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 1

 

 

I.  INTRODUCCIÓN 
 

 

Actualmente el cáncer afecta a una gran parte de la población mundial, se ha convertido en un 

problema de salud pública y en México es la segunda causa de muerte.  

 

 

La búsqueda de nuevos productos químicos de origen vegetal resulta relevante para proponer 

compuestos candidatos a ser agentes antitumorales. Entre este tipo de compuestos orgánicos se 

encuentran algunas cumarinas; estudios in vitro indican que inducen citotóxicidad en líneas 

celulares humanas extraídas de tumores.  

 

 

El objetivo de este trabajo es el  de evaluar la actividad citotóxica de la ciclomammeisina 

obtenida a partir de la ciclización de la cumarina mammea A/AA, para lo cual se extrajo, aisló e 

identificó a la cumarina a partir de la cáscara del fruto del árbol Mammea americana.  

Posteriormente,  por medio de una reacción química en medio ácido, se realizó la modificación 

estructural del compuesto para obtener su isómero ciclizado, la ciclomammeisina. A la 

ciclomammeisina se realizaron pruebas de citotóxicidad en líneas celulares utilizando  la técnica 

de MTT, que se basa en la reducción de éste  reactivo por deshidrogenadas mitocondriales de la 

célula. En este ensayo las células se expusieron al compuesto a concentraciones de 5, 10,         

20, 40 y 80 µM durante 72 h y se observó que la ciclomammeisina induce citotoxicidad en las 

líneas celulares empleadas. Los valores de IC50 obtenidos varían entre  23.4 ± 1.6 µM para la 

línea celular C33 y  35.2 ± 0.8 µM para SW620.  Por lo anterior, a la ciclomammeisina se le 

puede considerar un candidato para continuar su estudio y proponerlo como un agente 

antitumoral. 
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II. Antecedentes 

 
2.1. Generalidades del cáncer 

                    2.1.1 El cáncer como un problema de salud pública 
 
El cáncer se ha convertido en uno de los principales problemas de salud pública a nivel mundial, 

ya que a pesar de los avances en investigación y tratamiento, anualmente fallecen más de seis 

millones de personas en el mundo (American C. S., 2005). Además de afectar a personas de 

todas las edades, es  la segunda causa de defunción en los países en desarrollo (Ochoa-Carrillo, 

2006). 

 
De acuerdo a los análisis de la Organización Mundial de la Salud (OMS) realizados en la 

población mexicana, una de las principales causas de   muerte en hombres y mujeres es el 

cáncer. El  grupo de tumores malignos que afectan a ambos sexos son: cáncer de pulmón, 

tráquea y bronquios aunque con mayor incidencia en los varones, y los de tipo ginecológico en la 

población femenina. En el 2002, fallecieron 58 mil 599 personas por este tipo de tumores; lo que 

representa un 12.7% del total de las muertes registradas. Mientras que en el 2004 se registraron 

en México 61 mil 248 defunciones, lo que representa un 12.9% del total de las defunciones 

presentadas en el año. En la figura 1 se muestra la distribución porcentual de las muertes por 

tumores malignos, de acuerdo al sexo (INEGI, 2005). 

 

La palabra cáncer es un término que se utiliza para designar distintas clases de enfermedades, 

que manifiestan una proliferación celular anormal. En el cáncer las células  proliferan a una tasa 

inapropiada para formar crecimientos conocidos como  tumores (neoplasmas). Existen dos tipos 

de tumores dentro de la nomenclatura oncológica los benignos y los malignos. Los tumores 

benignos son formaciones autolimitadas, que no se extienden a otros tejidos (no causan 

metástasis), crecen  en un sitio concreto.  
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Figura 1 Distribución porcentual  de las defunciones por tumores malignos según sexo, 2004. Tomada de 
INEGI, 2005 

Por el contrario, las células de los tumores malignos continúan con la proliferación e  invaden 

tejidos cercanos o se extienden a distintas partes del cuerpo a través de la sangre o los vasos 

linfáticos; a este proceso se le llama metástasis que induce la formación de nuevos tumores 

malignos (Tamarin R, 1996).  

 

Los sitios más comunes para la proliferación de metástasis son en hígado, pulmones, nódulos 

linfáticos, medula ósea y el cerebro. En general, el sitio inicial de formación de tumores 

secundarios tiende a ser un órgano que tenga la primera red capilar encontrada por las células 

después de haber sido liberadas del tumor (Liotta L., 1986). El cáncer se nombra por el sitio de 

origen primario y se continúa llamando igual, aún cuando ha formado metástasis en otra parte 

del cuerpo. 

 

El cáncer puede definirse como una pérdida en la regulación metabólica, debida a alteraciones 

en el genoma que afecten la expresión o función  de genes que controlan el crecimiento, la 

diferenciación y la muerte celular (Rivera L, 1995). 

El crecimiento tumoral en general tiene las siguientes características: 

• Crecimiento acelerado, por aumento en la división celular que hace que las células 

tumorales se encuentran en un continuo ciclo celular.  
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• Crecimiento autónomo, la división celular es independiente y no está coordinada con el 

resto de células de su entorno.  

• Algunas de estas células escapan al sistema inmunitario que reconoce a las células 

tumorales como propias.  

Posteriormente, una célula tumoral se distingue de una célula normal por sus propiedades de 

inmortalidad, transformación morfológica y algunas veces, por su habilidad para realizar 

metástasis (Lewin B., 1997). Con el paso del tiempo, los tejidos de células malignas adquieren 

una mayor agresividad al alterar funcionalmente los tejidos vecinos, comprometiendo la 

supervivencia del organismo (Segura J., 1999). 

 

Generalmente los tipos de cáncer se dividen en cuatro grupos, dependiendo del tipo de células 

originalmente implicadas; una de ellas es la leucemia que se caracteriza por una 

superproducción de glóbulos blancos,  otro tipo como los linfomas, son enfermedades de los 

nódulos linfáticos y del bazo que causan la producción de un número excesivo de linfocitos. Por 

otra parte, los sarcomas son tumores de los tejidos  que derivan del mesodermo embrionario 

como el músculo, el hueso y el cartílago. Los carcinomas que son tumores que surgen del tejido 

epitelial como las glándulas, las mamas, la piel y revestimientos de los sistemas respiratorio y 

urogenital, aproximadamente el 85% de los cánceres son carcinomas (Tamarin R., 1996). 

 

El cáncer es causado tanto por factores externos: tabaco, químicos, radiación e infecciones por 

organismos; así como internos: mutaciones hereditarias, hormonas, condición inmunitaria y 

procesos fisiológicos alterados tales como la inflamación (American C. S., 2005). En la figura 2 

se muestra un diagrama con una distribución estimada de los factores que influyen en la 

producción del cáncer; como puede observarse aproximadamente el 90% de las causas son 

externas ó ambientales y sólo el 10% son hereditarias. 
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Figura 2. Principales causas de cáncer, distribución porcentual. 

Tomado de Wogan  G., 2004 
 
 
                    2.1.2 El ciclo celular y el cáncer 
El ciclo celular es la base para la viabilidad de los organismos. Su función no es solamente 

originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en forma debida y con la 

regulación adecuada. Un ciclo celular típico se da en dos grandes fases, una de ellas es la 

interfase que a su vez se divide en tres fases: G1, S y G2; y la otra es  la mitosis (M) que se 

divide en profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis; como se puede observar en la figura 

3  (Alberts B. y col., 1996). 

 
 
 

Figura 3. Las cuatro fases sucesivas del ciclo de una célula eucariota típica. Durante la interfase la 
célula crece continuamente; durante la fase de mitosis se divide. La replicación del ADN se produce 

únicamente durante la fase S de la interfase. Tomado de Alberts B. y col., 1996  
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En ocasiones, y debido tanto a causas exógenas como endógenas, los controles que regulan la 

multiplicación celular no funcionan adecuadamente y una célula empieza a proliferar 

continuamente. Cuando los descendientes de estas células heredan la tendencia a crecer sin 

responder a regulación alguna, el resultado es un clon celular  capaz de expandirse 

ilimitadamente. Finalmente este clon de células no deseadas puede formar una masa llamada 

tumor (Lodish H. y col., 2003).  

 

El estudio del ciclo celular y su regulación han permitido conocer cómo la fidelidad y la integridad 

de la replicación del genoma son mantenidas por las funciones coordinadas de los puntos de 

control y de los sistemas de reparación del ADN. El funcionamiento adecuado de estos procesos 

puede ser alterado por mutaciones genéticas. Lo anterior sugiere que los mecanismos 

moleculares de regulación que participan en la transformación celular pueden ser empleados 

como sistemas potenciales para instrumentar nuevas terapias contra el desarrollo del cáncer 

(Fishel R., y col., 1993). 

 

Por otro lado, la replicación y segregación del ADN, de los centriolos y de los polos ecuatoriales 

están finamente regulados. Defectos en estos mecanismos resultarán en formas de inestabilidad 

genómica como ablaciones, amplificaciones, translocaciones y no disyunción de los 

cromosomas. Estas aberraciones se presentan durante la evolución de las células normales 

hacia células con potencial tumorigénico. Se conocen dos estadios donde operan los puntos de 

control en el ciclo celular: uno al final de la fase G1 y la entrada a la fase S, y el otro, en la 

transición de la fase G2 a la fase M donde el complejo ciclina/cdk fosforila a pRb (proteína de 

retinoblastoma) figura 4. 

 

Figura 4. El ciclo celular y las ciclinas que regulan el paso de una fase a otra. Tomado de AIberts B., 
2004 
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En la fase S la célula comienza a replicar el ADN y no finaliza hasta que está completamente 

replicado. La fidelidad del proceso se logra por la actividad correctora (3'-5' exonucleasa) de la 

enzima ADN polimerasa (enzima que fabrica ADN a partir de nucleótidos libres). Con esta 

reparación se reduce hasta mil veces el error (Lewin B., y col., 1997). 

En la transición de G2 a M se sabe que participa un factor promotor de mitosis (MPF) o ciclina B 

que actúa sobre moléculas blanco aún desconocidas, necesaria para que la célula entre en 

mitosis. 

De la etapa de mitosis como tal (M) a la de G1 se sabe que una vez que MPF realizó su función, 

ésta se degrada. La célula entra en anafase con sus respectivos procesos necesarios para la 

citocinesis. 

La fase G1 es la más activa en cuanto a síntesis de proteínas, donde el  ADN celular no se 

transcribe activamente y pocos agentes quimioterapeuticos son activos en esta fase del ciclo 

celular. Por el contrario, la fase S es la fase de replicación  activa del ADN y muchos agentes 

quimioterapeuticos son más activos en esta fase. Entre los fármacos empleados en la 

quimioterapia  se encuentran los agentes alquilantes como la ciclofosfamida, el clorambucil y la 

procarbazina entre otros;  también los antimetabolitos como los análogos del ácido fólico que 

interfieren con la síntesis de nucleótidos.  Por otro lado los alcaloides de la vinca actúan en  la 

fase de mitosis, se unen a la tubulina  interrumpiendo la formación del huso mitótico.  Desde 

años atrás se han hecho estudios de citotoxicidad para determinar la presencia de fármacos que 

puedan ocasionar muerte o disminución de la proliferación celular, logrando así encontrar y 

proponer nuevas moléculas como alternativa a la terapia antitumoral (Suffnes M., 1982 y Popoca 

J., 1998). 

 

                    2.1.3  Tratamiento para el cáncer  
El cáncer puede ser tratado por cirugía, radiación, quimioterapia e inmunoterapia (American C. 

S., 2005). Para los diversos tipos de cáncer la quimioterapia puede ser curativa, paliativa o 

beneficiar marginalmente (Nagata S., 1997). La quimioterapia fue el primer tratamiento sistémico 

para el cáncer, en la mayoría de los casos consiste en la asociación de medicamentos que 

utilizados por separado no logran todo el potencial terapéutico; sin embargo, combinando los 

mecanismos de acción de los diferentes medicamentos, se logra impedir la multiplicación celular 

de forma más o menos selectiva. Las células cancerosas que se están multiplicando 
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anormalmente son las más afectadas sin embargo, las células normales que hacen crecer el 

cabello, las uñas y la piel también son dañadas. La toxicidad en las células normales es la causa 

de los efectos colaterales como náusea, vómito y supresión de la inmunidad por el efecto en la 

disminución de los glóbulos blancos. La quimioterapia se puede usar como tratamiento principal 

(en leucemias, linfomas y cáncer de testículo), pero normalmente es adyuvante (después de la 

cirugía),  neoadyuvante (antes de la cirugía) o incluso está asociada a la radioterapia 

(mds.com.mx). 

 

Los fármacos antitumorales pueden clasificarse como específicos del ciclo celular (ECC) y no 

específicos del ciclo celular (NECC). Los fármacos ECC han probado ser más eficaces en las 

neoplasias hematológicas y en los tumores en los cuales una proporción relativamente grande 

de las células está proliferando. Los medicamentos NECC (muchos de los cuales se fijan al ADN 

y dañan a ésta macromolécula) son efectivos en los “tumores sólidos” que tienen una tasa baja 

de crecimiento (Katzung B., 2003). En la tabla 1 se muestran algunos fármacos antineoplasicos y 

sus efectos sobre las fases del ciclo celular. 

FARMACO SITIO DE ACCIÓN EFECTO EN EL 
CICLO CELULAR MECANISMO DE ACCIÓN 

Cisplatino y 
análogos 
(agentes 
alquilantes) 

ADN Detención G1/S 
Detención en S 
Detención en G2 
Apoptosis. 

Inhibe la replicación de ADN. Se 
une a bases púricas de ADN a 
través de enlaces covalentes. 
Produce daño irreparable al ADN  

Fluorouracilo 
(Antimetabolitos) 

Enzimas involucradas 
en la síntesis de ADN. 

Detención en S Inhibe síntesis de ADN. 
 

Daunorrubicina ADN Detención en S y G2 
 

Alta afinidad al ADN, bloqueo de 
la síntesis de ARN y ADN 

Taxol 
(Inhibidores de 
microtúbulos ) 

Microtúbulos  Detención en  G2/M. 
Detención en G1 
Apoptosis 
 

Promueve la estabilización de 
microtúbulos. 

Vincristina Citoesqueleto y 
Microtúbulos 

Detención en la 
fase G2+M y mitosis 
(huso mitótico). 

Inhibe la formación de 
microtúbulos.  

Ciclofosfamida ADN Detención en S 
Detención en G1/S 
Detención en  G2 

Intervienen en la síntesis del ADN 
y la división celular.  

 
Tabla 1. Fármacos antineoplásicos y sus efectos sobre las fases del ciclo celular.  

Tomada de Ruíz C., 2005 
 

Originalmente se buscaban compuestos que inhibían la proliferación celular en forma 

inespecífica, posteriormente se buscaron agentes que actuaran selectivamente sobre blancos 

celulares más específicos. En los últimos 50 años, el estudio de las acciones de los agentes 
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antineoplásicos en el ciclo celular, ha permitido avanzar considerablemente en el conocimiento 

del funcionamiento celular tumoral (O´Connor P., 1996). 
 

                    2.1.4 Búsqueda de nuevos fármacos.  
La incidencia del cáncer en la población mundial va en aumento, por lo que es necesaria una 

búsqueda de medicamentos con actividad citotóxica y con menos reacciones adversas. La 

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

de forma esquemática podrían resumirse en: 

a. Búsqueda de modelo 

b. Manipulación del modelo 

c. Determinación de formas farmacéuticas y dosificación. 

La búsqueda de modelos o “cabeza de serie” supone encontrar una actividad biológica nueva en 

un compuesto químico. Se trata de encontrar nuevas estructuras que puedan servir como punto 

de partida para su modificación estructural, ante el hecho de que el nuevo compuesto pueda 

mejorarse (Avendaño L., 1996). 

 

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

con actividad conocida presente propiedades útiles, el método de variación estructural es más 

racional y productivo que los análisis de compuestos naturales ó de síntesis seleccionados al  

azar. La modificación estructural presenta ventajas de tipo económico, ya que tanto los métodos 

de síntesis como los de ensayos farmacológicos de los análogos serán similares a los 

compuestos de referencia. 

 

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

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

se ha usado para estudiar la conformación activa de ciertos  neurotransmisores o 

fármacos diseñando análogos rígidos o semirígidos de los mismos (Avendaño L., 1996). 

 

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

alterar tanto la forma de una molécula como sus propiedades  fisicoquímicas; por ello es 

frecuente que esta clase  de modificaciones produzca variaciones en el tipo de actividad 

farmacológica (Avendaño L., 1996). 
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c. Homología. Un homólogo de un determinado compuesto es el análogo que resulta de 

la adición de un carbono a la  cadena o anillo original. Una modificación de este tipo suele 

ir acompañado por un  incremento de lipofilicidad (Avendaño L., 1996). 

 

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

la demanda  de fármacos en el mercado mundial (Mc Murry J., 1992); prueba de ello es el taxol 

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

rendimiento del 0.007%, por ese motivo se requirió la semisíntesis a partir de metabolitos 

secundarios de Taxus baccata  Unnaeus y de Taxus walfichanai Zucarini  (Perera F., 1996). La 

primera muestra pura de este compuesto  se obtuvo en 1966 y la estructura se reportó en 1971 

(Suffnes M., 1995). El taxol esta indicado en el cáncer de ovario, de mama, de células no 

pequeñas de pulmón, esófago, de vejiga, de endometrio, de cérvix de linfoma y de sarcoma de 

Kaposi (Crown J. y col., 2000; Pezzuto J., 1996). Este fármaco es un inhibidor de la mitosis y 

causa la estabilización de los microtúbulos. Los efectos celulares del paclitaxel son dosis y 

tiempo dependientes y estos son: inhibición de la proliferación, centrosomas mitóticos  con 

arreglos de microtúbulos no asociados con el centrómero, incremento en la concentración de 

tubulina posiblemente por la inducción de la expresión de ésta, resistencia a la  

despolimerización y apoptosis (Shiff P. y col., 1999). 

 

Los efectos adversos del taxol incluyen mielosupresión, neuropatía, fatiga, alopecia, diarrea y 

toxicidad en mucosas, piel y uñas (Crown J. y O´Leary M, 2000). El paclitaxel, además, tiene 

propiedades similares a las endotoxinas que estimulan la síntesis de citocinas proinflamatorias y 

del radical oxido nítrico en macrófagos.  

 

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

proliferación de células tumorales in vitro. Cuando existe un cambio estructural de un compuesto 

biológicamente activo, se genera una variación de las características fisicoquímicas del mismo 

compuesto, como un incremento en la lipofilia, lo cual resulta de especial interés si este 

compuesto presenta una baja absorción. Sin embargo dependiendo del tipo de sustituyentes y 

de su posición en  la  estructura de la molécula la actividad biológica también se modifica 

(Avendaño L., 1996). 
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                    2.1.5 Importancia de los productos naturales como fármacos  
                             antineoplásicos. 
La base de datos, internacional, Napralert (napralert.org) establecida en la Universidad de 

Illinois, contiene mas de 80 mil artículos de investigación que reportan información química o 

farmacológica sobre unas 25 mil especies de plantas. Incluso, aunque el cribado de plantas 

silvestres con fines medicinales no es un área importante en la investigación farmacológica del 

mundo industrializado, tan solo en el período de 1950 a 1980 se desarrollaron: anticonceptivos 

derivados de la diosogenina del barbasco mexicano Dioscorea   mexicana, antihipertensivos y 

tranquilizantes como la reserpina, la deserdipina y la rescinamina,  derivados de Rauwolfia sp., 

aunque estas drogas ya han sido sustituidas por sintéticos, los anticancerígenos leucocristina y 

vincaleucoblastina derivados de Cataranthus roseus y el etoposidum derivado de Podophyllum 

peltatum, laxantes derivados de Cassia spp y antileucémicos derivados de  Taxus. 

 

Desde hace mucho tiempo las plantas han jugado un papel importante en el tratamiento de las 

enfermedades humanas. En la actualidad, aproximadamente 120 fármacos son obtenidos de las 

plantas. Como ejemplo de lo anterior se puede mencionar esteroides, glucósidos cardiotónicos 

(glucósidos Digitalis), anticolinérgicos (alcaloides tipo tropano aislado de la belladona), 

analgésicos y antitusivos (alcaloides del opio), antihipertensivos (reserpina), colinérgicos 

(fisotigmina, pilocarpina), antimaláricos (alcaloides aislados de Cinchona), antimitóticos 

(colchicina), anestésicos (cocaína), relajantes del músculo esquelético (tubocurarina), y agentes 

anticancerígenos como el taxol (Taxus brevifolia), vincristina, vinblastina (Catharanthus roseus), 

podofilotoxina (Podophyllum peltatum L.) y camptotecina (Camptotheca acuminata; Pezzuto P., 

1997).  

 

Aún cuando es evidente el predominio de los fármacos sintéticos, se ha estimado que los 

fármacos obtenidos de fuentes naturales representan actualmente alrededor del 25% de las 

prescripciones médicas realizadas en EUA. Es claro que las plantas siguen teniendo un papel 

importante en el tratamiento y cura de enfermedades en la vida moderna (Pezzuto P., 1997). En 

el 2003 se hizo un análisis basado sobre un gran número de medicamentos nuevos derivados de 

productos naturales, el cual fue avalado por agencias regulatorias como la FDA y es reportado 

en el Annual Reports of Medical Chemistry  en una revisión que abarca  desde 1981 al 2002. En 

este análisis se encontró que hay 79 fármacos en el área del cáncer, lo cual representa el 62% 
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del total, en donde 9 fármacos (11%) son productos naturales y 21 (27%) son derivados de 

productos naturales, el resto proviene de agentes biológicos como organismos microbianos  ó de 

modificaciones estructurales mediante síntesis (Newman D. y col., 2003). 

       2.2  Cumarinas y mammea A/AA 

El árbol  de Mammea americana pertenece al género  Clusiaceae, conocido comúnmente como 

mamey; mismo que está compuesto de cerca  de 200 especies, se encuentran distribuidas  en 

las  costas del océano indo-pacífico, en el continente americano se puede encontrar en las 

costas del Golfo de México, así como en países de Centroamérica  (Arriaga-Maldonado, 1976). 

 

En la búsqueda de nuevos fármacos con actividad antineoplásica en derivados de productos 

naturales se han identificado algunas moléculas como las cumarinas con actividad biológica. Las 

cumarinas se encuentran libres en la naturaleza como metabolitos secundarios de algunas 

plantas superiores y microorganismos, están presentes en el té verde, la soya y la canela, 

principalmente  en aceites esenciales como la lavanda y la acacia (Newman D. y col., 2003; Nair 

R. y col., 1991). Hasta la fecha se han encontrado más de 800 especies de plantas y 

microorganismos que producen cumarinas y se han descrito más de 100 derivados cumarínicos 

diferentes (National Toxicology Program, 1993). En las plantas las cumarinas  se encuentran 

principalmente en las hojas y follaje actuando como repelentes a insectos y a algunos otros 

invertebrados terrestres  (Mahecha V. y col., 1983). Estos compuestos comenzaron a utilizarse 

por el hombre más por sus cualidades aromatizantes que por sus actividades biológicas 

Finnegan  R. y col., 1972). 

La base estructural de las cumarinas (1,2 benzopirona) está formada por un anillo bencénico y 

un anillo heterocíclico tipo δ-lactona (Figura 5). Este tipo de compuestos se encuentran 

principalmente en plantas pertenecientes a las familias Clusiaceae, Leguminasae, Rubiaceae, 

Passifloraceae, Polypodiaceae y Compositae. 

O O
 

Figura 5. Estructura química del núcleo cumarínico 

En 1820 Vogel aisló la cumarina (1,2H benzopirona, figura 5) por primera vez del haba  Tonka 

(Coumarona odorata) de la Guayana. En 1868 W.H. Perkin la obtuvo por síntesis química 
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(Murray J, 1992). Estos productos han despertado gran interés debido al amplio rango de 

actividad biológica que presentan (Matern U., 1999).  La cumarina, conocida por sus propiedades 

antiedematosas, se ha utilizado en estudios clínicos en pacientes con cánceres avanzados: es 

inmunoestimulante y posee actividad citotóxica (Bruneton J., 2001).  

 

                    2.2.1 Clasificación de las cumarinas 
 

Dentro de las cumarinas aisladas de Calophyllum spp, los calanólidos son los compuestos más 

conocidos, sin embargo se han obtenido otras cumarinas de éste género, las cuales están 

estructuralmente relacionadas. Las cumarinas de Callophyllum actualmente se clasificas en 3 

grupos (Mc Kee T. y col., 1998; Ishikawa y col., 1997; figura 6).  

a) Dipiranocumarinas tetracíclicas: cumarina (anillos A y B), 2,2-dimetilcromeno (anillos A y 

C) y 2,3-dimetilcroman-4-ol (anillos A y D). Se distinguen por que el anillo C posee un 

grupo gem-dimetilo, por ejemplo: (+)-calanólido A y (-)-calanólido B. 

b) Dipiranocumarinas tetracíclicas donde los anillos de pirano C y D están invertidos, esto es, 

el grupo gem-dimetilo se encuentra en el  anillo D, por ejemplo: pseudocalanólidos. 

c) Piranocumarinas tricíclicas, las cuales contienen un sustituyente no ciclizado equivalente 

al anillo D. 

Los compuestos pertenecientes a cualesquiera de los grupos anteriores, pueden además 

variar con respecto al sustituyente  (R) en C-4, el cual puede ser: metil, n-propil o fenil 

O

O

O O

R

OH

O

O

O O

R

O

O

OH

O

R

OO
A B

D

A B A B

CD

C

C

    i)         iii) ii)      ii)  
Figura 6. Tipos de cumarinas aisladas en diferentes especies de Calophyllum spp. 

R= propil, fenil ó metil. Tomado de Crombie L y col., 1966) 
 

Adicionalmente a  la clasificación de las cumarinas aisladas del género Calophyllum, existe otra 

clasificación para las cumarinas aisladas del género Mammea, el cual al igual que el género 
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Calophyllum es miembro de la familia Guttiferae. Dicha clasificación fue propuesta por Crombie y 

colaboradores en 1966; e incluye un sistema de nomenclatura con letras, donde a todos los 

compuestos se les antepone la palabra “mammea” seguido por una clave compuesta por 3 letras 

alusivo a la posición y tipo de sustituyente (figura 7). Las cumarinas tipo mammea no solo  se 

han aislado de especies de Mammea, sino también de especies relacionadas como Calophyllum 

y Mesua.  

 

A continuación se describe la forma en que se da el nombre a las cumarinas tipo mammea: 

1. El nombre mammea es seguido por una letra que designa el tipo de sustituyente localizado en 

el C-4: 

A = fenilo 

B = propilo 

C = pentilo 

D = 1-metilpropilo 

E = 1-acetoxipropilo 

2. Una diagonal separa a esta letra de la segunda letra, la cual indica si el sustituyente acilo está 

presente, así como la posición de éste con respecto al sustituyente prenilo: 

A = 6-acilo 

B = 8-acilo 

 

3. Una tercera letra define el tipo de sustituyente acilo: 

A = 3-metilbutiril 

B = 2-metilbutiril 

C = butiril 

D = 2-metilpropionil 

4. En los casos en donde el sustituyente prenilo se ha modificado por ciclización, la tercera letra 

es seguida por el prefijo ciclo y una cuarta letra indica el tipo de heterociclización: 

Ciclo D = 2,2-dimetilcromeno 

Ciclo E = 3-hidroxi-2,2-dimetildihidropirano 

Ciclo F = 2-(1-hidroxi-1-metiletil)dihidrofurano 
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OH

OOH O

OH

OOH

O

          Mammea A/BA                                             Mammea A/AB  
Figura 7. Estructura química de cumarinas aisladas de las especies de mammea. Tomado de 

Crombie L. y col., 1967  
 
 

                    2.2.2 Actividad citotóxica de las cumarinas 
 

Varios autores han reportado el uso de cumarinas (1,2-benzopironas) o su metabolito 7-

hidroxicumarina, para el tratamiento de algunos carcinomas humanos, por ejemplo Thormes  y 

su grupo de trabajo en 1994, al utilizar una dosis de 50 mg diarios durante 2 años de cumarina  

(1,2-benzopirona) y warfarina (4-hidroxicumarina) en el tratamiento de melanoma maligno 

observó que se podía prevenir y disminuir la expresión de éste tipo de cáncer. Este fue un 

estudio multicéntrico, prospectivo, doble ciego y aleatorio; se realizó después de una cirugía 

donde sólo 4 de los 13 pacientes tratados con las cumarinas fueron reincidentes al  cáncer,  en 

contraste con los tratados con placebo donde 10  de 14 pacientes fueron reincidentes (Thormes 

R. y col., 1994). 

 

El grupo de investigación de Kahn y colaboradores en el mismo año indujeron la expresión del 

encogen ras en células MTV-EJras, tratadas con dexametasona, este fármaco incrementó el 

porcentaje de células en fase S (del 21% al 31%) comparado con células tratadas con buffer de 

fosfatos. La cumarina (1,2-benzopirona) redujo el porcentaje de células en fase S, previamente 

tratadas con dexametasona, del 31%  al 19%, con un incremento concomitante del porcentaje en 

células en fase G1/G0 comparado con los niveles del control. De éste experimento se concluyo 

que la cumarina disminuye significativamente la progresión del ciclo celular de las células MTV-
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EJras y disminuye la expresión del gen ras tanto en fase G1 como en fase S (Kahn J. y col., 

1994). 

 

Estudios realizados por varios investigadores han señalado que las cumarinas tiene efectos 

citotóxicos sobre diversas líneas celulares humanas  cancerosas; por ejemplo, Morel y 

colaboradores en 1999  reportaron el efecto citotóxico de dos cumarinas, aisladas de Mesua 

racemosa (Clusiaceae), en la línea celular KB (células de carcinoma epidermoide oral humano), 

ambos compuestos fueron ligeramente citotóxicos con un 49% de inhibición del crecimiento 

celular (10 µg/mL= 24 µM) en el caso el racemol y para la mammea  A/CA ciclo F con un 32% 

(10 µg/mL=24 µM) (Morel C. y col., 1999, Figura 8). 

 

Kawaii  y colaboradores en el 2001 examinaron los efectos antiproliferativos de un gran número 

de cumarinas, algunas de las cuales son cumarinas simples, cumarinas mono, dihidroxiladas ó 

metoxiladas, cumarinas isopenteniladas, pirano o furanocumarinas, tanto de origen natural como 

sintéticas, en 4 líneas celulares tumorales y 2 líneas celulares de origen no tumoral (Kawaii S. y 

col., 2001-3B). El mismo grupo de investigación examinó el efecto antiproliferativo de 21 

cumarinas usaron líneas celulares de carcinoma de pulmón A549, de leucemia humana CCRF-

HSB-2 y de cáncer gástrico humano resultado de una metástasis de nódulo linfático 

TGBC11TKB (Kawaii S. y col., 2001-2A). Encontraron que los sustituyente hidroxilos en las 

posiciones 6 y 7 del núcleo cumarínico  son importantes en la actividad antiproliferativa, entre los 

compuestos analizados se encuentra la esculetina. Las células tratadas con esculetina 

presentaron un arresto en la fase G1 a 400 µM. 

                

O
OH

OH O

OHO

                    

O O

OHO

O

OH  
                                       Racemol                                         Mammea A/AC ciclo F 
Figura 8. Cumarinas con efectos citotóxicos en la línea celular KB. Tomado de Morel C. y col., 1999 
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En  el 2003, Ito y colaboradores encontraron 3 nuevas cumarinas en la corteza de Calophyllum 

brasiliense colectado en Brasil a las cuales les dieron el nombre de brasimarinas A, B, y C; dos 

de estas nuevas cumarinas son del tipo mammea. Analizaron la actividad quimiopreventiva de 

dichas cumarinas,  donde se observaron los efectos inhibitorios de estos compuestos sobre 

tumores inducidos en células Raji, por el virus Epstein-Barr, estimulados por TPA (12 O-

tetradecanoilprobol-13-acetato). La brasimarina A (figura 9a) presentó una IC50 de 349 µM 

siendo menos potente que la cumarina mammea B/BB (figura 9b) con una IC50 de 170 µM (Ito C. 

y col., 2003). 

O

O

OH O

O

         

O

O

OH

OOH

 
a                                                                  b 

Figura 9 Estructura química de (a) Brasimarina A y (b) mammea B/BB. Tomado de  Ito C. y col., 
2003 

 

Estudios realizados por Guilet y colaboradores en el 2001 sobre las cumarinas aisladas de 

Calophyllum dispar han demostrado que este tipo de compuestos tienen efectos citotóxicos en 

células KB donde las cumarinas presentaron un significativo efecto inhibitorio del 50% en el 

crecimiento celular a una concentración de 4 a 8 µg/mL. Entre los compuestos analizados está el 

isodispar B (figura 10a), una cumarina 5,7-dihidroxilada que presenta un sustituyente 3-metil-1-

oxobutilo en C-8 y un grupo fenilo en  C-3 (IC50 8 µg/mL). Otro de los compuestos estudiados es 

el disparpropylinol B (figura 10b), que es también una cumarina 5,7-dihidroxilada, con una IC50 

de 4 µg/mL que presenta como sustituyente en C-3 un grupo propilo, en C-6 un sustituyente 2-

metil-1-oxobutil y en C-8 un sustituyente 3-metil-2-hidroxil-3-buteno, de este estudio se concluyó 

que aunque las estructuras químicas de los compuestos estudiados están poco relacionadas, 

ambos compuestos se pueden considerar como agentes citotóxicos potentes (Guilet y col., 

2001). 
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En el 2002, Chaturvedula y col.,  obtuvieron un extracto con actividad citotóxica de la planta 

Onchrocarpos punctatus de donde aislaron  nuevas cumarinas a las que llamaron 

onchrocarpinas A-G, en la figura 11a y 11b se muestran las estructuras químicas de las 

ochrocarpinas A y D, para estos compuestos se reportaron IC50 de 3.8 ± 0.3 µg/mL 

(onchrocarpinas B) y 6.3 ± 0.3 µg/mL (onchrocarpina D), como puede observarse la estructura 

química se encuentra muy relacionada  y al parecer la variación en el sustituyente 1-metoxi-1-

metil-etil en C-8  de la onchrocarpina D hace que la actividad se disminuya en comparación con 

las otras onchrocarpinas que presentan un sustituyente 1-hidroxi-1-metil-etil en la misma 

posición. En cuanto a las cumarinas tipo mammea se reportaron IC50 de 4.4 ± 0.5 µg/mL para la 

mammea A/AC ciclo F (figura 11c) y de 8.2 ± 0.1 µg/mL para la mammea A/AB ciclo F (figura 

11d), tal efecto puede atribuirse al impedimento estérico que ejerce el grupo metilo adicional en 

éste último compuesto. Las células usadas en el ensayo de citotoxicidad fueron A2780 de cáncer 

de ovario. 
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                                       a                                                                      b 

Figura  10. Estructuras químicas de los compuestos a) Isodispar B (IC50 8 µg/mL) y  b) 
disparpropylinol B  (IC50 de 4 µg/mL). Tomado de Guilet y col., 2001. 

En un programa de búsqueda continua de nuevos agentes anticancerígenos, Elita y 

colaboradores en el 2003,  reportaron que el extracto de la corteza de Kielmeyera albopunctata   

presentaba una actividad citotóxica moderada (IC50 de 11.1 a 20 µg/mL), posteriormente 

purificaron  los compuestos que estaban presentes en este extracto y aislaron los compuestos 1, 

2 y 3 (figura 12), en el estudio de citotoxicidad realizado se observó que el que presentó la menor 

actividad citotóxica (mayor a 20 µg/mL) fue el compuesto 2 que tiene un heterociclo en la 

posición 5 y 6 del núcleo cumarínico, otra de las observaciones que se hizo fue  que, en éstos 

compuestos, el sustituyente en la posición 4  no interfiere con la actividad ya que el compuesto 1 
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presenta un sustituyente metilpropil en C-4  (IC50 de 16.25 µg/mL) y el compuesto 3 un  

sustituyente fenilo en la misma posición (IC50 17.85 µg/mL). En este ensayo se empleó un panel 

de células que incluyen células KB, Lu1 (de cáncer de pulmón humano), Col2 (de cáncer de 

colon humano) y LNCaP (de cáncer de próstata humana).  

OO

OH

O

OH

O

                    

OO

OH

O

MeO

O

 
a) Onchrocarpina B                                        b) Onchrocarpina D 

OO

O OH

OH

O

                    

OO

OHO

OH

O

 
c)  Mammea A/AC ciclo F                            d) Mammea A/AB ciclo F 

 
Figura 11. Estructura química de las onchrocarpinas B y D, y de los compuestos tipo mammea 

A/AC ciclo F y  A/AB ciclo F. Tomado de Chaturvedula y col.,  2002. 
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                                                                    Compuesto 3 

Figura 12. Estructuras químicas de los compuestos  1, 2 y 3. Tomado de Elita S. y col., 2003) 
 

Por otra parte, entre los compuestos aislados por Ya-Ching Shen y col., en el 2004 se 

encontraron dos nuevos derivados dihidrocumarínicos a los que dieron el nombre de 

isorecedensolide (figura 13 a) y su isómero recedensolide (figura 13 b) estos compuestos 

presentan un heterociclo en la posición 5 y 6, y una masa molecular de 372; la única diferencia 

en las estructuras químicas  es la orientación de los sustituyentes del C-7. A estos compuestos 

se les realizó un ensayo de citotoxicidad usando células KB, células HeLa (de carcinoma 

epiteloide cervical humano) y células Med (de meduloblastoma humano), el panel de células fue 

expuesto a los compuestos durante 72 h. Se obtuvo la IC50 para cada una de las líneas celulares 

para el compuesto isorecedensolide (9.89 µg/mL  en HeLa y 11.79 µg/mL en Med) y para el 

compuesto recedensolide (6.27 µg/mL  en HeLa y 12.49 µg/mL en Med), lo que nos permite 
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visualizar que la orientación de los sustituyentes en la posición del carbono 7 tiene un efecto 

poco variable en estos los estudios de citotóxicidad, ya que los compuestos analizados son 

isómeros y en una purificación de los mismos no se puede asegurar que se tenga sólo uno de 

los isómeros.  
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                                      a                                                                                b 

Figura 13.  Isómeros dihidrocumarínicos obtenidos a partir del extracto de  Calophyllum blancoi.  
a) isorecedensolide  y  b) recedensolide). Tomado de Ya-Ching S. y col., 2004. 

 

Estudios realizados por Reyes-Chilpa  y colaboradores en el 2004, con las cumarinas de tipo 

mammeas A/BA, A/BB, C/OB, B/BB ciclo F, B/BB ciclo F e isomammeigina aisladas de 

Calophyllum brasiliense, probados en un estudio in vitro con líneas celulares tumorales como 

K562, U251 y PC3, mostraron que la mezcla de mammeas A/BA+A/BB presentaron un efecto 

citotóxico en las líneas celulares con una IC50, de 0.34 a 4.05 µM, mayor que los otros tipos de 

mammea como C/OA + C/OB los cuales mostraron una IC50 de 1.59 a 1.91 µM en estas mismas 

líneas celulares(Reyes-Chilpa y col., 2004). 

 

En el 2005 Shinya K. y col., aislaron varios compuestos de la corteza de Calophyllum brasiliense, 

dos de ellos son cumarinas tricíclicas, uno es el compuesto GUT-70 (figura 14a) y  el otro es el 

calophyllolide (figura 14b) ambos presentaron actividad citotóxica de manera dependiente a la 

concentración  (0 a 30 µM)  donde se emplearon células BV173 (células de leucemia); se 

determinó la IC50 para cada uno de los compuestos: de 3 µM para GUT-70 y 9 µM para el 

calophyllolide. El compuesto GUT-70 resultó ser más potente que el compuesto calophyllolide, 

en cuanto a la inhibición del crecimiento celular,  lo que puede atribuirse a que en su estructura 

química tiene un sustituyente  propilo en C-4 del núcleo cumarínico y el compuesto calophyllolide 

tiene un sustituyente fenilo en la misma posición.  También se encontraron cumarinas  
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Neevia docConverter 5.1



tetracíclicas (figura 14c)  pero no mostraron inhibición en el crecimiento celular (Shinya K. y col., 

2005).  

O
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O

O

O
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O
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OO

OH

 
                          a                                                         b                                                      c 

Figura 14.  Estructuras químicas de las cumarinas tricíclicas a) GUT-70,  b) Calophyllolide y  
c) cumarina tetracíclica. Tomado de Shinya K. y col., 2005  

 

 

                    2.2.3 Propiedades antibacterianas de la cumarina mammea A/AA 
 

En el 2004, el grupo de Yasunaka K., aisló las cumarinas mammea A/AA y A/BA de las cáscaras 

del fruto de la Mammea americana y evaluó  su potencial como agentes antibacteriales, en la 

figura 15 se muestra la estructura de la mammea A/AA previamente aislada y caracterizada 

(Yasunaka K y col., 2004). 

                                                

O

O OH

OOH

 
Figura 15. Estructura de la mammea A/AA. Tomado de  Yasunaka K. y col., 2005 

 

En el análisis realizado por el grupo de Kakuko Yasunaka  el compuesto  mammea A/AA tuvo 

actividad contra  Staphylococcus aureus, con una concentración mínima inhibitoria (MIC) de 8 
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µg/mL  mucho menor que la que se reportó para la oxacilina (512 µg/mL) (Yasunaka y col., 

2005). 

 

Previamente, en 1998  Frame y colaboradores determinaron su actividad antibacteriana y 

reportaron que el extracto etanólico de las hojas de Mammea americana tuvo alta actividad 

antimicrobiana  (50 µg/disco) contra Mycobacterium smegmatis y M. tuberculosis (Frame A. y 

col., 1998).  

 

          2.7 La técnica del MTT como ensayo de viabilidad 
 
La técnica del MTT es una de las más utilizadas y provee una forma rápida y fácil de medir la 

vialidad celular, se basa en la capacidad de las células viables de reducir el bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio (MTT) soluble en agua y de color amarillo, a un compuesto 

insoluble en agua y de color púrpura (formazán del MTT, figura 16), la reducción del MTT es 

directamente proporcional a la cantidad de células viables (Mosmman T., 1983; Alley M. y col., 

1988; Plumb. J. y col., 1989). 

 

En 1991 Vistica y colaboradores descubrieron que la reducción del MTT se lleva a cabo en la 

cadena respiratoria a nivel de la ubiquinona en conjunto con los citocromos b y C;  sin embargo, 

no existen datos certeros para afirmar que la mitocondria sea el único sitio donde se lleva a cabo 

la reducción del MTT, puesto que este compuesto también acepta electrones de sustratos 

reducidos y coenzimas tales como el NADH y NADPH (Vistica D. y col. 1991). 

 

Este ensayo se usa como un indicador de la  función mitocondrial en células vivas y sirve como 

herramienta para medir indirectamente la viabilidad. Se ha reportado que los  resultados de esta 

prueba son comparables en sensibilidad con aquellos obtenidos usando la incorporación de [3H] 

timidina (Mosmman T. 1983). 
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Figura 16 Reducción del MTT. La reducción se lleva a cabo en el anillo tetrazolio el cual se abre y 
la amina cuaternaria se modifica a una amina terciaria. Tomado de Plumb J. y col., 1989. 
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III. OBJETIVOS 
 
 

Objetivo general 
• Evaluar la actividad citotóxica de la ciclomammeisina obtenida a partir de la ciclización de 

la mammea A/AA 

 

 

Objetivos específicos   
• Aislar la  cumarina mammea A/AA de la cáscara del fruto del árbol Mammea americana  e 

identificarla  por métodos espectroscópicos.  

 

• Modificar estructuralmente a la cumarina mammea A/AA  a partir de una reacción de 

ciclización en medio ácido para obtener como producto el compuesto ciclomammeisina. 

 

• Caracterizar por métodos espectroscópicos (IR, 1HRMN y 13CRMN) a la ciclomammeisina.  

 

• Determinar la IC50 de la ciclomammeisina, por medio de ensayos in vitro, en líneas 

celulares humanas: colon (SW620, SW480); cérvix (HeLa, C33),  MCF7 (mama) y K562 

(eritroleucemia) empleando la técnica de MTT. 
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    IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

          4.1 Parte orgánica  
          4.1.1  Extracción de los  principios activos 

 
Originalmente se partió de extractos obtenidos previamente de la cáscara de la semilla del fruto 

que produce el árbol de Mammea americana. Estos extractos fueron obtenidos exponiendo 53.9 

g del material orgánico en un litro de cada uno de los disolventes de diferente polaridad: hexano, 

acetona y metanol, a temperatura ambiente. Para identificar los constituyentes químicos 

presentes en los extractos se realizaron cromatografías de capa fina (CCF), misma que se llevó 

a cabo en placas de gel de sílice de fase normal de 0.25 mm de espesor (Merck). Se realizaron 

ensayos para determinar el ó la mezcla de disolventes que formarían la fase móvil que permitiera 

una buena separación de los componentes de cada uno de los extractos. Las placas de CCF 

fueron reveladas con luz ultravioleta (UV) y sulfato cérico al 1% en ácido sulfúrico 1 N.  

 

A los extractos se les asignó una clave para facilitar la identificación de las muestras. 

Extracto hexánico                  Extracto 1 

Extracto acetónico                 Extracto 2 

Extracto metanólico               Extracto 3 

 

Se utilizaron 4.9 g de extracto 1, 25.2 g del extracto 2 y 7.5 g del extracto 3. Se procedió a 

realizar la separación de los componentes de cada uno de los extractos, por medio de la 

comparación de las manchas obtenidas en las placas de CCF. 

 

Se observó que los extractos hexánico y acetónico  contenían  compuestos de características 

semejantes, dado que las manchas que se observaron presentaron un valor de factor de 

retención (Rf) similar; para la separación de los compuestos se usó como fase móvil  

diclorometano.  El factor de referencia se determinó para los compuestos aislados de acuerdo a 

la siguiente expresión matemática: 

disolventeelporrecorridaciaDis
compuestoelporrecorridaciaDisRf

tan
tan

=  
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Debido a lo anterior se decidió unificar las fracciones mencionadas para trabajarlas como una 

sola y poder realizar una separación de sus componentes por medio de una cromatografía en 

columna (CC) acoplada al vacío, usando gel de sílice 60 (Merk). En esta modalidad de 

cromatografía la columna se adapta al vacío lo que permite que la separación de los compuestos 

sea más rápida. Los extractos 1 y 2 se disolvieron completamente en la menor cantidad posible 

de acetona y se adicionaron a 150 g de celita. La celita se usa para adsorber el extracto y 

facilitar la separación del mismo. Se deja evaporar a temperatura ambiente todo el disolvente 

empleado. 

 

Posteriormente la columna fue empacada con gel de sílice 60 (Merk)  previamente hidratada con 

hexano, tratando que el empacamiento fuese lo más uniforme posible; se adicionó el extracto 

adsorbido en celita  y se empezó a eluir con la fase móvil.  

La fase móvil que se utilizó fue una mezcla de disolventes en la que se incrementó de polaridad 

empezando por hexano, luego mezclas de hexano con acetato de etilo y finalmente metanol.  

 

De la separación por CC se obtuvieron diferentes fracciones (de aproximadamente 1000 ml cada 

una), el criterio que se tomó en cuenta para determinar el cambio de polaridad del eluyente fue la 

intensidad del cambio de color de las fracciones recolectadas, ya que se asumió que la cantidad 

de compuestos presentes (de  polaridad similar) ya se estaban agotando; lo que era evidente en 

la disminución de la intensidad de color observado.     

 

Considerando el volumen de las fracciones colectadas se procedió a concentrarlas por medio de 

un equipo de rotación/evaporación (Buchi). Se les realizó una CCF para observar la pureza de 

las mismas debido a que la muestra proviene de un producto natural y puede tener una gran 

cantidad de constituyentes que tengan polaridad similar.  

 

Se colectaron 20 fracciones, a continuación las fracciones que presentaron una composición 

homogénea se procedió unificarlas y a purificarlas por medio de una recristalización debido a 

que en la placa de CCF se observaron  manchas con el mismo Rf, usando como control una 

muestra de mammea A/AA pura (mammeisina) como referencia en la búsqueda de este 

compuesto en la cáscara del fruto de Mammea americana. 
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De estos ensayos se observó que las primeras fracciones (de la 1 a la 5) obtenidas a partir de la 

elución con una mezcla de hexano:acetato de etilo (80:20) tenían composición similar entre ellas,  

 

de donde se obtuvo un precipitado de color amarillo, este producto se obtuvo por precipitación 

espontánea.  Además se indujo la recristalización de las aguas madres usando como disolvente 

acetona  y como inductor de la cristalización hexano frío, esto se llevó a cabo en un baño de 

hielo; de donde se obtuvieron cristales amarillos. Mismos que se secaron al vacío, y se le 

realizaron las pruebas necesarias para su caracterización. La parte del compuesto remanente 

soluble en hexano se dejó que precipitara en forma de polvo amarillo que se procedió a 

caracterizar. Este producto se identificó como AAA3K. Respecto a las fracciones de mayor 

polaridad, no se obtuvieron compuestos homogéneos.  

 

Al extracto 3 se le realizaron pruebas de solubilidad para obtener por precipitación espontánea, 

algún compuesto presente en cantidades saturables que al disolverse se formaran agregados 

homogéneos y precipitaran finalmente. De las pruebas de solubilidad se obtuvo que este extracto 

se  disolvía bien en metanol por lo que se solubilizó y se dejó reposar durante una semana, 

manteniendo tapado el matraz que lo contenía con papel aluminio, para evitar la evaporación 

excesiva del disolvente; finalmente precipitó un polvo de color blanco al cual se procedió a 

caracterizar. Este producto fue rotulado con el nombre de K-02.  

 

          4.1.2  Caracterización de los productos obtenidos. 
Por medio de la CCF se pudo comprobar que los compuestos que se encontraban en los 

extractos tenían estructuras aromáticas o instauraciones en su estructura molecular al observar 

las placas de CCF bajo luz ultravioleta (lámpara de rayos UV marca P. Elmer 552)  y una 

solución de sulfato cérico al 1% en ácido sulfúrico 1N. 

 
Para realizar la identificación de los productos obtenidos también se determinó el punto de fusión 

usando un aparato Fisher Johns, con una velocidad de calentamiento de 40 °C/min. 

 

Se obtuvieron datos espectroscópicos de los compuestos obtenidos: espectroscopía de infrarrojo 

(espectrofotómetro Nicolet FT-JR 5 SX [IR]), resonancia magnética nuclear de 1H (espectrómetro 

Gemini 200 MHz) y de 13C (Eclipse 300 MHz jeol (E)). Para obtener la espectrometría de masas 

de impacto electrónico  (EMIE) se utilizó un espectrómetro Hewlett-Packard 5985-B   
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                    4.1.3 Modificación estructural de la mammeisina a ciclomammeisina 

El compuesto identificado con la clave AAA3K es la mammea A/AA ó mammeisina,  por lo que 

se procedió a realizar una ciclización en su estructura molecular, esto con la finalidad de obtener 

el  compuesto ciclomammeisina. En la figura 17 se muestra la reacción que permite la obtención 

de la ciclomammeisina a partir de la  mammeisina, ésta reacción se lleva a cabo en condiciones 

ácidas (Finnegan, 1965). 

OOH

OHO

O O

OHO

O O

H+

Mammea A/AA                                                   Dihidromammeigina
(mammeisina)                                                      (ciclomammeisina)  

Figura 17. Reacción de ciclización de la mammeisina para obtener ciclomammeisina. Tomado de 
Finnegan, 1965 

Para la obtención de la ciclomammeisina, se adicionaron 253 mg de mammeisina (clave AAA3K) 

en un matraz de fondo plano, 5 mL de ácido acético glacial y 3 gotas de ácido sulfúrico 

concentrado, y con agitación constante se dejó reaccionar a temperatura ambiente (Finnegan R., 

1965). 

 

Se realizaron placas de CCF para monitorear el progreso de la reacción. El plaqueo se llevó a 

cabo al inicio de la reacción, para esto se hizo un ensayo con el fin de elegir la fase móvil ideal. 

Siendo la mezcla de hexano:acetato de etilo (1:1) la que proporcionó una mejor separación de 

las manchas mostradas. En esta placa se observaron manchas con el mismo Rf, tanto de la 

sustancia de referencia (mammea A/AA) como del producto de la reacción. 
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A las cuatro horas de iniciada la reacción se realizó un muestreo de la mezcla de reacción 

usando como fase móvil hexano:acetato de etilo (8:2). En la muestra se observó una sola 

mancha para la referencia y dos manchas no definidas en el carril de la mezcla de reacción. 

 

Concluido el tiempo de la reacción (5 horas), según indica la bibliografía, se realizó una CCF de 

donde se observó la presencia de tres manchas, se trató de recristalizar para obtener el producto 

mayoritario puro, sin embargo no se tuvo éxito. Debido a esto se optó por realizar la separación 

de los productos obtenidos por medio de una CC usando como fase móvil mezclas de 

hexano:acetato de etilo en aumento de polaridad. Se colectaron 12 fracciones de 

aproximadamente 100 mL, mismas que fueron monitoreadas por CCF. De las fracciones 6 a 9 se 

obtuvieron cristales amarillos que se evidenciaron en una sola mancha de las placas de CCF, 

por lo que se reunieron en una sola fracción, posteriormente por medio del rotavapor se  extrajo 

la mayor cantidad de disolvente, lo que permitió una precipitaron de manera espontánea de unos 

cristales en forma de aguja de color amarillo (clave MIM), a los cristales se les determinó el punto 

de fusión  y   se realizó H1RMN, los espectros obtenidos se incluyen en el anexo A. Una vez 

obtenida la ciclomammeisina se procedió al análisis de su actividad   biológica en líneas 

celulares humanas. 

 

          4.2 Ensayos biológicos in vitro 
          4.2.1  Líneas celulares empleadas 

Entre las líneas celulares empleadas para el análisis del efecto biológico se encuentran algunas 

que tienen alto índice de prevalencia en los tipos de cáncer presentes en la población mexicana.  

De acuerdo al reporte del  INEGI  en el 2004, los tipos de cáncer más comunes  entre las 

mujeres que causaron la muerte fueron el cérvico-uterino, en un 13.5%  de los casos, y el 13.3% 

por cáncer maligno de mama; entre los varones, la mortalidad se debió al cáncer de tráquea, 

bronquios y pulmón que representa un 15.5%. Por otra parte entre la población  infantil los 

tumores malignos son la quinta causa de muerte (6.1 por ciento del total de defunciones); la 

leucemia representa 54 de cada 100 defunciones por cáncer, en este grupo  (INEGI, 2004) 

A pesar de que los países industrializados presentan una mayor incidencia de casos de cáncer 

colorrectal, actualmente existe un aumento en la incidencia de este padecimiento en los 
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llamados países en vías de desarrollo. Tal es el caso de nuestro país, en donde la incidencia de 

cáncer de colon y recto ha aumentado en los últimos años (Mendoza-Rodríguez, 1996). 

 

Debido a  lo anteriormente mencionado se emplearon las siguientes líneas celulares, las cuales 

se obtuvieron de la colección del ATCC (American Type Culture Colection): 

HeLa: Células de adenocarcinoma  de cérvix  que fueron aisladas de una paciente de raza negra 

de 31 años de edad. Es la línea celular más ampliamente estudiada de esta índole, tiene una 

forma de crecimiento adherente y posee la secuencia para el virus del papiloma humano18  

 

C33: Células de adenocarcinoma de cérvix  humano, derivada por Auersperg de una biopsia de 

cáncer cervical  

 
SW480: Células de carcinoma de colon humano. 

 
SW620: Células de adenocarcinoma colorrectal que provienen de una metástasis a partir de un 

nódulo linfático; aisladas de un hombre de raza caucásica de 51 años de edad (grupo sanguíneo 

A Rh +) 

 

K562: Línea celular de leucemia mielógena humana, aisladas de una efusión pleural de una 

mujer de 53 años de edad.  

 

MCF7    Células aisladas de adenocarcinoma mamario humano, presenta ciertas características 

diferenciales de las células epiteliales de mamíferos, incluyendo su capacidad para procesar 

estradiol vía receptores de estrógenos citoplasmáticos. Esta línea celular puede contener la 

información del virus de hepatitis tipo B o C.  

  

Todas las líneas celulares fueron cultivadas rutinariamente en medio D-MEM (Invitrogen ®) 

suplementado al 10% con suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor. Además se 

complementó con aminoácidos no esenciales 10 mM de cada uno de ellos, penicilina G sódica 

10000 µg/mL, sulfato de estreptomicina 25 µg/mL, anfotericina B al 0.85% y piruvato de sodio 

100 µM, todos de Invitrogen®. Los cultivos se mantuvieron incubados en una atmósfera de CO2 

al 5%, a una temperatura constante de 37ºC y humedad relativa del 95%.  La manipulación de 

las líneas celulares se realizó en una campana de flujo laminar y el material utilizado estaba en 
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condiciones estériles. Para su uso las soluciones y medios de cultivo estériles utilizados durante 

la manipulación de las líneas celulares fueron previamente atemperados a 37ºC. 

 

 

 

 
          4.2.2 Descongelamiento celular 

Para la preservación de las líneas celulares se mantienen en congelación en un contenedor 

de nitrógeno líquido y para reestablecer el cultivo celular se requiere del descongelamiento de 

cada una de las líneas celulares. 

1. Se preparó el medio D-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (ver la sección 

5.3.2) y se colocaron 5 ml de medio D-MEM en una placa de cultivo celular de 5 cm de 

diámetro, previamente rotulada. 

2. Cada una de las líneas celulares, contenidas en un criotubo, se descongelaron 

manualmente con la ayuda de temperatura corporal, hasta que se logró verter una pastilla 

de hielo con células en suspensión en la placa antes mencionada. 

3. Las placas de cultivo se homogenizaron con movimientos circulares de manera uniforme. 

4. Se incubaron entre 1.5 y 2 h monitoreando la adherencia de las células al fondo de la caja 

de cultivo con la observación  bajo un  microscopio invertido marca Olympus.  

5. Al término de la incubación se eliminó el medio de cultivo, se adicionaron 4 ml de medio 

D-MEM fresco  y se incubó por 24 h. Cuando se alcanzó una proliferación celular que 

cubría entre el 80 y el 90% del área  del fondo de la  placa de cultivo (confluencia del 80 al 

90%), proceso que dura entre 2 y 3 días se procedió a la propagación o cosecha de las 

células. 

 

 

                    4.2.3 Propagación de líneas celulares 
Para obtener un cultivo celular plenamente establecido se procedió a propagar cada una de 

las líneas celulares de la siguiente manera:  

1. Cuando se observó una confluencia entre le 80 y 90% se procedió a decantar el medio de 

cultivo. 

2. Se lavó con 4 ml de PBS-EDTA y posteriormente se adicionó 1 ml de PBS-EDTA e incubó 

durante 5 a 7 min. 
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3. En seguida se resuspendió el contenido celular con la ayuda de una pipeta Pasteur. 

4. Se alicuoto equitativamente la suspensión obtenida y se colocó en placas de cultivo. A 

cada caja  se les adicionó  7 ml de medio 

5. Se homogeneizó e incubó durante 24 h. 

6. Fue necesario cambiar el medio de cultivo cuando se observó detritus en el medio de 

cultivo. 

                  4.2.4 Mantenimiento de líneas celulares in vitro  
1. Se decantó el medio contenido en la placa de cultivo, posteriormente se adicionaron 4 ml 

de PBS pH 7.4 para enjuagar, el cual fue  descartado y se adicionaron 7 mL de medio D-

MEM  

2. Se incubó a 37°C durante 24 h. 

3. Transcurrido éste tiempo se observó al microscopio el crecimiento y aumento  de la 

población celular. 

 

                    4.2.5  Cosecha de células 
Cuando se observó que la superficie del cultivo celular se encontraba entre el 80% y el 90% de 

confluencia se procedió a  la cosecha de células.   

1. Se decantó el medio D-MEM contenido en la caja de cultivo, posteriormente se enjuagó 

con 1 ml de PBS-EDTA. 

2. En seguida se adicionaron 1.5 ml de PBS-EDTA e incubó de 7 a 10 minutos y se realizó 

un desprendimiento de las células con una pipeta Pasteur. 

3. La suspensión celular se recolectó en un tubo falcon estéril 

4. Se procedió a realizar una dilución de la suspensión celular, esto para facilitar el conteo. 

Generalmente se hace una dilución 1:5 ó 1:10, dependiendo de la densidad celular, 

usando medio D-MEM 

 

                    4.2.6 Conteo celular 
Se determinó el número de células una vez que se cosecho el cultivo de cada una de las líneas 

celulares en un hemocitómetro de la siguiente manera: 

1. Se homogeneizó la suspensión  celular diluida que se había cosechado  

2. Previa limpieza del hemocitómetro (cámara de Newbauer),  se adicionó una gota de 

suspensión celular entre la superficie de la cámara y el cubreobjetos y dicha cámara se 

llenó por capilaridad. 
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3. Se dejó reposar la cámara aproximadamente durante 2 minutos para favorecer el 

asentamiento celular. 

4. Se realizó un conteo de las células en los cuatro cuadrantes mayores (ver figura 17).  

5. Se realizaron los cálculos correspondientes para determinar el número de células por 

mililitro, usando la siguiente expresión matemática: 

 
Donde: 

N = densidad celular (células/mililitro) 

C = Número de células contadas en  cuatro cuadrantes  

1x104 = Factor de relación de número de células encontradas por mililitro (determinada de a 

cuerdo a las dimensiones del área en la cual se contaron las células, se dividió por cuatro para 

obtener el promedio de células contadas. 

 
Figura 17  Esquema del hemocitómetro, el conteo se realiza en los cuadrantes mayores los cuales 

son aquellos que están en las esquinas del hemocímetro y a su vez tienen 16 subdivisiones.  
 

 
          4.2.7 Citotoxicidad en cultivos de líneas celulares tratadas con  
                   ciclomammeisina a diferentes concentraciones 

 

Para éste ensayo  se emplearon los siguientes controles: 

Control: Se usó una suspensión celular en medio de cultivo. 

Control  disolvente: como límite máximo 0.7 µL de DMSO por cada 250 µL de medio de cultivo 

(0.28%) 
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Control positivo: Taxol a una concentración de 0.25 µM que proporciona una inhibición celular 

entre 30 al 60% en las líneas celulares C33, HeLa, SW480, SW620, K562 y MCF7 

 

Teniendo una suspensión de cada una de las líneas celulares con una confluencia de entre el 80 

y 90% se procedió a cosechar y posteriormente a contar el número de células presentes en cada 

una de las suspensiones celulares. Y, se procedió de la siguiente manera. 

1. En cada pozo de la caja con 96 pozos se colocó la cantidad suficiente de la suspensión 

celular, para tener aproximadamente 6500 células por pozo (entre 20 y 50 µL 

aproximadamente). 

2. Se completó con  medio D-MEM hasta un volumen de 200 µL  

3. Se procedió a incubar durante 24 h, en éste tiempo el inoculo inicial de la población de 

células empezó a crecer en forma exponencial lo cual es recomendable para que inicie la 

exposición de las células con el compuesto a probar.  

4. Transcurridas las 24 h el compuesto ciclomammeisina se disolvió en DMSO , y a partir de  

una solución de trabajo, que se diluyo en medio D-MEM, se prepararon las  

concentraciones de 5, 10 , 20, 40 y 80  µM de manera que la cantidad a adicionar fuese 

de 50 µL a cada pozo; teniendo 6 pozos para cada una de las concentraciones 

5. Después de adicionar el compuesto ciclomammeisina se incubó durante 72 h, transcurrido 

este tiempo se  realizó el ensayo de viabilidad celular. 

 

          4.2.8 Determinación de la viabilidad  por MTT en cultivos de líneas celulares  
                    tratadas con ciclomammeisina 
 

Al término del tiempo de exposición al compuesto de prueba se realiza el siguiente 

procedimiento: 

1. A las microplacas de 96 pozos adicionaron 20 µL de solución de MTT (2.5 mg/mL), se 

incubaron durante 4 h.  En este tiempo se lleva acabo la reducción del MTT. 

2. Se decantó el medio de cultivo contenido de las microplacas y se adicionaron 250 µL de 

DMSO para solubilizar los cristales de formazán precipitados. 

3. Se leyeron las microplacas con un lector de microplacas con un filtro de 540 nm y se 

realizaron los cálculos empleando la siguiente expresión matemática. 
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           Donde:  

                           % Inh= Porcentaje de inhibición de viabilidad  

                                LP= Densidad óptica del problema 

                               LC= Densidad óptica del control  

 

Para la obtención de la IC50 del compuesto, en cada una de las líneas celulares, se realizó un 

análisis de  regresión no lineal a partir de los datos del % de inhibición en función de la 

concentración de la ciclomammeisina, usando el programa de computo Origin 5.0 (Lab Pro®, Los 

Angeles USA).  

 

          4.3  Preparación de soluciones  
En seguida se menciona la forma de preparación de las soluciones empleadas en los ensayos 

para determinar la citotóxicidad del compuesto en las diferentes líneas celulares. 

 

                     4.3.1  Reactivo de MTT (2.5 mg/mL). 
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio  (MTT, Sigma)     50 mg 

Buffer de fosfátos  estéril   pH 7.4 (PBS)                                                     20 mL 

 

1. Se pesó el MTT y se colocó directamente en el tubo falcon estéril, utilizando guantes y 

cubrebocas debido a la toxicidad del compuesto. 

2. Se disolvió en el PBS previamente esterilizado. 

3. Se llevó a un volumen de 20 mL. 

4. El reactivo se conservó en refrigeración y protegido de la luz. 

 

               4.3.2  Medio de cultivo 
El medio D-MEM (Medio Tagle modificado por Dulbecco) se preparo con los siguientes 

componentes: 

 

Medio D-MEM (Invitrogen®)                                                      El contenido de un sobre 

                                                                                                                       (No. Cat.12800-017). 

Antibiótico-antimicótico (100X) Invitrogen®                                                   10 mL 

     Penicilina G sódica 10,000 unidades/mL 

     Sulfato de estreptomicina 10,000 µg/mL  
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     Anfotericina B 25 µg/mL 

      NaCl 0.85%  

Solución de aminoácidos no esenciales10mM (100X) Invitrogen®               10 mL   

L-Piruvato 100 mM  (100X) Invitrogen®.                                                        10 mL 

HEPES (Sigma)                                                            2.2 g 

NaHCO3 (Sigma)                                                             3.7 g 

Agua desionizada                                                                                           c.b.p 900 mL 

Suero fetal bovino inactivado  (Invitrogen®)                                                  100 mL 

 

1. En un vaso de precipitado estéril se colocaron 700 mL de agua desionizada estéril y se 

disolvió el medio de cultivo contenido en el sobre y enseguida se agregó el resto de los 

componentes y se disovieron con la ayuda de un agitador magnético. 

2. Se agregó agua desionizada hasta completar 900 mL 

3. Se esterilizó el medio por filtración a través de membrana Millipore® de 0.22 µm 

4. Se complementó con 10% de suero fetal bovino inactivado. 

5. El medio de cultivo se alicuoto en frascos estériles y se conservo en refrigeración. 

6. Se tomo una muestra de 4 mL del medio de cultivo en una placa de cultivo y se incubó por 

48 h como control de esterilidad de cada uno de los frasco con D-MEM. 

                    4.3.3 Solución de PBS-EDTA 

La solución amortiguadora salina de fosfatos con EDTA se preparó con los siguientes 

componentes: 

NaCl  (J.T.Baker®)              8.0 g 

KH2PO4    (Sigma®)                          0.24 g 

Na2 HPO4   (Sigma®)     1.44 g 

KCl   (J.T.Baker®)                    0.2 g 

EDTA disódico   (Sigma®) 0.372 g 

           Agua desionizada      c.b.p. 1000 mL 

 

1. Se disolvieron las sales una por una en 900 mL de agua desionizada 

2. Se ajustó el pH a 7.4 con NaOH o HCl diluido.  

3. Se aforo  un litro utilizando un matraz volumétrico y se alicuoto en frascos 

4. Las alicuotas se esterilizaron en autoclave y se conservaron a temperatura ambiente 
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v. RESULTADOS 

5.1  Caracterización e identificación de los compuestos aislados. 
De los extractos hexánico y acetónico se aisló el compuesto coumarínico mammea A/AA. Cabe 

mencionar que para poder identificar a este compuesto en los extractos se utilizó una muestra 

auténtica de la mammea A/AA, lo que permitió dar seguimiento al trabajo de aislamiento.   

 

A partir de los datos espectroscópicos se pudo identificar al compuesto AAA3K, aislado de los 

extracto hexánico y acetónico, como mammea A/AA. En el espectro de H1RMN  se observó una 

señal en 5.89 ppm (1H, s, H3)   característica de protón H3 del esqueleto de las cumarinas, otra 

de las señales de las cumarinas sustituidas con un grupo fenilo en el C-4 es la presencia de 

cinco protones aromáticos en 7.43 ppm (5H, m, H10, H11, H12, H13 y H14). Los datos 

espectroscópicos también nos permiten deducir que existe una cadena 3-metil-1-oxobutil, debido 

a las señales en  0.9 ppm que integra para 6 protones que corresponden a los hidrógenos de los 

metilos H4’’ y H5’’ (6H, m,  J =6.45 Hz); una señal en 2.205 ppm que integra para un protón que 

corresponde al H3’’ (1H, d, J=13.17 Hz, H3’’) y finalmente un doblete en 2.99 ppm que integra 

para dos protones que están presentes en H2’’ (d, J =6.75, H2’’). La existencia de una señal en 

5.18 ppm que integra para 2 protones (H, tm, J= 6.7, H2’) revela la presencia de una doble 

ligadura entre los C-2’ y C-3’. También se observa un singulete que integra para 3 protones que 

corresponden al sustituyente  metilo en la posición 4’ (1.84 ppm, 3H, s, H4’) y un doblete en 1.64 

que integra para 3 protones correspondientes al sustituyente metilo en la posición 5’; estos datos 

confirman la presencia de un sustituyente prenilado. En el espectro de IR  también pueden 

distinguirse señales características y confirmatorias de la presencia de grupo fenólico (3449, 767 

y 700 cm-1). Los datos obtenidos concuerdan con los reportados previamente (Crombie, 1967; 

Morel, 1999). El  punto de fusión reportado en estas referencias se encuentra en el rango de 98 

a 109°C y en el presente trabajo se determinó el punto de fusión  (107 a 109ºC) de la cumarina 

mammea A/AA.  

 

Por otra parte, al compuesto K-02 se le identificó como ácido shikímico cuyo punto de fusión fue 

de 183-185°C, además se realizó una espectroscopia de IR y H1RMN, cuyos datos 

espectroscópicos se incluyen en el anexo 1. En la taba 2 se resumen las características físicas 

de los compuestos mammea A/AA y ácido shikímico. 
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Tabla 2 Características de los compuestos aislados 

Compuesto  AAA3K K-02 

Color amarillo blanco 

Forma  agujas polvo 

Solubilidad muy soluble: acetona 

soluble: acetato de etilo 

ND* 

Peso molecular 406 173 

Punto de fusión 107 a 109°C 183 a 185°C 

Fórmula molecular C26H26O5 C6H9O5 

* ND: no determinado 

En la tabla 3 se muestran las estructuras químicas de los compuestos aislados. 

Tabla 3  Estructuras químicas de los compuestos aislados 

  

O OOH

CH3

CH3
O

CH3 CH3

OH
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1'

4' 5'

2''
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5''

 

Clave   AAA3K 
 

Mammea A/AA 

(Mammeisina) 

 

Nombre químico: 

5,7-Dihidroxi-8-(3-metil-2 butenil)-6-(3-metil-

butiril)-4-fenil-crom-2-ona 

 

 

OHO

OH
OH

OH

2 6

                

Clave  K-02 
Ácido shikímico 

 

Nombre químico: 

Ácido 3,4,5-trihidroxi-ciclohex-1-en-carboxílico 
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5.2 Caracterización y determinación de la estructura del  producto obtenido 
de la reacción de ciclización de la mammeisina 

 

Como producto de la reacción de ciclización se obtuvieron cristales de color amarillo en forma de 

agujas, cuyo punto de fusión fue de 152 a 154°C.  También se le realizó H1RMN, los datos 

espectroscópicos revelan la presencia de una cumarina con un grupo fenilo en C-4 (δH 7.3 ppm, 

5H, m, H10, H11, H12, H13, H14), el protón H3 característico da una señal en forma de singulete  

en 5.9 ppm que integra para un hidrógeno; el sustituyente en C-6 no sufre cambios, excepto por 

pequeños desplazamientos químicos de las señales características (anexo 1). La existencia de 

anillo pirano  se hace evidente por el acoplamiento de un par de tripletes  (2.19 ppm que integra 

para dos protones en la posición H1’ y  1.89 ppm, que de igual manera integra para dos protones 

en H2’, J = 6.7 Hz) junto con dos singuletes de un  grupo gem-dimetilo  (1.57 ppm, 3H, s, H4’ y 

δH 1.46 ppm,  3H, s, H5’). En el anexo 1 se muestran los datos espectroscópicos. 

Tabla 4  Estructura química del producto de la reacción de ciclización 
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CH3

CH3
O OH
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CH3
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5'' 2''
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                           MIM 
 

Ciclomammeisina  

 

Nombre químico: 

8-(3,3-dimetil-butil)-5,7-dihidroxi-6-(3-metil-

butiril)-4-fenil-crom-2-ona 

 
5.3   Efecto de la ciclomammeisina en la viabilidad en cultivos de líneas celulares  

Se analizó el efecto en la viabilidad de la ciclomammeisina sobre  las líneas celulares humanas. 

A continuación se muestran los resultados de las pruebas realizadas en las líneas celulares de 

cérvix (HeLa y C33). El experimento para determinar el efecto de ciclomammeisina fue el ensayo 

de MTT y se realizaron tres experimentos independientes. El tiempo de exposición al compuesto 

fue de 72 h. 

De acuerdo a los resultados para las células HeLa se  observa que el grado de inhibición 

depende de la concentración del compuesto, el máximo porcentaje de inhibición en esta línea 

celular fue aproximadamente del 70%; posiblemente para alcanzar el cien por ciento de 
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inhibición de crecimiento celular se requieren concentraciones mayores, ya que no se alcanza 

aún la meseta de la curva (figura 18A). 

 

A Efecto de la  ciclomammeisina en células HeLa
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Efecto de la ciclomammeisina en células C33
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Figura 18 Efecto en el porcentaje de inhibición en la viabilidad celular a 72 h en células HeLa (A) y 
C33 (B) tratadas con ciclomammeisina a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 µM. Los resultados 

son el promedio de 3 experimentos  independientes (± D.E.).  
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Mientras que para  las células C33 se puede observar que no es necesaria una mayor 

concentración de la ciclomammeisina para alcanzar una inhibición total de la viabilidad celular, 

ya  

que a concentraciones mayores de 40 µM no hay un aumento considerable en dicha inhibición 

(figura 18B). 

 

Con respecto a la línea celular SW480 también se obtuvo una respuesta dependiente de la 

concentración, como puede observarse en la figura 19A, con una concentración de 80 µM de 

ciclomammeisina se alcanzo aproximadamente el 70% de inhibición de la viabilidad. Para la 

línea SW620 se tiene un comportamiento similar al obtenido en las células SW480 ya que a una 

concentración de 80 µM el máximo porcentaje de inhibición obtenido fue del 70% (figura 19B).  

 

 

También se emplearon células MCF7 provenientes de cáncer de mama y células K562 de 

eritroleucemia, se llevó a cabo el mismo experimento para poder determinar el efecto de la 

ciclomammeisina. En la figura 20 se observa que de igual manera a lo que se mostró en las 

gráficas anteriores el porcentaje de inhibición en la viabilidad de ambas líneas es dependiente de 

la concentración de la ciclomammeisina donde  en  las 2 líneas el comportamiento fue similar 

(figura 20A y 20B). 
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A 
Efecto de la ciclomammeisina en células SW480
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B 

Efecto de la ciclomammeisina en células SW620
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Figura 19 Efecto en el porcentaje de inhibición en la viabilidad celular a 72 h en células SW480 (A) 
y SW620 (B) tratadas con ciclomammeisina a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 µM. Los 

resultados son el promedio de 3 experimentos  independientes (± D.E.).  
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A 
Efecto de la ciclomammeisina en células MCF7
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B 
Efecto de la ciclomammeisina en células K562

0

20

40

60

80

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9

Concentración (uM)

%
 In

hi
bi

ci
ón

 e
n 

la
 v

ia
bi

lid
ad

0

 

 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20 Efecto en el porcentaje de inhibición en la viabilidad celular a 72 h en células MCF7 (A) y 
K562 (B) tratadas con ciclomammeisina a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 µM. Los resultados 

son el promedio de 3 experimentos  independientes (± D.E.) 
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Para determinar la IC50 de cada una de las líneas celulares se realizo un análisis de regresión no 

lineal con el programa Origin 5.0. De éste análisis se obtuvieron los valores numéricos donde el 

porcentaje de inhibición de la viabilidad celular fue del 50%. En la tabla 5 y en la figura 21 se 

muestran los resultados de IC50 obtenidos en los experimentos realizados. 
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Figura 21 Gráfico comparativo de la concentración de ciclomammeisina que inhibe en un 50% la 
viabilidad celular en las diferentes líneas celulares. Se muestra el promedio de los 3 ensayos 

independientes ± D.E. 
 

 HeLa C33  SW480 SW620 MCF7 K562 
Experimento 1 32.8 22 30.9 34.4 34 28.2
Experimento 2 35.6 23.4 31.9 35.3 36.18 29.44
Experimento 3 35.8 24.9 32.5 36.09 34.9 31.1

Promedio 34.7333333 23.4333333 31.7666667 35.2633333 35.0266667 29.58
D.E. 1.67729942 1.45028733 0.80829038 0.84559644 1.09550597 1.45506014

Tabla 5  Resultados de los valores de IC50 para cada una de las líneas celulares  

 

Como se puede observar la IC50 del compuesto ciclomammeisina para cada una de las líneas 

celulares utilizadas en el experimento van de 23.4 µM para C33 a 35.2 µM para SW620, dichas 

concentraciones no se encuentran muy distanciadas en el sentido de que tienen un mismo orden 

de magnitud y aunque aún no se conoce el mecanismo de acción de la ciclomammeisina se 

puede inferir que actúan sobre componentes comunes  presentes en las células ya que, en éste 
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estudio se obtuvo que la ciclomammeisina responde de manera análoga en las líneas celulares 

empleadas. Por ejemplo en la mayoría de las líneas celulares la inhibición de la proliferación 

celular siempre se mantuvo  dependiente de la dosis. 
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vi. discusión 
 
En el presente trabajo se aislaron los compuestos  mammea A/AA y  ácido shikímico, a partir de 

la cáscara del fruto del árbol Mammea americana. A la cumarina mammea A/AA,  en cuya 

estructura química tiene un sustituyente isoprenilo en el carbono 8 (C-8), se le realizó una 

modificación de su estructura molecular al ciclizarla en condiciones ácidas (Finegan, 1965), con 

la finalidad de obtener el compuesto ciclomammeisina. En condiciones ácidas el grupo isoprenilo 

forma un anillo pirano. La presencia tanto de la mammea A/AA como de la ciclomammeisina se 

confirmó por 1HRMN, ésta herramienta espectroscópica permitió evidenciar la ciclización del 

isoprenilo presente en C-8, se observó un cambio en la señal del δH 5.18 ppm, que integra para 

un protón en H2’ (J = 6.7 Hz) presente en  el  espectro de mammea A/AA a la señal δH 1.89 ppm  

del espectro de ciclomammeisina que integra para dos protones en H2’, J= 6.7 Hz); el 

desplazamiento de la señal δH 5.18 ppm a  δH 1.89 ppm  está dado por la conversión de un 

enlace doble a un enlace sencillo, entre el C-2’ y C-3’. Estos datos sirvieron para confirmar la 

ciclización de la mammea A/AA y la obtención de la ciclomammeisina. 

 

Posteriormente, a la ciclomammeisina se le realizaron pruebas de citotóxicidad empleando seis 

líneas celulares (HeLa, C33, Sw480, SW620, K562 y MCF7). Se usó la técnica de MTT para 

medir la viabilidad celular, los experimentos se realizaron por triplicado  y la manipulación se 

realizó en condiciones estériles el  tiempo de exposición al fármaco fue de 72 h.  

 

El efecto citotóxico de la ciclomammeisina en las líneas celulares HeLa, C33, SW480, SW620, 

MCF7 y K562 se manifiesta en la disminución de la proliferación celular, que se encuentra entre 

un 65 y 70%. También, se determinó la IC50 para cada una de estas líneas celulares y se 

encontró que la más sensible, a la ciclomammeisina, es la C33 con una  IC50 de 23.4 µM y la 

más tolerante a este compuesto es SW620 para la que se determinó una IC50 de 35.2 µM. Se 

observó que hay un comportamiento dependiente de la dosis en todos los experimentos 

realizados. Estos resultados son consistentes con los reportados por otros autores, que 

desarrollan investigación en el campo de las cumarinas por ejemplo Yang H., y grupo de 

investigación  quienes encontraron que diversas cumarinas entre las que se encuentran las 

mammea A/AA, mammea A/AA ciclo D, mammea A/AA ciclo F, mammea A/AC ciclo D,  

mammea A/AD ciclo D, mammea B/BA, mammea B/BA ciclo F, mammea B/ BB, mammea B/BC, 

mammea B/BD, mammea E/BA, y mammea E/BB, tienen actividad citotoxica en las líneas 
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celulares SW480, HT29, y HCT116 provenientes de cáncer humano de colon de este estudio se 

obtuvieron valores de IC50 de 13.9 a 88.1, 11.2 a 85.3, y 10.7 a 76.7 µM, en las tres líneas 

celulares respectivamente. Estos resultados son comparables con los obtenidos empleando el 5-

fluouracilo para el cual se obtuvo un IC50 de 53.0, 46.1 y 45.1 µM (para las tres líneas celulares 

respectivamente, Yang H y col., 2005). 

 

La obtención de diversos compuestos con núcleo cumarínico es importante ya que, en base a 

reportes, presentan actividad citotóxica en diversas líneas celulares tumorales. Los sustituyentes 

que presente el núcleo cumarínico determinan su actividad biológica. Por ejemplo, López-

González y colaboradores (2000)  encontraron que la cumarina y la 7-hidroxicumarina tienen 

actividad antitumoral, tanto in vitro como in vivo. Reportaron que inhiben la proliferación celular, 

por inducir arresto en la fase G1 del ciclo celular en líneas celulares de carcinoma de pulmón.  

 

Kawaii (2001) y colaboradores reportaron que esculetina inhibe el  crecimiento celular y la 

progresión por inducir arresto en la fase G1 en células de leucemia HL-60 también se reporto que 

el porcentaje de células que expresan la ciclina D1 en células de A-427 de adenocarcinoma de 

pulmón es reducido por exposición a las 7-hidroxicumarina. 

 

Marshall y su grupo de investigación (1994) usaron fragmentación de ADN como único criterio de 

detección de apoptósis, reportaron también  lo mismo para varias líneas tumorales y solo se 

presento apoptósis en las células HL-60. 

 

Aunque no se realizaron estudios para conocer  el  mecanismo de acción, por el cual la 

ciclomammeisina  disminuye la proliferación celular; se observó que este compuesto es 

citotóxico para las diferentes líneas celulares tumorales, aunque la concentración necesaria de la 

ciclomammeisina para inhibir el 50% de cada línea celular varía entre 22.8 µM y 35.8 µM. Hasta 

la fecha aún no se conoce el mecanismo molecular  por el cual las cumarinas ejercen su  efecto 

citotóxico.  
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      vii. conclusiones 
 

 

• Se llevó a cabo el aislamiento y la caracterización de la mammea A/AA y del ácido 

shikímico provenientes de la mezcla de extractos hexánico y cetónico del fruto del árbol 

Mammea americana A/AA. 

 

• Se obtuvo el compuesto ciclomammeisina por medio de una reacción de ciclización del 

sustituyente isoprenilo del compuesto mammea A/AA.  

 

• En los experimentos de citotóxicidad se obtuvo que la ciclomammeisina es un compuesto 

citotóxico, ya que disminuyó la tasa de viabilidad de las líneas celulares empleadas: HeLa, 

C33, SW480, SW620, MCF7 y K562  entre el 65 y 70%. 

 

• Se determinó la concentración necesaria de ciclomammeisina para inhibir el 50 por ciento 

de la proliferación celular y se obtuvo que la línea más sensible a éste compuesto es C33 

(IC50 de 23.4 µM) y la que presentó menos sensibilidad es SW620 con (IC50 de 35.2 µM). 
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Ix. ABREVIATURAS 
 
µg  
µL 
µM 
°C 
CO 
13CRMN 
c.c. 
c.c.f. 
cdk 
c.p.b. 
δ 
D-MEM 
DMSO 
EDTA 
EUA 
FDA 
g 
G1 
 
G2 
HEPES 
1HRMN 
IC50 
 
J 
KCl    
Kg 
KH2PO4 
mg 
mL 
min 
MTT 
MPF 
NaCl   
NaHCO3 
Na2 HPO4 
NaOH 
nm  
No. cat. 
p.f. 
pH 
PBS 
PBS-EDTA 
pRb 
S 
sol. 
SFB 

microgramos 
microlitros 
micromolar 
grados centígrados 
monóxido de carbono 
resonancia magnética nuclear de carbono 13 
cromatografía en columna 
cromatografía de capa fina 
quinasas dependientes de ciclinas 
cuanto baste para  
desplazamiento químico 
Medio Eagle modificado de Dulbecco 
dimetil sulfóxido 
Ácido etilendiaminotetraacético 
Estados Unidos de América 
Food and Drugs Administration 
gramos 
fase del ciclo celular comprendido entre la mitosis y la replicación de DNA 
(fase S) 1 
fase del ciclo celular comprendido entre la fase S y la division celular 
Ácido N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-(2-etanosulfónico) 
Resonancia magnética nuclear de protón 
Concentración del compuesto que produce 50 por ciento de inhibición del 
crecimiento celular 
Constante de acoplamiento 
Cloruro de potasio 
kilogramo 
Fosfato de potasio 
miligramos 
mililitro 
minutos 
bromuro de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
Factor Promotor de Mitosis 
cloruro de sodio 
bicarbonato de sodio 
fosfato de sodio 
hidróxido de sodio 
nanómetros 
Número de catálogo 
Punto de fusión 
Potencial de hidrógeno o grado de ácidez 
Phophate Buffer Solution  
Solución amortiguadora de fosfatos con ácido etilendiamino tetraacético 
Proteína producto del gen supresor de tumores (retinoblastoma) 
fase del ciclo celular donde se lleva a cabo la replicación del DNA 
Solución  
Suero fetal bovino 
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Thr 
Thy  
U.V. 
 
    
 
 

Treonina 
Tirosina  
Ultravioleta  
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X. ANEXO  1 

Tabla 6 Datos espectroscópicos del análisis de infrarrojo del compuesto AAA3K;  mammea A/AA 

 

Radical   Señal (cm-1)  

0H 3449.02 

C-H alifático 2927.86 

C=0 1737.29 

1710.81 

C=C 1618.98 

1379.43 

-CH3 1379.43 

C-0 1115.17 

O OOH

CH3

CH3
O

CH3 C H3

O H

El espectro de IR de la mammea  A/AA se encuentra en la figura 22 

Tabla 7  Espectro de RMN hidrógeno (300 MHz) del compuesto AAA3K;  mammea A/AA. 

Protón δ 1H ppm 

(300MHz) 

Multiplicidad J(Hz) No.protones 

C6H5 7.43 m - 5 

CH-3 5.89  s - 1 

CH2-2’’ 2.99 d 6.75 2 

CH-3’’ 2.20 dd 6.45 y 13.17 1 

2Me (4’’ y 5”) 23.99 d 6.45 6 

CH2-1´  3.54  d 7.05 2 

CH - 2´  5.18 tm 6.7 1 

CH3 - 4´ 1.84 s - 3 

CH3 - 5’ 1.64 d 17.58 3 

El espectro de 1HRMN se encuentra en la figura 23 
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 Figura 22. Espectroscopia infrarrojo del compuesto AAA3K;  mammea A/AA 
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 Figura 23   Espectro de  1RMN hidrógeno (300 MHz) del compuesto AAA3K;  mammea A/AA. 

 58
 

Neevia docConverter 5.1



 
Tabla 7  Espectro de RMN hidrógeno (200 MHz) del compuesto K-02; ácido shikímico 

Protón  δ 1H ppm  (300MHz) Multiplicidad J(Hz) No. protones 

CH-1 3.69 dd 4 y 7.6 1 

CH-2 3.9  m - 1 

CH-3 4.3 m - 1 

CH-4 6.7 m - 1 

CH-6 axa 2.16 ddt 16, 5.6 y 1.6  

CH-6 ecb 2.65 ddt 16, 5.6 y 1.6 1 

axa= axial; ecb=ecuatorial. 

El espectro de 1RMN se encuentra en la figura 24 

 
Tabla 8  Espectro de RMN hidrógeno (200 MHz) del compuesto MIM. Ciclomammeisina 

Protón  δ 1H ppm  (300MHz) Multiplicidad J(Hz) No. protones 

C6H5 7.3 m - 5 

CH-3 5.9  s - 1 

CH2-2’’ 2.9 m - 2 

CH-3’’ 2.22 m - 1 

CH3-4’’  0.96 s - 3 

CH3-5” 0.92 s - 3 

CH2-1´  2.19  t - 2 

CH-2´  1.89 t 6.7 2 

CH3-4´ 1.57 s - 3 

CH3-5’ 1.46 s - 3 

 

El espectro correspondiente a 1RMN de la ciclomammeisina se encuentra en la figura 25 
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Figura 24 Espectro de RMN hidrógeno (200 MHz) del compuesto K-02; ácido shikímico
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61Figura  25   Espectro de RMN hidrógeno (200 MHz) del compuesto MIM. Ciclomammeisina 
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