuvieron cierta actividad inhibitoria, pero menor al

estandar.
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Tabla 2. Estudio sobre la inhibicién de la expresién genética mediada por glucocorticoides de la
Solidagenona y sus derivados®.

B O AT B BB BB BB E BN BR8N AT
ICs (pg/mL) Inhibicién de la ’

Estructura Nombre expresion de genes mediada

) _ _ | ... por glucocorticoides  °

Hispanolona No probada en el estudio |

' Solidagenona 1-5 Z
Z

i
£ i
Solidaganol 1-5
; ’
‘. i 4
g 6-a-Solidagenol 5-10 A
: :
u 4
: 4
i s
; ;
s . L3
4 6-p-Solidagenol 5-10 ¢
H H
¢ #
¢ z
? ¢
4 z
’ i 2
g Solidagolactona 10-25 Z
5 /]
4 H
i 4
. ¢
) 4
g ’
] ?
i 2
; - H
z Sesquicilina 0.5 Z
5 (estandar) H
; i
i 2
: i
7 ¢
?’M B PE AL T LR ABEREELER AP R SESE LA A ST T HST A g ™ T LEL AT TS A LEL R AT H LTSRS AT P FEES ﬂ”‘

I1.4 Métodos Electroquimicos

La electroquimica es una rama de la Fisicoquimica que involucra la relacion existente entre
la materia y la energia, basada principalmente en la conversion de energia quimica a
energia eléctrica y viceversa.'' Es también uno de los métodos analiticos instrumentales de
gran importancia cientifica, tecnoldgica e industrial. Las mediciones con este tipo de

métodos son principalmente de resistencia, corriente eléctrica y voltaje con fines analiticos;
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sin embargo, cuando a una de estas mediciones adicionamos otra variable como el tiempo,

surgen métodos electroanaliticos de gran contribucién cientifica.

Algunos Métodos Electroanaliticos son’:

B SEREL A REE R BE B S RE AR BRI PO GE AL LRIl BB B BELTIE IR R LS B BIFIE REIE P BB EE S

L W D

: Magnitud Medida Variable Controlada Método 7
) Potenciometria selectiva
2 Voltaje (E) i=0 de iones ’
¢ 2) Potenciometria a :
] corriente nula ‘
. E=f(Volumen jyante) i=0 Titulaciones ;
: Potenciométricas ;
l' Peso de fase E Electrodeposicion a f
: electrodepositado potencial controlado :
Concentracion Voltamperometria ;
{ Cronoamperometria de :
s i=f(E) t redisolucion de barrido de |
) potencial lineal ;
t Voltamperometria de }
i barrido de potencial lineal
¢ i=f(Volumen juiante) E Titulaciones ;
amperométricas :
’ Carga Coulombs = (i x f) Eéi Coulombimetria A
1/R (Conductancia) Concentracién Mediciones de conductancia /
: 1/R = f(Volumen glante) Titulaciones E
GRS R IS ]

En particular para una transformacion electroquimica la
Coulombimetria.

La Coulombimetria posee 2 variantes:

B

Coulombimetria a Potencial
Controlado

técnica mas utilizada es la

i\“‘“‘“ e

Controlada
> Lo g Fd A A

Coulombimetria a Corriente

TR T R

-

Estas técnicas estan fundamentadas en la Ley de Faraday que postula que: “La cantidad de

carga Q usada en una transformacién electroquimica equivale a un Faraday de electricidad

(F = 96 487 C/mol) y es proporcional a la reaccion de un equivalente en peso de sustancia

W”; y esta dada por la siguiente ecuacion:

Q=WnF
M
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donde:

W = Peso en gramos de la sustancia a electrolizar
Q = La cantidad de Carga en Coulombs
M = Masa Molar del analito
n = Namero de electrones requeridos por molécula en la reaccién
F = Constante de Faraday (96 487 C/mol)
11.4.a Coulombimetria a Potencial Controlado’ '
Todo andlisis Coulombimétrico a Potencial Controlado debe satisfacer las siguientes
condiciones fundamentales:
1) La sustancia de interés debe ser electrolizada con 100% de eficiencia en
corriente, esto es, s6lo tienen una ruta electroquimica de reaccion
2) El nimero de Coulombs debe ser precisamente determinado
3) No puede haber reacciones secundarias de estequiometria diferente
4) El potencial permanece constante durante el analisis

5) La corriente eléctrica cambia constantemente durante la electrdlisis

Este método es 1itil y exacto en el intervalo de cantidades de miligramos hasta microgramos
y, por tanto, en andlisis de trazas. La sensibilidad esta limitada por manejo de la muestra y

deteccion del punto final.

I1.4.b Coulombimetria a Corriente Controlada’

Durante esta técnica de electrélisis, la corriente eléctrica permanece constante y la reaccién
de electrodo se debe realizar con un 100% de eficiencia de corriente. A una corriente
constante dada, la reaccion se lleva a cabo en un tiempo determinado; es decir, si la carga Q
es proporcional a la cantidad de masa W, entonces, la carga es proporcional al tiempo de

electrolisis segun la Ley de Ampere:
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Q = Carga en Coulombs
i = Intensidad de Corriente

t = Tiempo

Una de las ventajas de este método es que es muy sencillo sabiendo la estequiometria de la
reaccion y se puede determinar la cantidad de sustancia electrolizada, asi como el tiempo
requerido de reaccion. Ademas el equipo es menos costoso que la técnica a Potencial
Controlado.

La desventaja de este método es que el potencial es variable durante la reaccion y cuando
las ultimas trazas del producto ya estan oxidadas, la corriente sigue siendo de intensidad 7/ y
el electrodo empieza a oxidar al disolvente u otro producto presente en el medio
provocando un fuerte cambio en el potencial (Figura 6).

I(8) Ansito
F Medio E (v)
F ]
En e B f
icte
| »E /1
( E1E2E3E4 En M Anaito
-+ t (min)

Figura 6. Seguimiento I/E de una Electrolisis a corriente controlada."'

IL 5 Electrooxidacién del Furano
Con la Coulombimetria a corriente controlada es posible oxidar electroliticamente a la

molécula de furano (presente en la Hispanolona) disuelta en una solucion metandlica
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0.15M de NH4Br a temperatura de -22°C y a una densidad de corriente de 10 mA/cm? con

agitacion constante.'"

T

< 1)

/ \ 2 CH30H yyigeo
NH4Br -22°C H;CO () OCH,

e Ry S R R

PN AR N
+

5 3

T AR W

Este método posee ventajas sobre el método quimico, ya que este ltimo necesita un control
mds estricto sobre las condiciones experimentales, que consisten a groso modo en tener Cl,
0 Br; durante la reaccién, asi como neutralizar con Na,CO; el hidracido producido durante
la misma ya que el anillo de furano es sensible en medio 4cido. El rendimiento de la
reacciéon quimica es del 73%, mientras que efectuada con Coulombimetria a Corriente
Controlada, el rendimiento aumenta 13 unidades porcentuales con respecto a la reaccion
convencional (86%).Iz

El mecanismo electrolitico genera un pH constante durante la reaccion de oxidacién del

furano y las reacciones involucradas se presentan en la Figura 7:

P e . By

NH,Br

Anodo de Pt Cétodo de Ni

e Dﬁ

Br; Barrera Catédica (-0.7 V)

Barrera Anddica (+0.7 V) ® ¢
e 2NH, — 2NH;+H,
2Br——= Br;+2¢

H (]
N + 2CH;0H +Br
) Br

)

/O\ + 2HBr
HiCO OCH;

e B R R e

R R

R N R R R

e

2 NH;———— 2 NHBr 7

AN

A W TR R R AR T

Qe AT W T T

&

Figura 7. Mecanismo electrolitico de oxidacién del furano."
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Con este método Coulombimétrico es posible electrolizar de la misma manera a la
Hispanolona, ya que este diterpenoide posee un anillo de furano'" y la reaccion observada

es la siguiente (Figura 8):
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Rendimiento > 90 %
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Figura 8. Electrooxidacién de la Hispanolona mediante Coulombimetria a Corriente Controlada.

11.6 Inflamacién

La inflamacion es una respuesta fisiolégica de defensa del organismo que se desencadena
durante la invasién de microorganismos, traumatismo mecénico, isquemia y neoplasias;
dicha respuesta estd localizada especialmente en el tejido conectivo y vascular producida
por diversas sustancias irritantes que se generan durante el proceso con el fin de destruir al
agente patogeno o reconstituir el tejido dafiado. En la Figura 10 se muestra la participacion
de mediadores quimicos y humorales en la respuesta inflamatoria.

La inflamacién es uno de los procesos mas comunes en la enfermedad, es una reaccion
elemental frente a una agresion al organismo y/o decrecer cualquier estimulo perjudicial al
tejido; por ello, la inflamacién participa en el mecanismo inmunolégico del hospedero. La
respuesta inflamatoria se divide en Inflamacién aguda y crénica dependiendo de su

duracién y cinética (Figura 9).

IL.6.a Inflamacién Aguda

La inflamacién aguda se caracteriza por signos clinicos muy marcados los cuales son el
dolor, calor, eritema, edema y pérdida de la funcién. La generacion de estos signos es el
resultado de tres fases concertadas: Fase transitoria aguda, subaguda y proliferativa crénica

(Figura 9):
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Figura 9. Proceso de inflamacién.

IL6.al Fase Transitoria Aguda:

La lesion celular producida por toxinas de microorganismos o agentes irritantes produce la
liberacion de histamina de las células cebadas o mastocitos y la formacion de cinina,
bradicinina y serotonina,' '* las cuales por via receptores de terminales nerviosas inducen
dolor, vasodilatacion de arteriolas y capilares que intensifican la permeabilidad capilar, lo
que conduce a una extravasacion del plasma sanguineo, liquido y proteinas que se
acumulan en el foco inflamatorio, dando origen al eritema o rubor y edema inflamatorio.
Después de los acontecimientos mencionados, se produce la formacion de Prostaglandinas,
Leucotrienos y Lipoxinas productos del metabolismo del Acido Araquidénico. Las
prostaglandinas intensifican la vasodilatacion en arteriolas, esfinteres precapilares y vénulas
postcapilares.
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Figura 10. Diagrama general del proceso fisiolégico de la inflamacién.”
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Por otra parte, los leucotrienos del tipo C4 y Dy (LTCs; y LTD4) actian sobre el
revestimiento endotelial de vénulas postcapilares y con ello la extravasacion del plasma,
por tanto, las células endoteliales vasculares se ven dafiadas y la luz vascular se estrecha y
aun se oblitera por acimulos de estos y plaquetas, de manera que sobreviene la anoxia y el
metabolismo celular se vuelve anaerobio, con la formacion excesiva de 4cido lactico. Todo
esto lleva a una elevaciéon de la presion osmoética local por aumento del nimero de
moléculas y al descenso del pH hasta 5.5.

El PAF también participa en la fase aguda ocasionando el cuadro clinico caracteristico de la
respuesta inflamatoria ante agentes irritantes o etioldgicos junto con los derivados del acido
araquidénico. En la Tabla 3 se resume la participacién de los mediadores lipidos en los

signos clinicos de la inflamacion.

Tabla 3. Relacién de los autacoides con los signos clinicos de la inflamacién."

7""Signos Clinicos Mediadores Lipidos ’

+ Dolor e Hiperalgesia PGE,, LTB4, PAF :
Eritema y Vasodilatacion PGE,, PGIy, LTB4, LXA4, PAF

7 Calor PGE,, PGl;, LXA4, PAF

7 Edema PGE,, LTB4, LTCs, LTDy, LTE4, PAF |
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I1.6.a2 Fase Subaguda Tardia:

Esta fase se caracteriza por la infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y
leucocitos mononucleados (MN) al foco inflamatorio. Para el reclutamiento de estas células
se requiere de moléculas de adhesién (integrinas) como la  E-selectina expresada por el
endotelio, la cual es necesaria para que los neutréfilos lleguen al sitio de la inflamacidon
antes que otras células, sin embargo, después del arrivo de los neutréfilos, se expresan en el
endotelio otras moléculas de adhesién: ICAM-1 y VCAM-1 de carécter intracelular y
vascular respectivamente. Las moléculas ICAM-1 son selectivas para la extravasacion de
Monocitos y Macr6fagos y VCAM-1 para la diapedesis de Linfocitos T (LcT). También
existen mediadores solubles con efectos quimioticticos como el factor del complemento
Csa, el LTB4 y el Factor Activador de Plaquetas (PAF). El LTB4 es ademas un potente
agente proinflamatorio, ya que induce la quimiotaxis y quimiocinesis de leucocitos PMN
(principalmente eosin6filos) y monocitos, con la subsecuente agregacion y degranulacion
del contenido de estas células. En esta fase también participan algunas citocinas como la

Interleucina-1 (IL-1), y el Factor de necrosis Tumoral o (TNF-a) ambas interleucinas
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provienen de la activacion de macr6fagos y monocitos. Los macrofagos activados inducen
la expresién de genes para otras citocinas®® como la IL-2, IL-6, IL-8 y factores de
crecimiento como GM-CSF; estas moléculas favorecen el metabolismo del &cido
araquidonico (AA), la activacion de células Natural Killer (NK) y linfocitos T y B.
Algunas funciones adicionales a las citocinas durante el proceso inflamatorio se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 4. Funciones de las citocinas mis importantes durante el proceso inflamatorio.'”**

Citocinas Funciones Principales ;
IL-1 Activa el endotelio vascular, quimiotaxis, activacién de LcT e induce la %
fiebre sistémicamente ¢

IL-2 Induce la proliferacién y produccién de citocinas ;
IL-6 Induce la activacién de LcB y la produccién de Anticuerpos (Ac) ;
IL-8 Aumenta el acceso de células efectoras, induce la expresion de ligandos %

en el endotelio reconociendo B,-integrinas
Activa el endotelio vascular, aumenta la permeabilidad capilar y el
TNF-a fluido que llega a los nédulos linfaticos.

Provoca fiebre sistémicamente y es responsable del shock endotéxico;
GM-CSF | Induce la proliferacién y diferenciacion hacia todas las lineas celulares

A P

SR A N T R 00 S AR A TR R R R A

A R W R

-

En el caso de la inflamacién provocada por un proceso infecciosos, las células MN al
fagocitar al agente etiologico utilizan mecanismos oxidativos y no oxidativos. EIl
mecanismo oxidativos es mas eficiente e implica un aumento en el metabolismo de la
glucosa con la consecuente produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS: 0,7, OH,
H,0,), los cuales son microbicidas, fungistaticos y antiparasitarios; ademas, los fagocitos
aumentan la produccién de Oxido Nitrico (NO) a partir de la L-arginina. Los mecanismos
No-oxidativos son los encargados de disminuir el pH del interior del fagosoma, favorecer la
liberacién de enzimas hidroliticas y la sintesis de proteinas cationicas que destruyen el

material extrafio.
I1.6.a3 Fase Proliferativa Croénica:

En esta fase se advierte inicamente degeneracibn y fibrosis tisular, eventos que propician a

que la inflamacién llegue a ser crénica.
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I1.6.b Inflamacion Croénica

La inflamacion crénica se ha caracterizado por una prolongada infiltracion de células como
macrofagos y linfocitos, proliferacion de tejido conectivo, neogénesis capilar y deposicion
de proteinas de la matriz extracelular, y en la vecindad de la lesion aparecen cuerpos
celulares gigantes extrafios. Como se mencioné, predominan los macréfagos activados, lo
cual favorece la liberacion de sustancias pro-inflamatorias y especies ROS y RNS, lo que

conlleva a una exacerbacion de la inflamacion.

I1.7 Mediadores lipidos de la inflamacién

Los mediadores lipidos comprenden a dos grupos que son los Eicosanoides y el Factor
Activador de Plaquetas (PAF), el primero comprende a la familia de las Prostaglandinas
(PG), Leucotrienos (LT) y Lipoxinas (LX), y el segundo sé6lo al PAF.

Los eicosanoides son moléculas de 20 carbonos con 3 a 4 insaturaciones y con oxigenacién
en distintas posiciones derivadas de su precursor principal denominado Acido
Araquiddnico. El 4cido araquidénico se sintetiza a partir del cido linoleico proveniente de
los alimentos y es almacenado en la membrana celular en forma de 4cidos grasos
esterificados llamados fosfolipidos, asi como el Fosfatidilcolina, Fosfatidiletanolamina,
Fosfatidilinositol entre otros".

El 4cido araquidénico se encuentra en baja proporcién en forma libre, por tal razén la
biosintesis de eicosanoides depende de la disponibilidad y la participacién de la enzima
Fosfolipasa A, (PLA;), la cual libera el icido araquidénico de los fosfolipidos de la
membrana celular. Una vez que el dcido araquid6nico ha sido liberado es transformado en
eicosanoides gracias a reacciones catalizadas por enzimas intracelulares: Ciclooxigenasa
(Prostaglandinas), Lipoxigenasas (Leucotrienos, Lipoxinas y Acidos
hidroxieicosatrienoicos) y Epoxigenasas (Acidos epoxieicosatrienoicos) (Figura 11)'°. Por
otra parte, la PLA; estimula la biosintesis de PAF a partir de la membrana plasmética para
formar Liso-PAF.
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Figura 11. Biosintesis de los eicosanoides y PAF."

I1.7.a Prostaglandinssl’:

La estructura base de las prostaglandinas es un 4cido carboxilico de 20 4tomos de carbono
que contiene un anillo de ciclopentano entre los carbonos 9, 10, 11 y 12 y un grupo
hidroxilo en el carbono 15. La estructura base se ha denominado como Acido Prostanoico o
Prostanoide. Las prostaglandinas estdn divididas en series que diferencian la sustitucién de
un 4tomo de oxigeno en el anillo de ciclopentano con una letra (PGD, PGE, PGF, PGG,
PGH). El nimero que se le asigna a cada prostaglandina indica el nimero de dobles enlaces
que posee la molécula. En general la primera serie de prostaglandinas derivan del dcido

linoleico y la segunda serie del acido araquidénico.

32



La Ciclooxigenasa (COX) es una enzima muy abundante en el reticulo endoplasmico y
cataliza 2 distintas reacciones: 1) la ciclizacion del 4cido araquidonico formando PGG; y
2) la hidroperoxidacién de PGG, formando PGH,. A partir de PGH,, se sintetizan las
distintas prostaglandinas, tromboxanos y la prostaciclina (Figura 12). La COX posee dos
isoformas, denominadas COX-1 y COX-2. la primera se expresa de manera constitutiva en
casi todas las células y su activacion produce la prostaciclina (PGls) la cual al ser liberada
al endotelio vascular produce un efecto antitrombogénico, y cuando se libera en la mucosa
gastrica es citoprotectora. La COX-2 es una enzima que se induce por citocinas,
endotoxinas bacterianas y factores de crecimiento, incrementando su actividad en mas de
20 veces durante la reaccién de inflamacién en monocitos humanos y macréfagos murinos.
La biosintesis de Prostaglandinas es inhibida por farmacos antiinflamatorios no esteroidales
y antiinflamatorios esteroidales.

En la Tabla 5 se muestran las respuestas fisiolégicas de las prostaglandinas.

Tabla 5. Funcién biolégica de los derivados del AA mediados por COX (Prostaglandinas)."”

f Compuesto Respuesta Biol6gica g
4 £
i Acido Araquidénico (AA) | Precursor de todas las prostaglandinas ;
PGG; Derivado ciclizado del AA y precursor de la
PGH, :
i PGH; Derivado hidroperoxidado de la PGG,,y  #
: precursor de las demés prostaglandinas 5.
PGD, Contraccién muscular lisa, inhibicién de la 7
agregacién plaquetaria :
PGE; Vasodilatacion, hiperalgesia, fiebre, z
natriuresis, diuresis e inmunomodulacién
s PGFzq Contracci6n muscular lisa,
Z broncoconstriccion y abortifaciente
/ PGI, Vasodilatacién e inhibicién de la agregacion
4 plaquetaria
f TxA; Vasoconstriccién y agregacién plaquetaria
¢ ¢
¢ SR——— TP, |

\
|
L]
L
A

33



LA ST,

A TR e R R N TR R S N R R e R

A

fm_.\\\\

R s e

Q,

;_PGE,
(células
cebadas)

HO

Estimulo

B

Membrana plasmética

Fosfolipsdos

PGD,
(cerebro,
HO  células cebadas)

L

(e p——2

Intracelular

OH

2)

4]

PLA,
Z)

— c— COOH )
Acido
_ N Araquidédnico

@) i2)
- [&(0) 4
o~ N\
I 2 OOH
Ol PGG,
PGH,
COOH
OOH Prostaciclin
Isomerasa sintasa
COOH Ry Vo

Isomerasa

< W L
P— OOH

Isomerasa

Prostaciclina
Retitl) PGI;
{endotelio)

OH Tromboxano
TxA,
(plaquetas)

o

A N T N T A N T R R T M T R R W T R R N R R 0 T R T T R A e T R

. s

Figura 12. Biosintesis de las Prostaglandinas, Tromboxano y Prostaciclina mediada por la
Ciclooxigenasa (COX)."”
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I1.7.b Leucotrienos':

Los leucotrienos son moléculas que contienen 3 insaturaciones por dobles enlaces en su
estructura y fueron descubiertos en leucocitos en 1970.

La nomenclatura de estas moléculas consiste en el niimero de instauraciones que poseen, es
decir, los leucotrienos de la serie 4 poseen 4 insaturaciones derivados del 4cido
araquidonico (4cido eicosatetranoico), mientras que los de la serie 5 derivados del 4cido
eicopentanoico que posee 5 dobles enlaces. Los leucotrienos son biosintetizados a partir del
dcido araquiddénico por la accién principal de la enzima 5-Lipoxigenasa (5-LPO); esta
enzima cataliza 2 reacciones consecutivas: 1) la insercién molecular de un dtomo de
oxigeno en el carbono 5 del 4cido araquidénico formando el 4cido
5-hidroperoxieicosatetranoico (5-HPETE) y 2) la transformacién subsecuente del 5-HPETE
en un epoxido denominado LTA,. A partir del LTA, se biosintetizan los demds leucotrienos
independientes de la 5-LPO (Figura 13). En la Tabla 6 se resume las funciones fisiolégicas

de los leucotrienos.

Tabla 6. . Funcién biolégica de los derivados del AA mediados por 5-LPO (Leucotrienos)."”

S AT S S B ST TP LI LIS

f Compuesto Tipo de célula que Funcion fisiolégica A
] los produce ;
AA Todas las implicadas | Precursor de todos los ‘
5 leucotrienos {
’ 5-HPETE Todas las implicadas | Precursor del LTA4 ‘
i
LTA, Todas las implicadas | Precursor de los demas /
leucotrienos
Marginacion, migracion,
LTB, Neutréfilos degranulacién, generacion del
/ ani6n superéxido y sintesis de
eicosanoides
LTC, Broncoconstriccion,
Células cebadas, vasoconstriccion, descenso del
LTDy Basofilos, flujo sanguineo, decremento de
Eosinéfilos la contractilidad cardiaca y
LTE, exudacion del plasma
: S W
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Figura 13. Biosintesis de los Leucotrienos mediada por la 5-Lipoxigenasa (5-LP0O)."”
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IL.7.c Lipoxinas'’:

La biosintesis de leucotrienos es iniciada por la insercién de oxigeno molecular (O,) en el
carbono 5 del acido araquidénico por la 5-LPO; pero las Lipoxinas (LX) se generan a partir
de la oxigenacion en las posiciones 5 y 15 por las enzimas 5-LPO y 15-LPO
respectivamente. Esta oxigenacion produce un intermediario epéxido 5, 6-epoxitetraeno, el
cual es rdpidamente convertido en LXA; o LXBs por epdxido-hidrolasas
(Figura 14). Asimismo los productos de 5-LPO y 15-LPO ejercen funciones fisiologicas

importantes, como se muestra en la Tabla 6.
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Figura 14. Biosintesis de los Lipoxinas mediada por las enzimas 5-Lipoxigenasa y 15-Lipoxigenasa
(5-LPO y 15-LP0O)."”
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Tabla 6. . Funcién biolégica de los derivados del AA mediados por 5-LPO y 15-LPO (Lipoxinas).

L L L A R L G AR S B AT A A T A A S M AP Y B SR 8 E R T

2 Compuesto Funcion Biolégica
AA Precursor de todas las lipoxinas
15-HETE Precursor de 5-hidroperoxi-15-hidroxi-ETE

5-Hidroperoxi-15-hidroxi-ETE | Precursor de 5, 6-epoxitetraeno

5, 6-Epoxitetraeno Precursor de LXA4 y LXBy

AR A R T R R R R R R T R

Quimiotaxis y quimiocinesis hacia neutréfilos, ‘
inhibicion de la actividad de células NK, dilatacién a
LXA4 arteriolar, antagonista a leucotrienos, liberacion de :
TxA; y PGl,, contracciéon de musculo liso bronquna]
activacion de PMN y estimulacién de formacion de ?
prostaglandinas

Inhibicion de la actividad de células NK,
LXB, vasoconstriccion y contraccion de miusculo Ilso
s bronquial

B e : ‘ i & e snl

T L Y

A N RN TR AR

I1.7.d Factor Activador de Plaquetas

El factor Activador de Plaquetas (PAF) es un Fosfolipido Activo de suma importancia
como mediador en las interacciones célula-célula. Esta molécula tiene varias funciones
fisiolégicas, entre las cuales se encuentran: ' "

1) Activacién de Leucocitos Polimorfonucleares (PMN) y otros leucocitos
2) Liberacién de 4cido araquidénico y produccién de eicosanoides

3) Alteracion de la Permeabilidad Vascular y extravasacién del plasma

4) Hipotension

5) Decremento de la potencia cardiaca

6) Vasoconstriccion

7) Broncoconstriccion

8) Edema pulmonar

9) Estimulacion de la Glicogendlisis en el higado

10) Estimulacién de la contraccion uterina

11) Agregacion plaquetaria
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Sin embargo, el PAF también esta involucrado en diversos procesos fisiopatolégicos dentro
de los que destacan: Enfermedades alérgicas e inflamatorias como asma, anafilaxis
sistémica, inflamacién aguda, shock endotéxico, ulceracion gastrointestinal, pancreatitis,
dafio agudo a pulmén, glomerulonefritis, rechazo a transplantes e isquemia cerebral, renal y
4,17

al miocardio

La estructura y nombre quimicos de este fosfolipido es:
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La biosintesis de este mediador es partir de 2 vias fundamentales:

I1.7.d1 Via Remodeladora (Remodeling pathway):

Los leucocitos PMN, células endoteliales y monocitos cuando son activados por toxinas o
citocinas inician la biosintesis del PAF por esta via.

Cuando una toxina de algin agente etiolégico entra en contacto con el organismo, por
ejemplo a causa de una lesion celular, el Factor XII de la coagulacién inicia la cascada de
reacciones para formar Trombina que interacciona con su receptor el cual estd asociado a
una Proteina G que abre un canal de Ca™* y activa a la Fosfolipasa C, dicha activacion
hidroliza al Fosfoinositido y forma IP; y Diacilglicerol (DAG). El IP; provoca la liberacion
de Ca®* del sistema tubular denso en las plaquetas, sin embargo, en los Leucocitos, PMN,
Mé¢, Monocitos, Células Cebadas y Endoteliales, la entrada de Ca®* provoca la activacion
de la PLA,."5 '™ Cuando es activada la PLA, cataliza la desacilacién en la posicién 2 del
1-0-alquil-PC para obtener Liso-PAF y este es esterificado en la misma posicién por la
enzima Acetiltransferasa para formar PAF. La degradacién del PAF es a partir de la
hidrélisis del éster en la posicion 2 de la base glicerol por la enzima PAF-acetilhidrolasa
para formar Liso-PAF que a su vez es acilado en la misma posicién por la enzima
Aciltransferasa para formar 1-O-alquil-PC. La ruta de biosintesis y degradacion del PAF se

muestra en la siguiente figura (Figura 15).
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Figura 15. Ruta Biosintética del PAF por la Via Remodeladora.'*

I11.7.d2 Via Sintesis de Novo:

La sintesis de PAF es a través de la catilisis enzimatica de la 1-alquil-2-acil-sn-glicero-
colinafosfotransferasa, y su biosintesis es aniloga a la de la Fosfatidilcolina, pero las
enzimas son especificas para los precursores adecuados.

La sintesis de Novo sucede en células endoteliales y epiteliales, ain no esta bien establecido
si sucede en células inflamatorias (Figura 16); sélo se sabe que los leucocitos PMN

sintetizan PAF por esta ruta siempre y cuando sean estimuladas por Esteres de Forbol. '*'?

f Pt R R B v e S S A - L e .\5
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Figura 16. Biosintesis del PAF a partir de las vias Remodeladora y de Novo."

118 Oxido Nitrico
La relajacién de la fibra muscular lisa como un componente estructural activo de la pared
vascular da origen a una vasodilatacion directa. El agente que desencadena este proceso fue

en un principio conocido como el factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF),?
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descubierto por Furchgott y Zawadzki en 1980. Este factor es producido por la célula
endotelial como consecuencia de estimulos fisiologicos, del estrés o de los estimulos
quimicos que in vivo puedan ejercer la acetilcolina y/o la bradicinina sobre sus respectivos
receptores en la pared endotelial.

Tras comprobarse que el EDRF influia sobre el tono vascular y en particular el flujo
sanguineo cerebral, se demostr6 que este factor tenia las mismas caracteristicas funcionales
que el o6xido nitrico (NO), el cual es producido por una familia de enzimas que se les
denomina ¢xido nitrico sintetasas (NOS). Se sabe ademis que el PAF modula la
permeabilidad microvascular por medio de sefializaciones bioquimicas que involucran a la
estimulacion de la NOS™.

La isoforma enzimdtica (iNOS) también es regulada negativamente por los
glucocorticoides, IL-1, PAF y el TGF?. En la siguiente tabla (Tabla 7) se resume la

localizacion de las isoformas de NOS.

Tabla 7. Isoformas de las enzimas Oxido Nitrico Sintetasas (NOS).

B L R e e

Isoforma Tejido y células en el cuales se encuentran
Constitutiva Cerebro, musculo esquelético, neutrofilos, islotes
Neuronal (nNOS) | pancreéticos, endotelio, epitelios del sistema respiratorio, y
en 6rganos del sistema gastrointestinal

Constitutiva
Endotelial (eNOS) | Células endoteliales y neuronas

Macréfagos, musculo liso, células endoteliales, neuronas
Inducible (iNOS) | situadas en el hilio del hipotédlamo, cerebelo, corteza
cerebral

0 T N TR A IR R R A R

N AN AL SR

2E o i

En la inflamacién aguda el NO activa a las formas constitutiva e inducible de la COX
(COX-1 y COX-2). Durante la inflamacién crénica y/o proceso infeccioso los macréfagos
liberan Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) para eliminar al agente etiolégico, sin
embargo, estas células son capaces también de producir 6xido nitrico (NO) que es una
sustancia sumamente t6xica para los microorganismos’’, ademas de que es un gran agente
inhibidor de la replicacién viral. La produccion de 6xido es estimulada inicialmente por el
IFNy (también por LPS o IL-1)* sobre el M¢ donde la iNOS es inducida a través de la

activacion del Factor Nuclear k-B (NF-xB) y la consecuente produccién de 6xido nitrico
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via L-arginina/Citrulina, que es incrementada por el TNFa y la union de la
Tetrahidrobiopterina con la iNOS (Figura 17).

lad| e

Figura 17. Induccién de la iNOS y produccién de NO a través de la via L-Arginina / Citrulina. ™

Las interacciones del NO con las ROS son complejas. Algunas veces, estas moléculas se
inactivan entre si, pero, en determinadas circunstancias, pueden combinarse para generar
radicales peroxinitrito altamente reactivos capaces de oxidar tioles y las bases nitrogenadas
del DNA, ademas de iniciar la peroxidacion de lipidos independientemente de la presencia
de metales (Figura 18). En presencia de ciertos metales, el peroxinitrito permite formar

especies del tipo NO,', los cuales pueden nitrar por sustitucion electrofilica aromatica

(Friedel-Craft) compuestos fendlicos, incluyendo los anillos aromaticos de las proteinas.

ON(}Oe

NO + O3

Figura 18. Formacién del Peroxinitrito a partir del Oxido Nitrico.

I1.9 Farmacologia de los Antiinflamatorios NO Esteroidales®

Los farmacos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos constituyen un grupo
heterogéneo de compuestos, con frecuencia no relacionados quimicamente, que a pesar de
ello comparten ciertas acciones terapéuticas y efectos colaterales. El prototipo de estos
farmacos es el Acido Acetilsalicilico (ASA), y por tanto, a estos se les ha denominado tipo
aspirina, pero actualmente es mas aceptado llamarlos como Farmacos Antiinflamatorios No

Esteroidales (FANES o AINES).
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La inhibicién de la biosintesis de prostaglandinas producida por el ASA, Indometacina y
otros farmacos se ha demostrado por muchos experimentos in vive e in vitro. Este efecto
solo depende de que el farmaco alcance a la enzima Ciclooxigenasa (COX) y con ello
sobreviene la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas en plaquetas, semen, orina y
liquido sinovial de las articulaciones de las rodillas artriticas. También hay correlacion
espectro-orden entre la potencia de estos fiarmacos como inhibidores de la COX y su
actividad antiinflamatoria. La Ginica excepcion sobresaliente es la Indometacina, que parece
ser mas potente en las pruebas antiinflamatorias que en los ensayos de inhibicion
enzimitica.

Los firmacos del tipo salicilatos (Acido Acetilsalicilico), pirazolénicos (Fenilbutazona),
p-aminofenoles (Paracetamol), derivados del indol (Indometacina), derivados del
diclofenaco (Diclofenaco), derivados del dcido propidnico (Ibuprofeno), entre otros; estan
involucrados en la inhibicion de la produccién de prostaglandinas. Estos firmacos actian
sobre la inhibicién de la enzima COX involucrada en la biotransformacion del acido
araquidénico en PGG; y PGH; que son los precursores principales de las prostaglandinas
cuyo efecto biolégico puede llegar a exacerbar la inflamaci6n en el sitio de la lesion o

infeccion?".

I1.10 Farmacologia de los Antiinflamatorios Esteroidales’'

Los corticosteroides son hormonas secretadas por la corteza suprarrenal asi como la
hormona adrenocorticotréfica (ACTH), cuyos efectos fisiologicos y farmacoldgicos
influyen sobre el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, también sobre el
equilibrio de electrolitos/agua y sobre las funciones del sistema cardiovascular y nervioso,
rifion, musculo esquelético y otros tejidos. Ademds los corticosteroides confieren al
organismo la capacidad de resistir a diversos tipos de estimulos nocivos y modificaciones
ambientales.

Los corticosteroides naturales se clasifican en Mineralocorticoides y Glucocorticoides, de
acuerdo a la potencia relativa que tienen para retener Na' y depositar glucégeno hepitico y

su actividad antiinflamatoria, como se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Potencias relativas de algunos corticosteroides.”

Retencion Depaésito de Efecto
Corticoides de Na* glucégeno Antiinflamatorio
hepatico

Naturales
Cortisol 1* 1 |
Cortisona 0.8* 0.8 0.8 :
Corticosterona 15 0.35 0.3 i
11-Desoxicorticosterona 100 0 0
Aldosterona 3000 03 ? !

Sintéticas
Prednisolona <1* 4

i Triamcinolona 0 5 :

* Estimula Ia excrecién de Na* en ciertas circunstancias.
Con respecto a las acciones antiinflamatorias, los glucocorticoides tienen la capacidad de
prevenir o suprimir el desarrollo de las manifestaciones de la inflamacion. Inhiben la
respuesta inflamatoria de tipo radiante, mecanico, quimico, infeccioso o inmunolégico.
Los corticosteroides inhiben no sélo los fenomenos de la Fase Transitoria Aguda del
proceso de inflamatorio sino también las manifestaciones de la Fase Subaguda Tardia.

El mecanismo de accion de los glucocorticoides incluye a la inhibicion de la produccion de
acido araquidonico y sus metabolitos como las prostaglandinas, leucotrienos y lipoxinas, a
través de la sintesis inducida por los glucocorticoides de varias proteinas entre las que se
encuentran la Lipocortina-1 que inhibe la actividad de la PLA; vy la biosintesis del PAF;
inducen la transduccion del gen que codifica para las enzimas ECA (Enzima Convertidora
de la Angiotensina) y NEP (Endopeptidasa Neutral) cuya funcion es metabolizar a la
bradicinina y a las taquininas respectivamente. Otras acciones de los glucocorticoides es la
represion de los genes que codifican para la PLA;, COX y 5-LPO, inhibiendo asi la
produccion de los mediadores lipidos derivados del acido araquidonico (Figura 20).

Los glucocorticoides también inhiben la produccion del TNFa liberado por las células
fagociticas, esta citocina induce la expresion génica (ademas de PAF y LTB,) de la proteina
AP-1 producida por los oncogenes c-fos y c-jun que codifican para las dos subunidades
FOS y JUN de la proteina. La AP-1 es como factor de transcripcion para el gen que
codifica para la Colagenasa (Figura 19), asi pues los glucocorticoides pueden inhibir la

accion de la AP-1 de dos maneras: 1) Represion mutua por la union del receptor
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glucocorticoide activado (G-R), o bien, 2) el G-R se une al gen de la colagenasa impidiendo
la transcripcion del gen inducido por AP-1. Ademas estos antiinflamatorios pueden reprimir
la transcripcion de los genes de AP-1 y NF-xB estimulados por citocinas.

Asimismo inhiben la produccion de IL-1 que induce la produccion de PGE; y colagenasas,
activacion de LcT y aumento de la sintesis hepatica de proteinas durante la Fase Aguda de

la Inflamacion; que actiian como sustancias quimiotacticas para leucocitos™ %,

reriali oS AR

forbol

&
Activan m

ar1 QD
S H ox

e = ”]'\

w— C-jUN Gen de la Colagenasa $
D
l o (G-R)-AP-1
Inducen la Represion mutua

mﬁ emroTIeRy
génica mRNA 9 ’
[
TNFa, LTB,, J
NF-xB

G-R contrarresta el efecto
Colagenasa inductivo de AP-1 hacia la

colagenasa, asi como los genes
que codifican para AP-1y
NF-«xB

Figura 19. Mecanismo antiinflamatorio del Receptor Glucocorticoide (G-R) con su ligado hacia la
represién de la transduccién del gen de la colagenasa inducido por el factor de transcripcién AP-1.
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Leucotrienos / Aciltransferasa

Acetil-CoA-
liso-PAF
aceliltransferasa

LTB, PAF «—————————— liso-PAF -<«—— 1-0-alquil-fosfocolina

Inducen a

cu;os c-jun

Figura 20. Mecanismo general antiinflamatorio de los glucocorticoides.™
Algunos ejemplos de farmacos esteroidales utilizados actualmente por su gran potencia
antiinflmatoria son: Prednisona, Prednisolona, 6a-metilprednisolona, Fludrocortisona,
Prametasona, Betametasona y Dexametasona.



I1.11 Modelos de Evaluacion Antiiflamatoria

La dermatitis es una inflamacion de la piel, la cual se hace evidente por edema y eritema,
infiltracion de neutréfilos, aumento en la actividad de la enzima Mieloperoxidasa (MOP)
involucrada en la sintesis de HCIO y HIO a partir de H,0,%; e hiperplasia de la epidermis
asociada al incremento de poliaminas, prostaglandinas y leucotrienos. A partir de estos
fenémenos se han implementado desde la década de los ochenta varios modelos de
inflamacioén de naturaleza aguda como cronica en el tejido cutaneo empleando animales de
experimentacion. Cada uno se basa en el uso de un agente irritante aplicado directamente
sobre la piel (in situ), o bien inyectando aquel en una parte especifica del organismo. Estos
modelos in vivo han servido para identificar el potencial topico y sistémico de los farmacos
antiinflamatorios no esteroidales como los esteroidales, asi como farmacos involucrados en
reacciones de hipersensibilidad temprana (antialergénicos).

La siguiente tabla (Tabla 9) muestra algunos ensayos para dilucidar la actividad

antiinflamatoria.

Tabla 10. Ensayos para dilucidar actividad antiinflamatoria in vive.

;. Agente Irritante | Signo de Inflamacion | Animal | Tejido |
: Inflamacién aguda tipo vascular ;
: Luz U.V. Eritema Cobayo Piel del lomo
* Calor Rata ;
- TPA, EPP, Aa, Edema Rata, Raton Oreja
: Cantaridina :
/ Carragenina Rata Pata /
: Inflamacién de tipo celular {
- Aplicacién de un Exudado y mediadores Piel Z
7 volumen de aire H
> Implantacién de Rata :
; esponja Granuloma Subcutaneo :
“ Implantacion de :
7 aceite
‘ Inflamacién tipo inmune i
 Sensibilizacién y Edema Ratén Oreja /
; reto antigénico
- Reaccién pasiva de Rata
° Arthus Lesion de la piel Piel
* Anafilaxia cutinea Rata, Cobayo :
! pasiva g
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En este estudio se utilizaron dos ensayos in vive que corresponden a una inflamacién aguda
tipo vascular, donde los agentes irritantes que provocan el edema fueron el 13-acetato de
12-0O-tetradecanoilforbol (TPA) y Etil-fenil-propiolato (EPP), el primero utilizado para
evaluar antiinflamatorios de tipo esteroidal y No esteroidal y el segundo para evaluar

antiinflamatorios esteroidales.?®

I1.11.a Edema inducido por TPA

El TPA es un promotor de tumores y activador de la Proteincinasa C. Induce una respuesta
inflamatoria de larga duracién asociada con un pasajero incremento en la produccion de
prostaglandinas bloqueada por AINES y antagonistas de receptores LTB4 e inhibidores de
5-LPO, por lo que se ha sugerido que los leucotrienos son los responsables de la
inflamacion y la hiperplasia asociada a este agente irritante (Figura 22).

El mecanismo de accion por el cual se lleva a cabo el efecto inflamatorio del TPA adn no
estd dilucidado, pero se ha reportado que este compuesto genera radicales libres del tipo
ROS en modelos de carcinogénesis en piel. En la siguiente figura (Figura 21) se muestra un

esquema del mecanismo inflamatorio que provoca el TPA.
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1 Estimulo

]’g, i Membrana celular

Activacion de las
funciones celulares

Generacion de
Radicales Libres ROS

Leucotrienos  Prostaglandinas
5-LPO COX-2

Acido Araquidénico

Biosintesis del

PAF por la via |
Remodeladora i
Activacion de las
funciones celulares
\ J

Figura 21. Mecanismo de accién inflamatorio prepuesto para el TPA.
Existe evidencia de que el edema inducido con TPA y otros agentes irritantes tienen una
relacion estrecha con la inhibicion de la agregacion plaquetaria. El grupo de Merlos y
cols.?® probaron varios compuestos potencialmente antagonistas al receptor PAF y los
resultados que hallaron se muestran en la Tabla 11.
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Figura 22. 13-acetato de 12-O-tetradecanocilforbol (TPA).

Tabla 11. Relacién TPA y otros agentes con antagonistas al receptor PAF.”

Agregacion | Hipotensiéon
plaquetaria | inducida
Compuestos inducida por PAF Induccion del edema en la oreja IDs,
por PAF IDso (mg/oreja)
ICs (uM) | (mg/kg) iv.
Acido TPA | Ditranol | Acido
Araquidénico Benzoico
UR-10324 0.012 0.018 0.058 0.025 0.61 0.28
UR-11353 0.010 0.025 0.075 0.94 0.085 0.43
CV-6209 0.012 0.008 0.059 0.056 | 0.057 0.17
WEB-2086 0.091 0.17 0.76 0.39 0.29 0.47
YM-461 0.88 0.035 >2 1.52 0.12 >2
BN-52021 0.55 >5 > 1 > 1 >1 > 1
Indometacina | NT NT 1.25 0.015 | 0.086 0.34
Fenidona NT NT 0.013 0.32 >2 0.57
Dexametasona | NT NT 0.12 0.023 0.14 0.33

En este estudio se demostro que el compuesto UR-10324 guarda la relacion mas estrecha

entre la inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por PAF y la inhibicion del edema

inducido con TPA y AA en oreja de raton. En cambio los compuestos en estado ionico

(YM-461 y BN-52021) fueron los menos activos. Los autores concluyeron que existe una

relacion entre la inflamacion inducida con TPA y la capacidad de inhibir la agregacion

plaquetaria, debido a que el TPA puede activar la PLC, y ésta a su vez via IP; se activa la

PLA,, y de esta manera promueve la formacion del PAF.
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I1.11.b Edema inducido por EPP

El Etil-fenil-propiolato (EPP) (Figura 23) se ha utilizado para evaluar a los farmacos
involucrados en un mecanismo esteroidal (Glucocorticoides),”” sin embargo, el modo de

accion del EPP para inducir la inflamacion atin no esta dilucidado.

T P T S SR P ey

Z

R AR T SR

v

H
R L B T e S A E P )

Figura 23. Etil-fenil-propiolato.

I1.11.c Produccién de NO por estimulacién con LPS a M¢ murinos

Este ensayo se ha propuesto como un modelo in vitro para evaluar el efecto
antiinflamatorio a través de cuantificar la reduccion en la produccion de NO sintetizado por
la iNOS medida en nitritos (NO,), en cultivos de M¢ estimulados con LPS'®. El método de
Griess es utilizado para detectar nitritos mediante la reaccion del anion con la sulfanilamida
en medio acido obteniendo una sal de diazonio. La sal de diazonio reacciona con el agente
croméforo que es el naftiletilendiamina obteniendo un compuesto colorido detectado a 515
nm (Figura 24)'® . Durante el ensayo es necesario adicionar al medio la enzima

superoxido dismutasa (SOD) para evitar la formacion del radical-anion superoxido.
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Figura 24. Esquema general de reacciones llevadas a cabo durante la determinacién de nitritos por el
método de Griess.””

I1.11.d Medicién de la Viabilidad de M¢ murinos por el ensayo de MTT

El proceso de respiracion es un indicador de la viabilidad celular de los macréfagos y es
posible medirla por espectrofotometria en la regién del visible con el método del Bromuro
de 3-(4, 5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2 H-tetrazolio (MTT). El fundamento del método
se basa en involucrar moléculas que participan en reacciones enzimdticas redox-acidez en
el Ciclo de Krebs y Fosforilacién Oxidativa donde el FAD-Diaforasa por medio del NADH
+ H" es reducido; una vez llevada a cabo la reaccion, el FADH;-Diaforasa reduce al MTT a

una sal de formazan colorida detectada a 590 nm (Figura 25)'% %
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Figura 25. Esquema general de reacciones llevadas a cabo durante la determinacién de la viabilidad
celular por el método de MTT.*
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III. HIPOTESIS:

El PAF estd implicado en eventos celulares y humorales de la respuesta inflamatoria y
sistema cardiovascular, por lo que los antagonistas del PAF poseen actividad
antiinflamatoria debido a su unidén a estos receptores o bien, inhiben alguna enzima
involucrada en la biosintesis de este autacoide.

Algunos diterpenos de tipo labdanico como la prehispanolona y derivados, son antagonistas
de receptores al PAF, porque presentan una estructura espirotetraciclica y una sustitucion
del carbonilo de la posicion 7 por grupos mas polares que aumentan la afinidad por el
receptor. La Hispanolona es un diterpeno labdanico biciclico unido a un anillo de furano
por un puente etilenilico y esta es capaz de generar una estructura espirotetraciclica
diferente a la encontrada en la prehispanolona, por lo que este compuesto y/o sus derivados

pueden ser buenos candidatos para obtener compuestos con actividad semejante.

IV. OBJETIVOS:
IV.1 Objetivo General
Obtener por Coulombimetria a corriente controlada derivados semisintéticos de la

Hispanolona y probar su actividad antiinflamatoria.

IV.2 Objetivos Particulares

¢ Sintetizar nuevos derivados de la Hispanolona utilizando electrooxidacion a
corriente controlada y transformaciones quimicas convencionales como método de
modificacion molecular.

e Caracterizar mediante técnicas espectroscopicas los derivados electrogenerados a
partir de la Hispanolona.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria de la Hispanolona y derivados sobre el edema
inducido con TPA y EPP en la oreja de raton.

e Determinar la actividad de la Hispanolona y derivados sobre la produccion de 6xido
nitrico dependiente de la Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en macréfagos

murinos.
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V. PARTE EXPERIMENTAL:

V.1 Instrumentacion

La electrlisis a corriente controlada se realizo en un Potenciostato/Galvanostato
EG&G Company modelo 179, utilizando la celda y electrodos que se describiran en
el procedimiento general. Se utilizé también un Coulombimetro Scribner associates
Inc. modelo 279A. El sistema de agitacion de la electr6lisis fue con un motor
EG&G Princenton Applied Research modelo 377.

La materia prima y los productos fueron pesados en la balanza analitica Explorer
Ohaus o la balanza analitica Sartorius.

Para la cromatografia en capa fina (c.c.f.) se emplearon cromatofolios de aluminio
ALUGRAM SIL 20x20 cm recubiertos con gel de silice 60F;s4 (Macherey-Nagel).
El revelado se realizé con una disoluciéon de Ce(SOs); al 2% en H,SO4 y con una
lampara de U.V. modelo UVGL-55 a SW 254 nm y LW 365 nm.

La concentracion de los productos se empled un equipo de destilacion al vacio Rot
Biichi RE 111 y una vaporera Yamato Water Bath BM 100.

La adsorcién de los productos fue sobre celita, previa a la purificacion de los
productos de cada reaccion. La purificacion y separacion se realizé mediante
cromatografia en columna flash empleando gel de silice (Silicagel 60) con tamaiio
de particula 40-63 pm de didmetro (malla 230-400 ASTM). La recristalizacion se
llevé a cabo mediante la técnica de par de disolventes Hexano/AcOEt.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y no estan
corregidos.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se realizaron en un espectrofotometro Nicolet
Magna-IR 750 empleando la técnica de pelicula, soluciéon en CHCI; o en pastilla de
KBr, dependiendo de la muestra analizada.

Los espectros de masas de baja resolucion, se determinaron en un espectrometro de
masas (EM) JEOL JMS-AX 505 a 70 eV por el método de impacto electronico. Los
espectros de masas de alta resolucidon se obtuvieron en un espectrometro JEOL
JMS-SX 102A modelo JSX-LEM-IQUI por el método FAB".
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e Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, "*C y DEPT asi como
el andlisis HETCOR y COSY se adquirieron en un equipo Varian Unity 300. Los
analisis de NOESY se corrieron a 300 y 500 MHz, los cuales se obtuvieron en un
equipo Varian Unity Plus 500. Los productos fueron disueltos en CDCl;.

e Los analisis de difraccion de rayos X (DRX) se obtuvieron en un equipo Bruker
AXS con detector de drea.

e El inoculo de células (macréfagos) se realizé en una Camara de Neubauer Bright-
Line Hemacytometer con ayuda de un microscopio Nikon Diaphot 300.

e El exudado peritoneal (EP) se incubd en un una incubadora Napco modelo 5410.

» Los ensayos de Oxido Nitrico y Citotoxicidad se realizaron en una campana de flujo
laminar Alder.

 Los resultados de los ensayos de Oxido Nitrico y Citotoxicidad se leyeron en un
lector de microplacas Bio-Tek instruments, Vermont U.S.A.

o La aplicacion topica de TPA, EPP y los compuestos sobre la oreja de los ratones en
los ensayos in vivo se realizaron con microjeringas de la marca Hamilton.

e [a medicién del pH de la solucién PBS se realizé en un potenciémetro Beckman

modelo 39841 y con un electrodo modelo 39841.

V.2 Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos para la parte sintética del proyecto: Hispanolona,
NH4Br (97% Aldrich), N; (Grado 5 Praxair), H;O destilada, CH;OH destilado, Acetona,
AcOEt destilado, Hexano destilado, Eter dietilico destilado, Celita, NaHCO; (J.T. Baker
Analyzed), Na,CO; (J.T. Baker Analyzed), Na,SOy4 (J.T. Baker Analyzed), Acido Citrico
(Quimica Meyer), p-TsOH * H,O (Aldrich), Benceno, Etilénglicol (Sigma), Ce(SO4); al 2 %
de H,S0;4

Los reactivos utilizados en las pruebas de actividad biologica fueron los siguientes: TPA
(Sigma), EPP (Aldrich), Acetona (Merck), EtOH (J.T. Baker Analyzed), Indometacina
(Sigma), Dexametasona (Sigma), Tioglicolato (BD Bioxon), LPS (Sigma. LPS de
Escherichia coli serotipo 055:B5), SOD (Boehringer Mannhein Gmblt), NaNO; (Sigma),
Aminoguanidina (Sigma), MTT (Aldrich), DMSO (Sigma), Pentobarbital soédico
(Sedalphorte), Medio DMEN (Gibco).
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Tioglicolato: (Peptona de Caseina, L-cistina, Dextrosa anhidra, Extracto de Levadura,
NaCl, Tioglicolato de Sodio, Resarzurina y Agar).
Medio DMEN: (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Glucosa, L-glutamina, Piridoxina
HCI, Piruvato de Sodio y NaHCO3).
Reactivo de Griess: [H3PO,; (J.T. Baker Analyzed), Naftiletilenendiamina (Sigma) y
Sulfanilamida (Sigma)].
PBS: [Na,HPO, (J.T. Baker Analyzed), KH,PO, (Mallinckrodt), NaCl (Fermont) y KCl
(Monterrey)].
Hispanolona: (CzoH300;) Cristales blancos, con punto de fusion de 125-128 °C. Los
espectros de IR, '"H RMN corresponden a los descritos en la literatura™ "'
V.3 Procedimiento general de la electrélisis a corriente controlada
Las electrdlisis fueron realizadas en una celda de vidrio tipo Batch con un motor eléctrico
para agitacién constante, modelos K0028 y 377/16 de la marca EG&G PAR. Se emplearon
electrodos concéntricos, una malla cilindrica de platino como electrodo de trabajo (4rea =
15 cm?) y como contra-electrodo una placa cilindrica de niquel (con diametro menor al
electrodo de platino) (Figura 26).
Para cada electrolisis realizada el compuesto a oxidar se disolvié en la celda con 40 mL de
la solucién 0.15 M de NH;Br en metanol destilado. Esta disolucion se someti6 a agitacion
constante y se desoxigend con N» durante 15 min. Posteriormente se realizo la electrdlisis a
corriente controlada de 150 mA cuya densidad de corriente es p = 10mA/cm? durante el
tiempo necesario para que pase la cantidad de electricidad requerida dependiendo de la
masa de analito (considerando un rendimiento faradaico del 100 %)'". La carga necesaria
para efectuar la electrélisis se determiné a partir de la ley de Faraday:

W=0M

nF

donde:
W = Peso en gramos de la sustancia a electrolizar
Q = La cantidad de Carga en Coulombs
M = Masa Molar del analito
n = Nimero de electrones requeridos por molécula en la reaccion

F = Constante de Faraday (96 487 C/mol)
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El tiempo requerido para electrolizar toda la materia prima se determiné a partir de la Ley
de Ampere:

Q=it
Una vez concluida la electrooxidacion se tomé una cromatografia en capa fina donde se
constatd el consumo de la materia prima. El metanol de evaporé en el rotaevaporador y las
sales se filtraron lavando con acetona. El filtrado se concentré en el rotaevaporador y el
producto fue separado mediante cromatografia en columna flash y recristalizado por par de
disolventes. Finalmente los productos puros se enviaron a las diferentes técnicas

espectroscopicas para caracterizar a los productos de reaccion.

wlombimétrico a Corrierte
Controlada

Figura 26. Equipo de electrélisis a corriente controlada para la reaccién de electrooxidacién de la
Hispanolona.
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V.4 Sintesis del Derivado 1 a partir de la Hispanolona

T L T

A e
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B b R R R
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CHyOH NH,Br 0 15M
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N, 25°C
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Se pesaron entre 100-500 mg (0.3140-1.5701 mmol) de Hispanolona y se disolvieron en
40 mL de disoluciéon 0.15M de NH4Br en CH;0H destilado y se procedi6 a realizar la
electrolisis a corriente controlada a temperatura ambiente como se describe en el
procedimiento general.

La reaccion se monitore6 mediante cromatografia en capa fina (c.c.f) Hexano/AcOEt
(6:10). La mezcla de reaccion obtenida fue separada en las siguientes condiciones:

Fase Estacionaria: Gel de Silice malla 230-400

Fase Movil: Hexano/AcOEt en polaridades crecientes

Los eluatos correspondientes al producto se juntaron y se concentraron al vacio. El
rendimiento de la reaccion fue del 25-33%. El compuesto (derivado 1) (Cy;H3,04) se
presenta en forma de cristales blancos con punto de fusion de 91-95°C y fue caracterizado
por '"H RMN, "*C RMN (Tabla 12) y DEPT a 300 MHz. La caracterizacién de los 4
diasteroisomeros en IR, EM, FAB*, '"H RMN, '>C RMN, DEPT, FLOCK, HETCOR,
COSY y NOESY estén descritos en la literatura'’.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos correspondientes al espectro de RMN para los cuatro
diasteroisomeros obtenidos de la reaccién de electrooxidacion de la hispanolona
(300 MHz, Acetona-Ds,, TMS).

Posicion §C 8 H (J Hz)
1 aax 3261 1.65, tm (13.1)
1Bec - 1.55, dm (10.2)
2 Bax 19.3¢ 1.68, tm (12.5)
2 aec ’ 1.50, dm (10.2)
3 aax 4221 1.16, tm (13.1)
3 Bec - 1.41, dm (12.5)
4 3405 .
5 46.6d 2.09, dd (7, 3)
6 Bax 39.61¢ 2.33,1(14,7)
6 cec - 2.22,dd (14, 3)
7 21055 -
8 51.0d 2.79, m
9 ‘81.84 5 -
b81.72 s
10 44.1s 2
11 32,691 1.91, m
32.93 ¢
12 24.07 2.1-23,m
23.92¢
13 *146.405 -
®146.83 s
14 *12441d  5.68, ancho*
b124.724
15 *107.52d 547, s
%109.00d  5.73,m
16 *108.38d  5.4l,s
109.58d  5.68, s*
17 8.51¢q 1.01,dd (7, 1)
18 33529 0.83, s
19 21.68¢q 0.90, s
20 16.78 ¢ 1.22, s

CH;0- "5345¢ 3271, s
*53.73 q *3.276, s
®53.20 ¢ 3242, 5
*53.36 ¢ b3 245, 5

Todos los diasteroisémeros mostraron las mismas sefiales a excepcion de a y b. *Sefiales traslapadas.
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V.5 Proteccion del grupo funcional cetona de la Hispanolona (Derivado 2)
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Se colocaron en un matraz bola 700 mg (2.1981 mmol) de Hispanolona, 75 mg de acido
p-toluensulfénico monohidratado (p-TsOH - H,0), 1.3 mL de etilénglicol (HO-CH,-CH,-OH)
y 60.0 mL de benceno (CsHg); esta mezcla se dej6 en agitacion constante en un sistema a
reflujo adaptado con una trampa Dean-Stark durante 6h°.

La reacciéon se monitore6 mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.) Hexano/AcOEt
(6:10).

Finalmente cuando la materia prima se consumio, el disolvente fue evaporado al vacio y el
concentrado se sometié a una extraccion con disolucién saturada de NaHCO;/éter dietilico;
la fase organica se sec6 con Na;SO, anhidro y filtrado a gravedad. La evaporacion del
disolvente permitié obtener monocristales que fueron enviados a DRX obteniendo la
estructura del compuesto. El rendimiento de la reaccion fue del 98%. La espectroscopia del
compuesto (Ca;H3404) corresponde a la descrita en la literatura®. La totalidad del producto

se utilizo para la siguiente transformacion.
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V.6 Sintesis del Derivado 3 de la Hispanolona a partir del Derivado 2

v
v

4 7 L Electrooxidacién
% CH,OH NH,Br 015M

4 ‘“ Agitacion constante

’ \> Ny 2s°C

7  DERIVADO?2

R

B e L

La Hispanolona protegida se disolvié en 40 mL de NH4Br 0.15M en CH;0H destilado en
una celda y se sometié a una electrdlisis a corriente controlada como lo describe el
procedimiento general. La reaccion se monitoreé mediante cromatografia en capa fina
(c.c.f.) Hexano/AcOEt (6:10). La mezcla de reaccion fue separada en las siguientes
condiciones:

Fase Estacionaria: Gel de Silice malla 230-400

Fase Movil: Hexano/AcOEt en polaridades crecientes

Los eluatos correspondientes a producto se juntaron y se concentraron al vacio. El
rendimiento de la reaccion fue de 93.3%. El compuesto (derivado 2) se presenta como un
aceite color amarillo. La muestra se envié a caracterizar en 'H RMN, *C RMN a 300 MHz

(Tabla 13), DEPT, IR y EM por Impacto electronico y FAB.

IR (Pelicula) v cm™: 3534.14, 2954.73, 1670.34, 1464.13, 1372.48, 1340.20, 1321.70,
1193.94, 1143.09, 1103.89, 1054.25, 10.31.95, 947.71, 841.77, 786.31, 756.44.

EM por impacto electrénico m / z (abundancia relativa): M* 392 (25%), 361 (16%), 280
(20%), 267 (15%), 253 (100%), 237 (15%), 223 (23%), 211 (54%), 209 (45%), 195 (36%),
185 (35%), 153 (30%), 123 (59%), 109 (52%), 87 (68%), 86 (22%), 57 (23%), 55 (17%).
EM de alta resolucién FAB* m / z, observado: 393.2651, estimado: 393.2641 (Ca3H350s),
con un error de +2.5 ppm. Correspondiente a una féormula minima C;3H3¢Os, cuya masa
molar es de 392.26 g / mol.
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos correspondientes al espectro de RMN para los cuatro
diasteroisémeros obtenidos de la reaccién de electrooxidacién del derivado protegido de la
hispanolona (300 MHz, Acetona-D,,, TMS).

Posicion 5 C 8 H (J Hz)
1 aax 32.1¢ 1.65, tm (15.2)
1 Bec = 1.54, dm (9.9)
i J Ba; 193¢ 1.67, tm (125)
2 aec 2 1.51, dm (10.0)
3 aax 42.21¢ 1.16, tm (14.0)
3 Bec - 1.41,dm (12.3)
4 3385 -
5 44.7d 2.08,dd(3.8)
6 Pax 42,61t 2.1-23,m
6 aec = 2.1-23,m
7 11195 -
8 53.1d 278, m
9 783 s -
b78.3 5
10 443 s -
11 *32.1¢ 1.90, m
232.3¢
12 2401 2.1-2.3,m
®23.9¢
13 *147.3s -
147.7 s
14 *124.1d 5.66, ancho*
*124.3 4
15 *107.6d 547, s
*109.1d 573, m
16 "108.5d 541, s
*109.7 4 5.68, s*
17 764 0.91-0.93, d (6.7)
18 3364 0.85, s
19 222¢q 0.87, s
20 16.2 ¢ 0.96, 5

CH;0- 'S34q *3.283, s
*53.44q "3.283, s

*53.8¢ b3.248, s
®53.8 ¢ ®3.248, s
22 64.8 ¢ 3.89-3.99, m
23 66.3 t 3.89-3.99, m

Todos los diasteroisdmeros mostraron las mismas sefiales a excepcién de a y b. *Sefiales traslapadas.
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V.7 Sintesis del Derivado 4 de la Hispanolona a partir del Derivado 1

A AL G BER FE L P B A ASAEE SRS SIS ES LA S A AN D LT AL BELE G EE B30k B BLLE EBEL AT BILETE FEB S 5550
il

@

p-TSOHH,0

Agitacion constante
| semana

DERIVADO |

esr R s i

L B

Se pesaron entre 25-100 mg (0.0747-.2989 mmol) del derivado | disueltos en 10- 40 mL de
CH;0H destilado y 0.5-2.0 mL de H,O destilada. Se utilizé p-TsOH ' H,O en cantidad
catalitica. La reaccién se dejé a temperatura ambiente durante una semana en agitacion
constante. La reaccidn se monitoreé mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.)
Hexano/AcOEt (6:10); cuando la materia prima se consumid, se evapor6 el CH30H y se
procedié a extraer el producto con una disolucion saturada de Na,COs/éter dietilico. La fase
orgénica fue secada con Na;SOj4 anhidro y filtrada. El disolvente se evaporoé al vacio en el
rotaevaporador y la mezcla se redisolvi6é en acetona para posteriormente adsorberla sobre
Celita y proceder a la purificacion del producto (Derivado 4) a través de una columna
cromatografica flash en las siguientes condiciones:

Fase Estacionaria: Gel de Silice malla 230-400

Fase Movil: Hexano/AcOEt en polaridades crecientes

Los eluatos correspondientes al producto se juntaron y se concentraron al vacio. El
rendimiento de la reaccién fue del 24.0-35.0%. El compuesto (derivado 4) se presenta en
forma de cristales color amarillo con punto de fusion de 109-111°C y fue enviado a
caracterizar por 'H RMN, '>C RMN a 200, 300 y 500 MHz, DEPT, FLOCK, COSY,
NOESY (Tabla 14), HETCOR, IR y EM por Impacto electrénico y de Alta Resolucion
FAB'.

IR (Disolucién en CHCl3) v em™: 3611.2, 3444.3, 2935.4, 2873.2, 2844 4, 1754.6, 1720.6,
1706.9, 1670.3, 1657.3, 1600.0, 1463.6, 1450.7, 1391.1, 1348.5, 1272.0, 1001.6, 929.2.

EM por impacto electrénico m / z (abundancia relativa): M* 334 (3%), 210 (79%), 168
(31%), 139 (100%), 109 (64%), 67 (15%), 55 (16%), 41 (18%). EM de alta resolucién
FAB' m / z, observado: 335.2210, estimado: 335.2222 (CyH3904), con un error de
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-3.6 ppm. Correspondiente a una férmula minima CyH3O4, cuya masa molar es de

334.45 g/ mol.
Tabla 14. Despl

.

05 COrresp

q dientes al espectro de RMN para el derivado
a-butendlido de la hispanolona (500 MHz, CDCl,;, TMS)

Posicion & C 5 H (J Hz) FLOCK (H->C)  COSY (H—H) NOESY (H—H)
1 aax 3191 ¢ 1.63,m(13.5) C-1,2 H-1pecs 3 Vgt Zuser B D
1 Bec g 1.55, m C-1,2 Helgas Jax H-1gas 2aees 2pax s 11, 12, 20
2 ax 185¢ 1.58,m C-1,2,4 H-2qccr 3pees aax H-1pec®, 2gecs 3pees 19,20
2 aec - 1.41,m C-1,2,4 H-1 g 3aa H-1gas Tpees 2pax s Saas 3pec
3 aax 413t  1.19-1.26,m C-1,2,4,518,19  H-lyu, 2800 2aces 18, H-2gee, 3pees Saae 18
19

3 Bec g 1.44-1.48, m C-1,2,4,5 H-Taag Jane 18, 19,20 H-24, 255", 3uaes 19, 18
4 336s - - -
5 46.4d  2.03,dd(13.5, c-7 H-6pax, Gace H-344x, 6gec, 18, OH

3.6)
6 Bax 3921  2.29,1d(13.5,0.6) C-5,8,10 H-5, 64ec, -OH H-64ec. 8, 19, 20
6 cec - 2.42,dd (13.5, C-5,7,8,10 H-5, 6pa, 11 H-5zaxs 6paxs 18

3.5)
7 21135 = - -
8 51.0d 2.72,q(6.5) H-17 H-6pas, 11, 17, 20
9 8l4s - = =
10 434s - - -
11 31.97¢ 1.83-1.98,m c-12 H-12 H-1ge., 8, 14, 17, 20, OH
12 220t 2.36-2.48,m C-11 H-11 H-8, 11, 14,17
13 13445 - - -
14 1443d 7.15,¢(1.5) C-15,16 H-15 H-11,12, 15, 17
15 702t 4.79,q9(2) C-13, 14 H-12, 14 H-14
16 17445 - - -
17 83¢q 1.11,d(6.5) C-8,9 H-8, 18 H-8, 11, 12, 14, OH
18 3309 0885 C-3,4,5,18,19  H-3p,, 17,20 H-3aa 3pecs Saaxs Bacer 19
19 2139 0.90,s C-3,4,5 18,19  H-2., 3pec, 17,20 H-3pcc, Gpass 18, 20
20 162q 1.17,s C-1,5,9,10, 11 H-lpecs lasss 2paxs 2accr  H-2pass Opaxs 8, 11,12, 19

8,18,19

OH 2.10, s ancho H-6p,, H-5gax, 11, 17

*Sefiales traslapadas.

V.8 Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa Swiss-Taconi, de peso 25-30 g donados por el
CINVESTAV Unidad Sur L.P.N., y se siguieron las guias del Comité de Uso y Cuidado de
Animales (No. NOM-06ZZ00 1999). Todos los animales fueron sometidos a las mismas

condiciones estandar: T = 25 + | °C, 12/12 h de luz-oscuridad, alimento y agua ad libitum.

Los experimentos fueron llevados acabo utilizando 4-8 animales por grupo.
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V.9 Actividad antiinflamatoria en el edema inducido con TPA en la oreja de

raton’

Se pesaron todos los animales y fueron separados en grupos de 4 a 8: un grupo
control y varios grupos tratados.

Cada grupo fue anestesiado con pentobarbital sddico a una dosis de 31.5 mg/kg por
via intraperitoneal.

A los grupos control y tratados se les aplico topicamente 10 pL de una solucion
etandlica de TPA (250 pg / mL) en la oreja derecha, y 10 pL de etanol en la oreja
izquierda.

10 min después de la aplicacién de TPA, a los grupos tratados se les aplicé 20 pL
de los compuestos de prueba en ambas caras de la oreja derecha a las dosis de
0.316, 1.0 y 3.16 pmol/oreja disueltos en acetona, y en la oreja izquierda sélo se
aplicaron 20 pL de acetona. Al grupo control se le aplicaron 20 pL de acetona en
cada oreja.

Se dejaron 4h de post-aplicacion y eventualmente cada grupo de animales fue
sacrificado por dislocacién cervical tomando biopsias de cada oreja con un
sacabocado de 7 mm de diametro. Cada una de las orejas control y tratadas fueron
depositadas en tubos Eppendorff previamente pesados.

Se obtuvieron las diferencias de peso entre la oreja control y la tratada de cada

animal. El porcentaje de inhibicion fue calculado con la siguiente ecuacion:

% Inhibicién =100 — [( x S controt) 100]

La indometacina y dexametasona se tomaron como estdndares de la prueba a las
dosis de: 0.13, 0.42 y 1.3 pmol/oreja para la indometacina; 0.00316, 0.0316 y 0.316
pmol/oreja para el caso de la dexametasona; ambos antiinflamatorios fueron
disueltos en etanol y tuvieron su propio grupo control. Para la dexametasona, ésta
fue colocada 4 h antes de la aplicacién del TPA y se dejé actuar por 4h de
post-aplicacion. Se probé la aminoguanidina a las dosis de 0.316, 1.0 y 3.16
pumol/oreja y se siguié el mismo protocolo de la indometacina.

Los resultados de la actividad antiinflamatoria se representaron como: el porcentaje
de inhibicion + Error Estindar de la Media (%lInh. + ESM).
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Los datos fueron analizados estadisticamente con la pruebas t de “Student” o

ANOVA-Dunnett. Todos los valores p < 0.05 se tomaron como significativos.

V.10 Actividad antiinflamatoria en el edema inducido por EPP en la oreja de

raton

18,27

Se pesaron todos los animales y fueron separados en grupos de 4 a 8: un grupo
control y varios grupos tratados.

Cada grupo fue anestesiado con pentobarbital sédico a una dosis de 31.5 mg/kg por
via intraperitoneal.

Al grupo control se le aplico topicamente 20 pL de acetona en ambas orejas y a los
grupos tratados se les aplico 20 pL de los compuestos de prueba a la dosis de 1.0
pmol/oreja disuelto en acetona. El derivado 3 fue aplicado a las dosis de 0.1, 0.316
y 1.0 pmol/oreja disuelto en el mismo disolvente; en la oreja izquierda sdlo se
aplicaron 20 pL de acetona en el caso de todos los grupos.

Se dejaron 4 h de post-tratamiento y terminado este tiempo se aplicé a cada grupo
20 pL de una solucién al 5% el agente irritante (EPP) disuelto en acetona en la oreja
derecha, mientras que la oreja izquierda recibié s6lo 20 pL de acetona.

Se dejaron 4 h de post-aplicacion, después de este tiempo cada grupo de animales
fue sacrificado por dislocacién cervical y se tomaron biopsias de cada oreja con un
sacabocado de 7 mm de didmetro. Cada una de las orejas control y tratadas fueron
depositadas en tubos Eppendorff previamente pesados.

Se obtuvieron las diferencias de peso entre la oreja control y la tratada de cada

animal. El porcentaje de inhibicién fue calculado con la siguiente ecuacion:
% Inhibicién = 100 — [( X ratado / X contror) 100]

La dexametasona se tomé como estandar de la prueba a las dosis de: 0.01, 0.0316,
0.1 y 0.316 pmol/oreja disuelta en etanol. El porcentaje de inhibicién del edema se
determind con su propio grupo control.

Los resultados de la actividad antiinflamatoria se representaron como: el porcentaje

de inhibicién + Error Estiandar de la Media (%Inh. + ESM).
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Los datos fueron analizados estadisticamente con la pruebas t de “Student” o

ANOVA-Dunnett. Todos los valores p < 0.05 se tomaron como significativos.

V.11 Actividad inhibitoria de la producciéon de NO dependiente de iNOS y ensayo

de Viabilidad en macréfagos murinos

Se obtuvieron M¢ primarios de ratones hembra de la cepa Swiss-Taconi que fueron
previamente pre-tratados con 1 mL de medio tioglicolato al 3% por administraci6n
intraperitoneal.

Después de 3 dias se extrajo Exudado Peritoneal (EP) inyectando medio DMEN a
través de la pared abdominal anterior. El EP se centrifugé a 3000 rpm durante 3 min
para obtener el boton de células; éstas fueron lavadas en 2 6 3 ocasiones con medio
DMEN. Se contaron las células y se ajusté la densidad del inéculo a 1.0 x 10°
células / mL depositando éstas en placas de 24 pozos. Se dejaron incubadas por 2h a
37°C en una incubadora con CO,/0; (5%/95%).

Se desechd el sobrenadante y las células se lavaron con solucién buffer de fosfatos
(PBS). Se agregaron a algunos pozos | mL de medio y a otros se les agreg6 0.5 mL
de medio con LPS y 0.5 mL de medio con diferentes concentraciones del compuesto
de prueba, ademads se agregaron 60 U/ mL de SOD. La concentraci6n final del LPS
fue de 10 pg / mL y la de los compuestos de estudio estuvieron en el rango de 10 a
100 pM.

Se dejaron incubar por 24 h a 37 °C.

Se tomaron 100 pL del sobrenadante y se adicionaron 100 pL del reactivo de Griess
(1% de Sulfanilamida, 0.1% de Naftiletilendiamina y 5% de H;PO,) en cada pozo.
Las placas se agitaron durante 10 min a temperatura ambiente.

Después de la formacién del croméforo, la absorbancia fue determinada a 515 nm
en un lector de ELISA. La curva de calibraci6n (Absorbancia vs. Concentraci6n)
fue determinada con un estandar de NaNQO,.

Todos los experimentos se repitieron 3 veces en ensayos independientes. La
produccién de nitritos por los compuestos de prueba respecto al grupo control fue

calculada con la siguiente ecuacion:
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% [NO;] = 100 - [( A/ B) 100]

A = Es la produccion de nitritos por LPS y el compuesto de prueba.

B = Es la produccion de nitritos estimulados con LPS

La aminoguanidina se utilizé como estindar en este ensayo. La dexametasona fue
probada a las concentraciones de 0.01, 0.1 y 1.0 uM y la Indometacina a 10, 31 y
100 pM.

Posteriormente las placas fueron lavadas con el mismo medio y se realizo el ensayo
de citotoxicidad por el método de MTT.

Se adicionaron 50 pL de una solucién de MTT para alcanzar una concentracion
final de 5 mg / mL en PBS en un volumen final de 500 pL en cada pozo, y la placa
se incubd a 37°C por 4 h.

La determinacion de la viabilidad celular se determind por la reduccion de MTT a
Formazén que fue disuelto con 100 pL de DMSO. La absorbancia del Formazan fue
leida a 570 nm.

Los resultados fueron expresados en lecturas de absorbancia absoluta y un
decremento de esta, indica reduccion en la viabilidad celular.

Los datos fueron reportados como porcentaje de viabilidad celular.

Los resultados de la actividad inhibitoria de la produccién de nitritos fueron
representados como: el porcentaje de inhibicion + Error Estindar de la Media
(%Inh. + ESM). Se aplicé la prueba ANOVA-Tukey para determinar el grado de
significancia y se tomaron aquellos datos con valores de p < 0.05 como

significativos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION:

VI.1 Caracterizacion de los derivados semisintéticos de la Hispanolona

VI.1.a Espectrofotometria Infrarroja

Los cambios que sufrieron las bandas en los espectros de infrarrojo de los derivados
semisintéticos con respecto a la Hispanolona® fueron sustanciales, sobre todo en las bandas

correspondientes a los grupos —OH, -CO-, y el anillo de furano, y cambios menos

cuantitativos en los sistemas —CH3 y -CH,- (Tabla 15).

Tabla 15. Caracterizacién de los derivados semisintéticos de la Hispanolona por Espectrof tria
Infrarroja.

Nombre Hispanolona Derivado 1 Derivado 3 Derivado 4 :
: g ooy
: Estructura il -~
; \ 1D ;
: v (em™) v (em™) v (cm™)
PsOH | 3602 | e | s 3611.2,34443
. -CH;, 2935 2987, 2939 2954.7 29354,28732
. -CHy-
-CO- 1705 1694 R 1754.6 (de 1actona),
i 1720.6 (ciclo-6-cetona)
. C-CHj 1388 1371 1372.5 1391.1
.-OH 1388 | eeeeeeee — 1348.5 Z
-C-0-C-0- —mmmmeen 1194, 1165, 1102, 1030 | 1193.9,1143.1, 1103.9, R :
4 1054.2, 1031.9 :
-CH;- de 1024 1030 1031.9 1001.6 :
: ciclo p
E O 873 846 841.7 929.2 ;
BT S e T . B

En esta tabla se puede apreciar que las bandas correspondientes al grupo —OH desaparecen
para el caso de los derivados 1 y 3, que son precisamente aquellos que sufrieron la
electrooxidacion entre el grupo —OH vy el anillo de furano. En el caso del sistema de enlace
del tipo —C-0-C-O- la Hispanolona y el derivado 4 no lo poseen y los derivados 1 y 3
presentan este conjunto de bandas que representan un diacetal que es producto de la
electrooxidacion. En cuanto al grupo furano la diferencia no es significativa entre la

Hispanolona, 1 y 3, pero en el caso de 4 hay un aumento del nimero de onda de casi 50
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" Nom bre

unidades con respecto a la Hispanolona; esto es debido a que el 4 posee en la posicion C-16

un grupo cetona, formando una lactona. Con respecto a las vibraciones correspondientes a

los grupos —CH3 y —CH;- no sufren modificaciones importantes en el espectro.

VI.1.b Resonancia Magnética Nuclear de 'H

En este anlisis de RMN, existen diferencias bien definidas entre las moléculas analizadas y

estas radican en algunas desapariciones de sefiales en posiciones estratégicas durante las

reacciones, asi como nuevas sefiales y cambios en los desplazamientos quimicos (8) con

respecto al espectro de la Hispanolona® (Tabla 16).

Tabla 16. Caracterizacién de los derivados semisintéticos de la Hispanolona por 'H RMN a 500 MHz.

P R Y S Y

B L L o O

Hispanolona

Derivado 1
-]

prr

o

B W R P RS

Derivado 3

ik A E #S

¢ Estructura

Derivado 4
sl

“
b

Y

%
Posicion 8 H (J Hz) 8 H (JHz) 5 H (J Hz) 8 H (J Hz) 7

65x NR 2.33,1(14.7) 2123, m 2.29,1d(13.5,0.6) :

Gcec NR 2.22,dd (14.3) 2123, m 2.42,dd(13.5,3.5) °
“ 7 m——— I aEEmssss ) mEEE==s 0 W e 4
: 8 2.72 2.79, m 2.78, m 2.72, ¢ (6.5)
W R T .
/ T R E— :

11 NR 191, m 1.90, m 1.83-1.98,m

12 2.27-2.59 2123, m 2123, m 236248, m

= = == N

14 6.22 3755 68, ancho 5.66, ancho 7.15, ¢ (1.5)

15 7.18 5475 °5.75, m 5475 °5.73, m 4.79, ¢ (2.0)

16 7.30 3541, s °5.68,s 2541, 5 °5.68, s

17 1.11 (6.5) 1.01, dd (7.1) 0.91-0.93, d (6.7) 1.11, d (6.5)

-OH 2.10,5anche | mmememee 2.10, s ancho
| OCH3 [ e 13271, s 3.276,s 983, 8 32838 | e
: 3242, 5 ®3.245, 5 ®3.248, s ©3.248, 5 :
: ;?:722 -------- 2380399 m | e
: 5 3.89-3.99, m :
¢ Espectro | - .8

P

L

R i

L et e L L LR

NR = No reportado. a y b = correspondiente a las seiiales de los 4 diasteroisémeros formados.
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En este andlisis se observa que los protones de los derivados de la Hispanolona en las
posiciones 6pax, 6uec, 8, 11 y 12 no sufren un desplazamiento quimico significativo con
respecto al producto natural. En la posiciéon 14 los derivados 1 y 3 presentan un
desplazamiento negativo con respecto a la Hispanolona, ya que el anillo de furano ha
cambiado su conformacion electronica de aromidtica a no aromdtica, mientras que el
derivado 4 aumenta el desplazamiento quimico en la misma posicién porque en la posicién
16 existe un grupo mas electronegativo correspondiente a un carbonilo. Con respecto a los
protones de las posiciones 15 y 16 los derivados 1 y 3 muestran un decremento del
desplazamiento quimico con respecto al producto padre, ademas aparecen las sefiales
correspondientes a los diasteroisémeros formados durante la electrooxidacién entre el 9-OH
y 16; el derivado 4 en la posicién 14 sufre un aumento del desplazamiento quimico y una
disminucion del mismo en los protones de la posicién 15; estos cambios se deben al efecto
electronegativo del atomo oxigeno del carbonilo de la posicién 16. En los protones del
grupo —CH; de la posicion 17, no sufren cambios significativos, salvo una ligera
disminucion de & para el derivado 3. Una prueba contundente de la reaccion de
electrooxidacion de la Hispanolona es precisamente la desaparicion del singulete
correspondiente al grupo —OH de la posicién 9 en los casos de los derivados 1 y 3. La
hispanolona y el derivado 4 si poseen dicha sefial. Los derivados 1 y 3 muestran también
singuletes tipicos del grupo —-OCH; de sus isémeros estructurales en la posicion 15 a
diferencia de la hispanolona y el derivado 4. Finalmente el derivado 3 muestra el sistema de
protones del ciclo 1, 3 dioxolano de la posicion 7. Las sefiales correspondientes a las
posicién 1 al 5 no muestran diferencias sustanciales.

Los espectros de COSY(11), NOESY(12), FLOCK(13) y HETCOR(14) del derivado 4 se

pueden consultar la seccion de espectros de este trabajo.

VI.1.c Resonancia Magnética Nuclear de "*C

El anélisis de '*C nos muestra los cambios que sufren los 4tomos de carbono dentro de la
estructura de los derivados que fueron modificados molecularmente a partir de la
hispanolona, los cambios observados son especificamente del desplazamiento quimico
(Tabla 17).

En el caso del C6 el derivado 3 sufre un ligero aumento del desplazamiento quimico debido
a la proteccion del carbonilo en el C7, pero existe una diferencia grande en él, debido al que

el carbonilo desplaza alrededor de 210 ppm para el caso de los derivados 1 y 4, mientras
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que la proteccion en el derivado 3 se ve dramaticamente reducido a 112 ppm ya que el
grupo 1, 3 dioxolano ejerce menor atraccion electronica que el dtomo de oxigeno del grupo
cetdnico. Los carbonos C8, C9, CI0, Cl11 y Cl2 no sufren diferencias entre los
compuestos. El C13 para 4 se ve disminuido en 10 ppm con respecto a 1 y 3 ya que el
diacetal formado durante la electrooxidacion desplaza un poco mas que la lactona que
presenta 4 en el anillo de furano. En el caso de C14 el derivado 4 desplaza alrededor de 20
ppm positivamente con respecto a 1 y 3 ya que el efecto del carbonilo de C16 afecta al
anillo, sin embargo, en C15 los derivados 1 y 3 presentan un desplazamiento mayor que el
derivado 4, ya que en este ultimo el carbono estd totalmente reducido con dos protones
presentando un triplete y en los otros poseen un grupo —OCHj3; presentando un doblete. En
la posicion C16 evidentemente 4 estd mucho mas desplazado que 1 y 3 ya que en esa
posicién se encuentra el grupo carbonilo. El C17 se ve ligeramente afectado negativamente
en el derivado 3 por la proteccion del carbonilo en C7. Los grupos -CHz en C18, C19 y
C20 no resultan afectados.

Sélo en los derivados 1 y 3 aparecen las sefiales de los carbonos correspondientes a los
—OCHjs en la posicién C15, y en el derivado 3 aparecen las sefiales C22 y C23 del grupo
1, 3-dioxolano. Existen sefiales pareadas en posiciones C11, CI2, C13, Cl14, CI5y Clé6
que corresponden a los diasteroisomeros formados durante la reaccion de electrooxidacion

de la hispanolona. Los carbonos de C1-C5 no sufren modificaciones.
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Tabla 17. Caracterizacién de los derivados semisintéticos de la Hispanolona por >C RMN a 500 MHz

s b

Nombre Hispanolona Derivado 1 Derivado 3 Derivado 4
" Posicion &C & C 6C 8C

6 NR 39.6,¢ 42.6, t 39.2,¢

7 NR 210.5, s 111.9, s 211.7, s

8 NR 51.0,d 53.1,d 51.0,d

9 NR 331.84, s 3783, s 814, s

®81.72, s 783, s

10 NR 44.1,s 443, s 434,

11 NR 132.69, t 332.1,1 31.97,¢
®32.93, ¢ ®32.3, ¢ %
12 NR *24.07,¢ 24.0, 1 22.0,1
£23.92, 1 £23.9, 1 ;
13 NR 2146.40, s 21473, s 134.4, s :
°146.83, s *147.7, s ;
14 NR °124.41,d *124.1,d 1443, d :
12472, d ®124.3,d :

15 NR 107.52,d '07.6,d 70.2, ¢
5109.00, 4 ®109.1,d ;
16 NR 108.38,d *108.5, d 174.4, s ‘
5109.58,d ®109.7, d :
17 NR 8.51, ¢ 76,4 83,9
18 NR 33.52, 9 33.6,q 33.0,9 ;
19 NR 21.68,¢q 222,q 213,49 :
20 NR 16.78, g 16.2, g9 16.2, g g
-OCH; %5345, 4 *53.73,¢ 53.4,q9 534, ¢ ;
-------- ®53.20, ¢ *53.36,¢ ®53.8,9 "53.8,¢ SOV :
2 | —— ] e 648t | e ?
23 | e [ el 663, | Seedeie i
¢ Mopecire | e ] L2 - - TR I ——.

NR = No reportado en la publicacién original. a y b = correspondiente a las seiales de los 4

diasteroisémeros formados.
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VI.1.d Espectrometria de Masas

Las moléculas fueron enviadas a espectrometria de masas para determinar la masa molar de

cada compuesto y que su formula minima correspondiera con la relacion m / z del ion

molecular asi como las fracciones mas importantes de cada compuesto (Tabla 18).

Tabla 18. Caracterizacion de los derivados semisintéticos de la Hispanolona por Espectrometria de

Masas por impacto electrénico.
Nombre Hispanolona® Derivado 1" Derivado 3 Derivado 4
f/
\
C21H304 C23H3605 C20H3004
348 .48 392.53 334.45

3492368 393.2651 3352210

348 392 334

S 6 10

En este caso se pudo constatar que las moléculas sintetizadas si corresponden a la masa

molar tedrica, aunque la abundancia relativa del ion molecular no es muy alta con respecto

a las demas fracciones.

En resumen, los derivados semisintéticos de la hispanolona fueron realizados bajo un

esquema cronologico previamente disefiado como lo muestra la Figura 27.

Los rendimientos de los compuestos y sus puntos de fusion fueron determinados con el fin

de proporcionar una mejor caracterizacion (Tabla 19).
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Tabla 19. Resultados de los rendimientos y p de fusién de los derivados semisintéticos de la
Hispanolona.

o P AR o BB PR ,s,-”,/‘,.-l.l.nnu-au;.vaulul AP i RO LD B BOP R BOAR e B B BTSSR BRI RSB BN B S RSP R

”"Nombre |  Hispanolona Derivado 1" Derivado 3 Derivado4

¥ [F]

.

Estructura
- Rendimiento |  Producto Padre 25-33 ; 24-35
: (%)
Punto de 125-128 91-95 Aceite 109-111

; Fusién (°C)

FIPTREpE R et e S AP PRV PR e AP I P

El rendimiento de la reaccion del derivado 1 es casi de 100%'" cuando es determinado por
c.c.f. durante la reaccién de electrooxidacion, pero este baja cuando es purificado en la
columna cromatografica. En el caso del derivado 4 el rendimiento es bajo ya que durante la
reaccion de hidrolisis se forman otros productos ademés del a-butendlido. En cuanto a los
puntos de fusién estos van disminuyendo con respecto a la hispanolona al formar el ciclo C
correspondiente al derivado 1; el derivado 3 es un aceite ya que el ciclo C se ha formado y
ademas se protegi6 al grupo carbonilo en C7 con etilénglicol. El derivado 4 sélo presenta

una ligera disminucion del punto de fusion ya que en esta no existe el ciclo C.
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Figura 27. Diagrama general de la sintesis de los derivados semisintéticos de la Hispanolona.

V1.2 Actividad antiinflamatoria en el edema inducido con 13-acetato de 12-0-
tetradecanoilforbol (TPA) en la oreja de ratén

Los resultados de este ensayo muestran que la Hispanolona y sus derivados poseen
actividad antiinflamatoria dependiente de la concentracion (Tabla 20, Grifica 1). La
Hispanolona es la molécula que posee mayor actividad con respecto a sus derivados, pero
aproximadamente 3 veces menor con respecto a los estindares Indometacina y

Dexametasona.
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Resulta interesante observar que la mayor inhibicion del edema la presenta el producto
natural, y cuando este es modificado electroquimicamente para formar una estructura
espiro-tetraciclica (D1) la actividad decae aproximadamente en un 30%. En cuanto al
derivado cerrado y protegido (D3) su actividad decrece casi el 50% con respecto a la
hispanolona; es decir, al sustituir el carbonilo de la posicion 7 por el heterociclo 1, 3-
dioxolano se reduce significativamente la antiinflamaciéon. Cabe mencionar que el
carbonilo no es tan importante en la accion antiinflamatoria ya que el D1 es ligeramente
mas activo que el D3.

El derivado a-butendlido (D4) muestra la actividad mas baja de todos los derivados, ya
que esta molécula no posee el espirociclo ni la proteccion del carbonilo en la posicion 7,
entonces es probable que la actividad antiinflamatoria en este modelo provenga del anillo
de furano en su forma aromatica, ya que al cerrarlo con un nuevo anillo pierde actividad, y
modificaciones en el anillo sin cerrarlo también muestra una baja la inhibicién del edema.
Es importante mencionar que el grupo —OH de la posicion 9 y el carbonilo de la posicion 7

participan claramente en la potenciacién de la actividad antiinflamatoria.
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Tabla 20. Relacién de Concentracién-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados semisintéticos en el
edema inducido con TPA en la oreja de ratén.

: Compuesto | Nombre | C (umol/brea) | % Inhibicion + ESM ’
: HISPANOLONA Y SUS DERIVADOS :
: 0316 2144 +48* ;
£ Hispanolona 1.000 4076 +63 * ;
(HP) f

3.160 8326 +36* !

/

0316 2989+72*

Derivado 1 1.000 3565+5.7* 4

(D1) ;

3.160 5635+24* :

;

.- 0316 1287+4.1°* ‘
§ Derivado 3 1.000 24.88+6.7* ;
5 (D3) 5
i 3.160 4639+04*
: 0316 510+28 /
? 1
z Derivado 4 1.000 21.00+46* 7
; (D4) :
3.160 31.96+7.0* ‘
p
: ESTANDARES ¢
5 0.130 35.15+6.4 *
? i P 4
2 Indometacina 0.420 56.29+82* ;
N (IND) Z
‘ ‘
1.300 90.35+26* g
£ 1] ;
» ;
: no s 0.00316 18.87+6.0* z
; oy iy Dexametasona 2
5 (DEX) 0.03160 3467+ 106* 7
3 e
;e I 031600 61.46+96* ’
" > ﬁ
1- L L R e L o e AP A . Bl G A LR IT A M PR AT LR A o S8 A TRL PG AADP 1'4;.

Los datos reportados como %Inhibicién + ESM. * p < 0.05

Area =7 mm’

% Inhibicién de Aminoguanidina: (0.316 pmol/oreja: 8.28 + 2.0*); (1.0 pmol/oreja: 15.66 + 2.1*);
(3.16 pmol/oreja: 26.80 + 3.2*).
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Curvas Concentracion-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados semisintéticos
en el edema inducido con TPA en la oreja de raton
100
m.
80
g 7
%o
i B
s S0
°
o 4
E
[
2
20
10
0
03 W 3 3w 18 AW 0% 19 1w 3% 18 1% 813 84z 13 C003T 883 03%
¢ HP Dl D3 D4 IND DEX
gii C (pmol/drea)
- e T S S

Grifica 1. Curvas Conceatracién-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados semisintéticos en el
edema inducide con TPA en la oreja de ratén. *Datos significativos como %Inhibicién + ESM con
p <0.05 probados con ¢ “Student ” 0 ANOVA-Dunnett. Area =7 mm*

VL3 Actividad antiinflamatoria en el edema inducido con Etilfenilpropiolato (EPP) en
la oreja de ratén
Este ensayo se ha propuesto para hacer una discriminacion gruesa entre los

¥ La hispanolona y sus derivados

antiinflamatorios no esteroidales y esteroidales.
semisintéticos fueron sometidos a este ensayo y mostraron resultados muy interesantes
como el caso del D3, que fue el tinico compuesto que con actividad antiinflamatoria con
aparente dependencia a la concentracion (Tabla 21, Grafica 2).

La Hispanolona y el D4 fueron totalmente inactivos, el D1 tuvo el efecto contrario, es decir,
promovi¢ la inflamacion.

En cuanto al analisis estructura-respuesta se puede observar con claridad que la ausencia
del espirociclo en la Hispanolona y D4 es el responsable de la carencia de la actividad
antiinflamatoria, mientras que en el caso del D1 con el anillo C formado, muestra una
actividad pro-inflamatoria a diferencia del D3 que fue el dnico con actividad
antiinflamatoria. Se puede sugerir que la actividad de estos dos compuestos guarda una
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relacion parecida a un glucocorticoide. El D1 posee un grupo maés polar en la posicion 7
correspondiente a un carbonilo haciendo que la actividad sea pro-inflamatoria, mientras que
en el D3 con un grupo menos polar (1, 3-dioxolano) hace que la actividad cambie
totalmente con respecto al D1.

La actividad de D3 es mucho mas baja que la dexametasona ya que este estandar posee los
4 anillos estereoquimicamente correctos para que haya una gran afinidad con el receptor,
ademas de los grupos funcionales que potencian la actividad que son el atomo de flior en la
posicion 9 y un 4tomo de oxigeno en la posicion 11", El D3 no posee todas estas
condiciones, aunque tiene cierto parecido a un glucocorticoide, por ejemplo: el anillo A y B
son sillas unidas cara-cara al igual que algunos glucocorticoides (en el caso de la
dexametasona el anillo A es plano); el anillo C es un anillo de seis miembros en forma de
bote torcido, y en el glucocorticoide este es un anillo de ciclohexano en forma de silla
unido cara-cara en C8-C9. En cuanto al anillo de 5 miembros también existen algunas
similitudes: en el D3 es un heterociclo de furano con doble enlace en C13-C14 unido a un
grupo —OCHj en la posicion 15 y en el glucocorticoide es un ciclopentano saturado con un
grupo —CHj en la posicion 15. Con lo que respecta a los grupos que potencian la actividad
el D3 tiene un atomo de oxigeno en la posiciéon 9 un poco menos electronegativo que un
atomo de flior pero suficientemente electronegativo, mientras que en la posicion 11 el D3
no posee ningln dtomo de oxigeno a diferencia de los glucocorticoides.

Los resultados demostraron que el D3 fue uno de los compuestos menos activos en el
modelo del edema inducido con TPA y el tinico con actividad en el edema inducido con
EPP, lo que sugiere que éste compuesto pudiera tener un mecanismo de accién diferente a

la hispanolona.
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Tabla 21. Curvas Concentracion-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados semisintéticos en el
edema inducido con EPP en la oreja de ratén.

A Compuesto Nombre C (umol / area) % Inhibicién +
. ESM ?
: HISPANOLONA Y SUS DERIVADOS ‘
: ;
4 Hispanolona 1.000 Sin Actividad s
: (HP) :
; ;
5 4
7 §
‘: ‘
A Derivado 1 1.000 +73.19+25.5 i
£ D1 ¥
: o /
. a
’ :
0.100 22.70 + 15.8 7
{ :
; 0.316 27.11 + 103 :
Derivado 3 Z
: (D3) 1.000 60.62 +8.31* Z
: ;
E, f
Derivado 4 1.000 Sin Actividad Z
(B8 ‘
b #
: :
] ESTANDAR :
£ i
0.01000 4320+108* 7
‘ ?
r}
‘ 0.03160 60.70 + 12.1 * 1
¢ Dexametasona
¢ (DEX) 0.10000 69.40 +10.0 *
&
¢
; 0.31600 79.38+49°
Elﬂ - AL A SE P P i ﬂﬂ{l.ﬂl-:

Los datos reportados como %Inhibiciéon + ESM. * p <0.05
Area =7 mm’
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ot
Curvas Concentracién-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados
semisintéticos en el edema inducido con EPP en la oreja de ratn
100 -
50
£
g
< D3 DEX
o
2
= -50
E
ES
-100
C (pmol/area)
-150

Grifica 2. Curvas Conceatracién-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados semisintéticos en of
cdema inducido con EPP en la orcja de ratén. *Datos significativos como %Inhibicién + ESM con
p <0.05 probados con 7 “Studeat ” 0 ANOVA-Dunnett. Area =7 mm’

V1.4 Actividad inhibitoria de la produccion de NO dependiente de iNOS y ensayo de
Viabilidad en macréfagos murinos

En este experimento se midi6 la capacidad de los compuestos de inhibir la produccién de
nitritos derivados del oxido nitrico via iNOS y los resultados fueron interesantes desde el
punto de vista quimico-estructural-bioldgico con respecto al estandar, los cuales se
muestran en la Tabla 22 y Grafica 3.

Todos los compuestos tuvieron una actividad inhibitoria en la produccion de nitritos
dependiente de la concentracion; sin embargo, la Hispanolona y al D4 produjeron la mayor
actividad inhibitoria en la produccion de nitritos superior a la AG. La viabilidad de los
macrofagos en presencia de las diferentes concentraciones de HP y D4 fue del 100%.

Los derivados D1 y D3 produjeron una inhibicion en la produccion de nitritos menor a la

AG; sin embargo, el D3 a la concentracién de 100 uM produjo una citotoxicidad del 73%,
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por lo que la inhibicion en la produccion de nitritos es producto de la muerte celular y no
por la inhibicion de la iNOS; asi pues el grupo 1, 3-dioxolano de D3 es el responsable de la
citotoxicidad de éste.

Al relacionar la estructura en la actividad sobre la inhibicion de la produccion de nitritos, se
observa que la presencia del anillo de 5 miembros en la HP y D4 es importante para tal
actividad independientemente del anillo de furano de HP y la lactona del derivado D4.

v - M . il
Curvas Concentracién-Respuesta de la inhibicion de la produccién de NO
dependiente de iNOS en M$ murinos

10 31 100 10 31 100 10 31 100 10 31 100 10 31 100

DI D3 D4 AG

C M)

Grifica 3. Curvas Concentracién-Respuesta de la inhibicién de la produccién de NO de la Hispanolona
y sus derivados semisintéticos medida en %NQO,. En M¢ murinos. *Datos significativos como
%[ NO;] + ESM con *p <0.05 probados con ANOVA-Tukey.
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Tabla 22. Curvas Concentracién-Respuesta de la Hispanolona y sus derivados semisintéticos en la
actividad inhibitoria de la produccién de NO dependiente de iNOS y Viabilidad de M¢ murinos.

R o et Jlﬂ-r B e e e e
5 Compuesto Nombre C (uM) % Produccion de ;
’ [NO;]+ESM
! HISPANOLONA Y SUS DERIVADOS 2
g 10 8320+20* Z
: “ /
2 Hispanolona 31 71.51+06* f
; (HP) a Z
g 100 5263+2.1°* H
: a
£ @ + ¢
; P 10 93.70 : 33 5
: o = Derivado | 31 9393 +2.7
: (D1) a :
i 100 7774 +2.1* 3
5 (72%)

i 10 87.25+24*

y a 2
: Derivado 3 31 81.52+22* ’
A (D3) a

Z 100 7126 +1.1*

(27%)

’

10 9509+ 2.0

: a ;
’ Derivado 4 31 87.34+19* p
& (D4) a 2
: 100 5138+ 1.1+% H
% a /
‘ z
ESTANDAR i
z 10 9782 +4.2

? a

NH, Aminoguanidina 31 80.01+94*

; (AG) a

{ H3N

g ~

NH NH 100 66.16+3.5*

7 a

Los datos reportados como %Produccién de [NO;] + ESM. * p <0.05

(x%): viabilidad celular. Cuando x% = 95-100 %:

%|NO,-] Dexametasona: (0.01 pM: 78.31 + 1.4%); (0.1uM: 72.73 + 1.4%); (1.0 uM: 68.25 + 1.7%)
%|NO,-] Indometacina: (10 pM: 77.26 + 8.2); (31 uM: 76.78 + 7.6); (100 uM: 73.68 + 4.0%)
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VL5 Relacién de la actividad antiinflamatoria de la Hispanolona y sus derivados

En la Tabla 23 se muestra la comparacion de los derivados semisintéticos de la hispanolona
en los ensayos de actividad antiinflamatoria.

La HP y D4 son los compuestos mas activos en inhibir la produccién de nitritos
aproximadamente en un 48%, superior a los firmacos de referencia. En el edema inducido
con TPA la HP resulté ser 50% mas activo que D4 en su efecto antiinflamatorio; no
obstante, requirié 3 veces mas concentracién para alcanzar la misma eficacia que la IND.
La HP y la AG se probaron a las mismas concentraciones equimolares, siendo esta (ltima
menos activa. Tanto HP y D4 carecieron de actividad antiinflamatoria en el edema inducido
con EPP.

El efecto antiinflamatorio entre los derivados D1 y D3 fueron similares en el edema
inducido con TPA pero inferiores a IND y superiores a la AG. Respecto a la inflamacion
producida por el agente EPP fue notable el efecto de D3, cuya actividad es comparable con
la DEX atin cuando la concentracion que se uso para éste fue 3 veces mayor que el firmaco
esteroidal. En el mismo modelo, el D1 produjo un aumento en la inflamacion, lo que
sugiere que éste promueve la formacion y/o liberacion de sustancias pro-inflamatorias. En
cuanto a la actividad sobre la inhibicion en la produccion de nitritos, ambos derivados
aparentemente tuvieron el mismo efecto; sin embargo, el D3 fue aproximadamente 3 veces
mas toxico que D1, por lo que la inhibicién que produjo D1 muestra que es més activo que
D3, pero menos que los farmacos de referencia.

En base a estos resultados se propone que la hispanolona y sus derivados pudieran interferir
en la activacién de la PKC, o bien sobre la PLA; enzima clave para liberar el AA de los
fosfolipidos de la membrana y con ello la formacién de los eicosanoides; sin embargo,
existe la posibilidad de que HP y sus derivados tengan el mismo modo de accién que los
FANES, es decir, que inhiban a la COX. Por otra parte no hay diferencias importantes entre
HP y D4 en cuanto al log P y el tamafio de las moléculas, ya que estas son practicamente
iguales (Tabla 24), sin embargo, la actividad antiinflamatoria difiere en mas del 50% en el
edema inducido con TPA, lo que sugeriria que actian en diferentes sitios de accion.

En el modelo in vitro la HP y D4 guardan una relacion fisicoquimica estrecha; es decir,
entre mas pequefias y menos liposolubles sean, presentan una mayor actividad que la AG,
IND y DEX sobre la inhibicién de la produccion de 6xido nitrico, lo que sugiere que la HP

y D4 podrian cruzar la membrana plasmaticas e interferir sobre el NF-kB, el cual coordina
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la expresion de genes que codifican para la iNOS, COX-2, citocinas y moléculas de
adhesion, y no por la inhibicion directa sobre iNOS puesto que ambos derivados fueron
mas activos que AG. Como HP y D4 carecieron de actividad sobre la inflamacion inducida
con EPP, descarta la posibilidad de un mecanismo esteroidal (Figura 28).

Con respecto a D3, es el compuesto mas voluminoso y mas lipofilico de toda la serie
(Tabla 24), y estos datos se relacionan estrechamente con su actividad, ya que fue el
compuesto mas activo en el edema inducido con EPP, lo que sugiere que su modo de
accion antiinflamatorio pudiera estar relacionado con el receptor a glucocorticoides.

Cabe mencionar que la electronegatividad de las moléculas probadas, no difiere mucho
entre cada una de ellas por lo que no participan sobre la actividad antiinflamatoria en estos
modelos.

Es importante destacar que los derivados semisintéticos de la hispanolona (D1, D3 y D4)
pudieran tener cierto antagonismo hacia el receptor PAF debido al gran parecido
estructural a la prehispanolona y sus derivados puesto que se ha demostrado que la
prehispanolona es un antagonista del receptor PAF* y que parte de este modo de accién
explica su actividad antiinflamatoria®.

-~

Figura 28. Mecanismo de accién’*** probable de los compuestos HP, D1 y D4
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Tabla 23. Comparacién de las actividades de los 3 modelos antiinflamatorios de la Hispanolona y sus

derivados semisintéticos.

T o Inh + ESM en | %Inh + ESM en | %Inhibicion de /
4 TPA EPP [NO,| + ESM a ?
Y Estructura Nombre a .16 a 1.0 pmol/area 100 uM ;
i pmol/drea .
HISPANOLONA Y SUS DERIVADOS ¢
(HP) | 8326+3.6* | NoActivo |4737+2.1%
: a
;
3 b« z
<3 (D1) 5635+24* | +73.19+25.5 | 22.26+2.1 * ;
M%)
; \ :
(] ]

;

! e

; (D3) 4339+04* |60.62+831*|2874+1.1*"
/ 27%)
“' é
: (D4) 31.96 +7.0 * No activo 48.62+ 1.1 * }
¥ ¢
f. ¢
H ESTANDARES ‘
i
3 ¢
i :
H (IND) 9035+2.6* |  -eeeeee- 2632+4.0% ¢
5 a 1.3 pmol/drea a

F

7

.

[

H /
; (DEX) 61.46+9.6* 79.38+49* | 31.75+1.7% ;
‘ a0.316 pmol/drea a0.316 alopM 7’
:_ umol/area a 7
il (AG) 2680+32*% | ememeeee 33.84+35*;
“ 2 1
i S~NH NH a3.16 pmol/area a
::ﬂ,” S IR PSR FIR B B SIS S ST BSIT FE P BB SE ST B SE G EIE AL B PSPPSR S RO LE P BFIBEIE S BIPR FE PR A FIE 'ﬁgf

Los datos reportados como %(k) + ESM. * p <0.05.
Area =7 mm’, (x%): viabilidad celular.
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Tabla 24. Descriptores moleculares de los derivados electrotransformados de la Hispanolona calculados

bajo un modelo semi-empirico PM3 con el programa PC-Spartan pro.

T A AR G R L R,

" Estructura Nombre

SRy T PR R L

log P

X

e P

V(A

HP

393

0.16

326.19

Dl

4.48

0.18

371.79

346.88

D3

4.60

0.17

413.93

386.61

B T

N R

D4

R

3.66

S L

89

0.18

PR EEAE BDEESE

364.15

P

334.74

SRR S

A R AR TR R R R A R A e e R R S R R W R R A R
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VII. CONCLUSIONES:

e Los derivados electrotransformados de la Hispanolona fueron sintetizados por la
estrategia de replicaciéon moduladora como método de modificacion molecular por

medio de la técnica Coulombimetria a corriente controlada.

e Cada compuesto fue caracterizado por RMN 'H, C, EM, IR, entre otras,
obteniendo las sefiales correspondientes a los grupos funcionales modificados de

cada uno.

e Los compuestos se evaluaron en los modelos de inflamacion con TPA y EPP

obteniendo actividades antiinflamatorias significativas.

e La HP y derivados inhibieron significativamente la produccién de 6xido nitrico
dependiente de iINOS.

e Se observd relacion de la estructura quimica de los compuestos con la actividad
biologica. En el modelo del TPA es indispensable que la base de labdano presente

cierta movilidad y una estructura triciclica donde exista un anillo de furano.

e En el ensayo de EPP, es necesario que la estructura presente una lipofilicidad alta,
rigidez, volumen y que posea al menos 4 ciclos, lo que le confiere una semejanza a
una estructura esferoidal, por tanto, el D3 posiblemente ejecute su actividad
antiinflamatoria por interaccién con el receptor glucocorticoide y se comporte como

un farmaco esteroidal debido a su semejanza con aquellos.

e Para que haya actividad en el ensayo de 6xido nitrico, la estructura debe presentar
tres ciclos, uno de los cuales debe ser de 5 miembros derivado del furano o el

mismo furano y un carbonilo en la posicion 7 de la estructura labdanica.

e La HP y derivados probablemente ejerzan su actividad antiinflamatoria inhibiendo

el complejo (NF-kB)-1xB o evitando la activacién del mismo por alguna otra via.
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o Los resultados muestran que los derivados electrotransformados de la Hispanolona
tiene gran semejanza con la prehispanolona y sus derivados, por lo que no se
descarta la posibilidad de que puedan ser antagonistas al receptor PAF, o interfiera

sobre la sintesis del fosfolipido.
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[ Mass Spectrum 1]
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[ Mass Spectrum ]
Data : Dr-Frontana-Bernardo-874 Date : 23-Jan-1@3 17:46
Sample: FU-1-B3-RG-3
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Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
RT : 1.41 min Scan# : (17,53) Temp : 112.8 deg.C
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