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1. INTRODUCCION.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, aproximadamente tres cuartas
partes de la poblaciéon mundial recurre a los remedios tradicionales, para la procuracién de
la salud principalmente de especies vegetales. La importancia de las especies vegetales
como agentes terapéuticos es relevante ya que, suelen ser la materia prima o los
constituyentes activos de casi en un 30 porciento del arsenal farmacéutico actual. Algunos
ejemplos son la aspirina, la atropina, la efedrina, la digoxina, la morfina, la quinina, la
reserpina, la tubocurarina y el taxol todos provenientes de especies vegetales (Anwarul y

Atta-ur-Rahman, 2005).

En México, se han utilizado las especies vegetales con fines terapéuticos, estableciéndose
una fuerte tradicion, de tal forma que el uso de especies vegetales con fines terapéuticos

constituye un rasgo cultural de la sociedad mexicana (Martinez 1996).

Sin embargo, la mayoria de estas especies no se les han realizado estudios quimicos o
farmacoldgicos que avalen las propiedades que se les atribuyen en medicina folklérica.
Esto explica que en ocasiones los resultados obtenidos de su uso no sean satisfactorios
(Jiménez et al, 2000). Por otro lado, México es un pais con una extensa diversidad de

climas que originan una riqueza de la flora, la fauna y asi como una variada micologia.

En México, el cancer constituye un problema de salud publica. Una de las principales
estrategias para el tratamiento terapéutico o paliativo del cancer lo constituye la
quimioterapia. Aunque existen varios farmacos anticancerosos en la clinica, la poca
selectividad de éstos asi como el desarrollo de la resistencia de las células cancerosas a los
diferentes farmacos hace imperiosa la necesidad de descubrir y desarrollar nuevos

farmacos para el tratamiento del mismo.

A través del tiempo, los productos naturales han contribuido de manera importante para
el descubrimiento y desarrollo de farmacos anticancerosos, entre ellos podemos mencionar,
los alcaloides vinblastina y vincristina aislados de Cantharantus roseau, o los derivados

semisintéticos irinotecan y etoposido provenientes de la epipodofilotoxina o el taxol



aislado del Taxus brevifolia, todos ellos usados hoy en dia en la clinica (Mann 2002;

Chabner y Roberts 2005; Cragg y Newman 2005).

Por otra parte, la inflamacién es un mecanismo fisiolégico de defensa en respuesta a la
presencia de un agente xenobiotico. Este proceso comprende una serie de eventos que
inician con el aumento en la permeabilidad vascular, la salida de fluidos y proteinas
sanguineas y la infiltracion preferente de leucocitos. Estas células en coordinacion con
otras producen una variedad de moléculas que regulan, mantienen y concluyen la

inflamacion tras la remocion del agente causal (Cirino, 1998).

La terapéutica de la inflamacién comprende el uso de farmacos de tipo esteroidal y no
esteroidal. Los glucocorticoides, cuya naturaleza es esteroidal, inhiben la trascripcion de
genes proinflamatorios y suprimen la respuesta inmune (Adcock, 2000). En tanto, los
farmacos no esteroidales inhiben la enzima ciclooxigenasa (COX) entre otras, sin embargo,

se asocian con complicaciones de tipo gastrointestinal y renal (Fung et al., 1999).

El 6xido nitrico, es un radical sin carga con un electréon no apareado, la ausencia de carga
permite su libre difusion a través de las membranas y, en particular, el electréon
desapareado le confiere una gran reactividad y rapida conversién in vivo en especies
reactivas derivadas de nitrogeno (ERN). Estas moléculas lipofilicas poseen gran capacidad

de difusién y por lo tanto interaccionan con una variedad de moléculas y de enzimas.

El 6xido nitrico también tiene otras funciones como por ejemplo regulan de manera
endogena diferentes procesos fisiol6gicos, como el control de la presiéon sanguinea, la
neurotransmision, la agregacion plaquetaria y la accién citostatica de los macrofagos

(Wink y mitchell, 1998; Davis et al., 2001).

Aparte en una estrategia de busqueda de nuevos principios activos, los triterpenos atraen
la atencion por sus propiedades citotoxicas y antiinflamatorias (Martinez y Parra 2007), al

igual que las flavonas por sus efectos antiinflamatorios (R. Estrada R. et a/2004),



2. CANCER.

2.1. Definicion.

Existen numerosos textos y referencias que intentan definir el cédncer, sin embargo quizas
la definicion més simple es la enunciada por la Sociedad Americana de Cancer (American
Cancer Society). De acuerdo con esta Sociedad, el cancer es un grupo de enfermedades
caracterizadas por un crecimiento descontrolado de células anormales, asi como su
dispersion a través de todo el organismo. Por consiguiente, se puede entender al cancer
como un proceso de crecimiento tisular producido por la proliferaciéon continua de células

anormales con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos (Figura 1).

Division de células cancerosas

Fig. 1. Proceso tisular de células normales y anormales.

El cancer se origina en cualquier tipo de célula y no se puede considerar como una
enfermedad, sino que en realidad es un conjunto de enfermedades que se clasifican en

funcién del tejido y célula de origen.

Por otro lado, de acuerdo con Sir Rupert Willis, una neoplasia, es una masa anormal de
tejido que no esta coordinado por los mecanismos reguladores normales y cuyo
crecimiento excede al del tejido normal. Adicionalmente, varios tipos de neoplasias
persisten, aunque haya finalizado el estimulo que suscit6é su alteracion. De manera formal,
una neoplasia no constituye un céncer hasta que presente metastasis. Las neoplasias
malignas tienen la capacidad de sufrir metéstasis y formar tumores secundarios. Como ya
se menciond, una caracteristica del céncer es la alteracion en los mecanismos de control

que regulan la proliferacion y diferenciacion de las células (Katzung 1986). Esta alteracion



es el resultado de anomalias genéticas que puede aparecer por la mutacién de un grupo
especifico de genes. Muchos de estos genes actilan normalmente suprimiendo o
estimulando la continuidad del ciclo celular, y su pérdida o inactivacion da lugar a una

division celular acelerada (Gibbs 2000).

2.2. El cancer como problema de salud publica.

Actualmente, de acuerdo con los estudios estadisticos disponibles, el cancer constituye una
de las principales causas de muerte de la humanidad. Se calcula que cada ano més de 10
millones de personas son diagnosticadas con céncer, de las cuales, seis millones moriran.
Esta cifra representa el 12 por ciento de las posibles defunciones totales a nivel mundial.
Adicionalmente, se ha estimado que para el ano 2020 el nimero de nuevos casos se

incrementara a 15 millones (Klug y Cummings 1999).

En Meéxico, segin los registros de la Secretaria de Salud, desde 1990, el cancer ocupa el
segundo lugar como causa de muerte. De tal forma, que en el ano 2002, el cancer provocd
58,599 defunciones. Llama la atencién, el hecho de que, para el grupo de mujeres entre 35
y 64 anos de edad, el cancer constituye ya la primera causa de muerte (INEGI, 2005). En
la Figura 2, se muestra la distribucién porcentual, por sexo, del tipo de tumor maligno.
Sin duda, el cancer constituye un problema de salud publica a nivel mundial y ocupa un
lugar de especial importancia en los programas de asistencia médica, prevencién e
investigacion.
22 Encéfalo

Encéfalo 3.1
Laringe 2.6

Traquea, bronquios y pulmén 16.0 7.2 Traquea, bronquios y pulmén
12.9 Mama
Estémage 9.6 7.9 Estémago
Higado y vias biliares 7.4 7.9 Higado y vias biliares
Pancreas 4.9 52 Pancreas
Prostata 14.8 14.4 Cuello del Utero
Colon 3.7 37 Colon
Leucemia 6.7 5.1 Leucemia
Linfoma no hodgkin 3.5 2.6 Linfoma no hodgkin
Otros 27.7 30.9 Otros

Fig. 2. Distribucion porcentual de defunciones por tumores malignos en México durante el afio 2002.



2.3. El tratamiento del cancer.

Es conocido, que por su etiologia genética el cancer se desarrolla de manera muy
particular de paciente a paciente. Tomando en cuenta lo anterior, hoy en dia, se tratan de
establecer terapias individuales en las cuales se combinan los procedimientos quirtargicos

con regimenes de radioterapia y de quimioterapia.

2.3.1. Quimioterapia.

Existen algunos antecedentes histéricos que dan cuenta del empleo de compuestos
quimicos para tratar este tipo de padecimientos. Por ejemplo, hace aproximadamente 500
anos, se utilizaron algunas preparaciones de plata, zinc y mercurio o la llamada solucién
de Fowler (arsenito de potasio) que Lissauer, en 1865, la utilizo para tratar a un paciente
con leucemia (Parra 2006). No obstante, la era moderna de la quimioterapia se inici6 en la
década de los anos 1940, con la introduccién de las mostazas nitrogenadas, las cuales
fueron sintetizadas como armas quimicas. Las autopsias realizadas a los soldados muertos
por exposicion al llamado gas mostaza, indicaban que estas victimas presentaban una

hipoplasia linfoide generalizada asi como mielosupresion.

Con el fin de evaluar el potencial terapéutico de esta serie de toxinas desarrolladas para la
guerra quimica, en 1942, Louis Goodman y Alfred Gilman fueron reclutados por el
Departamento de Defensa de los Estados Unidos. Tomando en cuenta los datos obtenidos
por las autopsias, Goodman y Gilman propusieron que en dosis bajas, de un agente

similar podria causar una regresiéon de un tumor linfatico.

En mayo de 1942, después de evaluaciones exitosas en ratones, ambos farmacologos
convencieron a su colaborador, el cirujano Gustav Lindskog para que tratara a un
paciente que sufria de un linfoma del tipo no-Hodgkin con la mecloroetamina, una
mostaza nitrogenada. No obstante, que se produjo una remisiéon del tumor por algunas
semanas, éste continu6 su crecimiento hasta la muerte del paciente. Sin embargo, por
primera vez se establecié que la administraciéon sistematica de algunos farmacos puede

inducir la regresién de tumores cancerosos.



Una de las principales caracteristicas de estos derivados nitrogenados es su habilidad
alquilante, propiedad que permiti6 su desarrollo para el uso clinico. (Chabner B. y
Roberts T. 2005) (Bertino en Browman y Rand 1984). No obstante de que los primeros
resultados utilizando quimioterapia en contra del cancer fueron limitados, fue claro que
esta aproximacion mostraba un enorme potencial para obtener farmacos antineoplasicos.
Este argumento, motivé la creacién de un programa de desarrollo de farmacos
anticancerosos, en especial en Estados Unidos de América y en 1955, se autoriz6 la
creacion del Centro de Servicio Nacional de la Quimioterapia de Céncer en el Instituto
Nacional del Cancer. Desde entonces se han aprobado méas de 30 farmacos para el uso en

el tratamiento de los pacientes con enfermedades malignas (Chabner y Roberts 2005).

Algunos de estos farmacos, curan a la mayoria de los pacientes con coriocarcinoma, cancer
testicular, leucemia linfocitica aguda y diversos tipos de linfomas. Adicionalmente, el
tratamiento combinado de farmacos antineopléasicos (tabla 1), mejora la respuesta
farmacoldgica en pacientes con cancer de ovario o con leucemia mielocitica aguda; aunque,
la tasa de curacién alcanza solo del 10 al 20 por ciento. Desafortunadamente, otros tipos
de cancer son menos susceptibles al tratamiento quimioterapéutico. Uno de los usos
terapéuticos més frecuentes de los farmacos antineoplésicos es su empleo como
adyuvantes. Para ello, los farmacos se administran antes (neoadyuvante) o después del
tratamiento definitivo (cirugia o radioterapia).

Tabla 1. Clasificacion de agentes antineoplasicos segiin su mecanismo de accion o su origen (Moore y
Goldenberg en Kalant y Roshlau 1998).

Agentes alquilantes y de union a ADN  Antimetabolitos

Mecloroetamina Metotrexato

Melfalan 5-Fluorouracilo

Ciclofosfamida e Ifosfamida Arabinésido de citosina
Clorambucil Gemcitabina

Busulfan 6- mercaptopurina y 6-tioguanina
Nitrosoureas 2-clorodesoxiadenosina

Cisplatino y carboplatino
Dacarbacida y Procarbacida
Mitomicina C

Antibiéticos Compuestos de origen natural y/o
Actinomicina D derivados

Doxorrubicina, daunorrubicina Vincristina, Vinblastina

Epirrubicina, Bleomicina Vinorelbina, Etopésido, Teniposido

Paclitaxel, Docetaxel




Derivados de la camptotecina

Diversos Hormonas
L- Asparaginasa Glucocorticoides
Hidroxiureas Tamoxifeno

Agentes progestacionales
Agentes antiandrogenos

2.4. Principios antineoplasicos aislados de especies vegetales.

Se ha reconocido que las llamadas plantas medicinales constituyen el principal recurso
terapéutico y en ocasiones la tinica fuente de alivio en paises pobres o en desarrollo. Este
fenébmeno es debido a la facil accesibilidad, el bajo costo y los antecedentes
etnofarmacologicos de las especies vegetales utilizadas. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que aproximadamente el 80 por ciento de la poblacion mundial ha

utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de salud (Parra 2006).

Se calcula que los metabolitos secundarios de origen vegetal representan alrededor del 50
por ciento de los farmacos de uso clinico en paises desarrollados y de estos el 25 por ciento
derivan de plantas superiores como la Vincristina y la Vinblastina (Figura 4) (Calabresi y
Chabner en Hardman y cols. 1996; Cragg y Newman 2005, Laza y Rodriguez 2003).
Aparte a lo largo del tiempo, se han utilizado varias estrategias para el aislamiento de
compuestos antineoplasicos de origen vegetal, como son el tamizaje y la evaluaciéon de
estructuras novedosas. Sin embargo, la mas utilizada es aquella que toma en cuenta los

antecedentes etnomédicos o etnofarmacoldgicos de las especie de interés.

En 1982, se publicaron aproximadamente 3000 especies de plantas que etnomédicamente
se habian referido como anticancerosas (Hartwell 1982). Sin embargo, debido a que
algunos sintomas del céncer se pueden confundir con procesos inflamatorios simples, es
dificil separar las posibles especies anticancerosas con aquellas que presentan propiedades
antiinflamatorias. Uno de los ejemplos mas acabados de especies con antecedentes
etnobotanicos lo constituye el Catharantus roseus, especie anteriormente clasificada como

Vinca rosea, por lo que hoy en dia se le conoce simplemente como vinca (Figura 3).

Esta especie habia sido referida como hipoglicémica; sin embargo, cuando se estudiaron

sus efectos farmacoldgicos se encontré que provocaba granulocitopenia y depresion de la



médula 6sea de la rata. Investigaciones posteriores, demostraron que algunas fracciones de

alcaloides de esta planta tenian actividad contra neoplasia linfocitica murina.

El estudio quimico permiti6 el aislamiento de cuatro alcaloides diméricos activos:
vinblastina, vincristina, vinleurosina y vinrosina (Figura 4). Los dos primeros, se
convirtieron en agentes clinicamente importantes para el tratamiento de leucemias,
linfomas y cancer testicular (Calabresi y Chabner en Hardman y cols. 1996; Cragg y

Newman 2005).

Vinblastina, R= CH 3
Vincristina, R=CHO

Fig. 3. Catharanthus roseus L. Fig. 4. Metabolitos aislados de
Catharanthus roseus L.

Otro ejemplo lo constituye el Podophyllum peltatum, con amplios antecedentes magicos
en la Europa medieval. Sin embargo, es una especie que se emple6 como remedio popular
por sus efectos eméticos, catarticos y antihelminticos por los indigenas de América y los
primeros colonizadores de este continente (Figura 5). A partir de esta planta, se aislo la
podofilotoxina, de la cual, se obtuvieron dos glucésidos semisintéticos, el etoposido y el
teniposido (Figura 6), los cuales tienen aplicacion en el cancer testicular y en el carcinoma

de células pequenas del pulmon.
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Fig. 5. Podophyllum peltatum Fig. 6. Metabolitos aislados de
Catharanthus roseus L.
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En la década de los anos 60 se realizé una evaluaciéon masiva de las propiedades

citotoxicas de cientos de extractos de especies vegetales por el Instituto Nacional del



Cancer de Estados Unidos (EUA). Como un resultado de esta buisqueda, se descubri6 las
propiedades citotoxicas del tejo del pacifico (Zaxus brevifolia) (Figura 7). Estudios
posteriores permitieron el aislamiento y elucidacién estructural del taxol, un diterpeno
responsable de las propiedades citotoxicas de la especie (Mann 2002; Chabner y Roberts

2005; Cragg y Newman 2005).

Fig. 7. Taxus brevifolia

El taxol hoy comercializado con el nombre de paclitaxel (Figura 8) es sin duda, el
compuesto anticanceroso més vendido en el mundo. En el 2000, las ganancias por la venta

de este compuesto superaban a los 1500 millones de ddlares anuales (Mann 2002).

e
PACLITAXEL =
INJECTION USP_®

W

Taxol (Paclitaxel).

Fig. 8. Metabolito aislado de Taxus brevifolia.

Otros compuestos con importancia clinica son la camptotecina y sus derivados, el
irinotecano y el topotecano. Asi también la homoharringtonina, la elipticina y su
derivado, el eliptinium (Figura 9). Este ultimo empleado en Francia para el tratamiento

del cancer de mama (Cragg y Newman 2005).
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Fig. 9. Compuestos de origen natural y derivados con importancia clinica en el tratamiento del céncer.

No obstante que los compuestos antes mencionados ocupan un lugar preponderante en la
clinica, existe una gran diversidad de metabolitos secundarios, con probada actividad
contra lineas celulares de cancer humano. Asi, es posible encontrar en cada tipo de

metabolito secundario algiin representante con propiedades citotoxicas.

Entre estos podemos mencionar las cumarinas (Phuwapraisirisan 2006), los flavonoides
(Gonzalez de Mejia 2006), los sesquiterpenos (Lastra 2004), los diterpenos (Zhang 2006) y
los triterpenos (Oviedo 2005, Parra-Delgado 2006). Como era de suponer, los mecanismos
de accién involucrados en la actividad citotéxica de estos grupos de compuestos son muy

variados.

Por lo anterior es facil entender que, las plantas sean una fuente invaluable de sustancias
activas. Por ejemplo en el anio 2000, se estim6 que aproximadamente el 53 por ciento de
los farmacos en estudios clinicos correspondia a metabolitos secundarios y sus derivados o
compuestos obtenidos a partir de un farmacoforo de un producto natural (Newman y

cols., 2003).
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3. INFLAMACION

La inflamacién se desarrolla como parte de los mecanismos de defensa del organismo en
respuesta a estimulos de naturaleza diversa. Estos pueden ser externos, como
traumatismos mecanicos y productos quimicos; o internos, como lesiones provocadas por

procesos isquémicos, patogénicos (virus, parasitos y bacterias) autoinmunes, entre otras.

La inflamacién se localiza generalmente en el tejido conectivo, en donde ocurre la
degeneracion de las paredes de los vasos sanguineos y se produce un incremento en la
permeabilidad. Estos eventos conducen a una extensa salida de plasma y células, que
luego penetran en el espacio intersticial y migran hacia la zona danada. A nivel
macroscopico, el proceso se manifiesta por la presencia de eritema, edema, calor y dolor.
Estas expresiones clinicas fueron distinguidas por Celso (siglo I d. C) como signos
cardinales de la inflamacion. Virchow (siglo XIX d. C.) sumo un signo mas, refiriendo la

pérdida de la funcion tisular (Nathan, 2002).

3.1. Inflamacién aguda.

La inflamacion aguda contribuye con la eliminaciéon de células muertas, la neutralizacion
de infecciones locales y la promocion de la acciéon del sistema inmune. La respuesta aguda
se controla por mediadores celulares y moleculares. Los componentes celulares incluyen
células endoteliales, eosinoéfilos, neutréfilos, monocitos-macrofagos, mastocitos-basofilos,
linfocitos y plaquetas. En tanto los mediadores de la inflamacién comprenden las
proteasas plasmaéticas, incluidas los sistemas de complemento, de cininas y de coagulacion;
los mediadores lipidicos, como las prostaglandinas, los leucotrienos y el factor activador de
plaquetas; los neuropeptidos y las aminas vasoactivas; las especies reactivas de oxigeno y

de nitrogeno; y las citocinas( Espinos et al., 2004).

3.2. Mediadores moleculares de la inflamacién aguda.

Desde que la histamina se sugiri6 como mediador se ha descrito un sin ntmero de
moléculas de naturaleza y origenes diversos, quienes son responsables de las distintas fases
y manifestaciones de la inflamacion (Espinos et al, 2004). La inflamaciéon inicia con

fenomenos vasculares y de reclutamiento vascular. Durante las primeras horas (6-24h), los
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leucocitos poliformonucleares (LPMN), en especial los neutrdfilos se encuentran en

permanente actividad.

Después, son reemplazados por los monocitos, que al diferenciarse en macréfagos actiian
en la fagocitosis y digestion de cuerpos extranos y residuos celulares. Lo anterior a través
de la liberacion de una variedad de productos toxicos, como enzimas hidroliticas y
proteoliticas y especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) (Lawrence et
al., 2002). Cuando el endotelio vascular se dilata, aumenta la permeabilidad, el flujo
sanguineo y la afluencia de componentes plasmaéaticos y celulares hacia la zona afectada.
Las aminas (histamina y serotonina) participan en la regulaciéon del tono vasomotor

endotelial.

Son varias las moléculas que intervienen en la inflamacién; sin embargo, las
prostaglandinas, los leucotrienos y el 6xido nitrico han sido considerados como las
moléculas mas activas durante el proceso. La produccién de estas moléculas se promueve
por el factor de activacion nuclear tipo kappa B (NF-kB). Los mecanismos y funciones
biologicas que desempenan estos mediadores, asi como la importancia de NF-kB en la

inflamacion se describen en los siguientes parrafos.

3.2.1. Prostaglandinas.

Las prostaglandinas son los autacoides mas abundantes y se encuentran practicamente en
todos los tejidos y fluidos del organismo. Su producciéon se incrementa por una variedad
de estimulos y su espectro de acciéon es muy variado. Desde hace anos se ha visto que la
inhibicién de su sintesis es una opcién terapéutica antiinflamatoria muy interesante

(Espinos et al ., 2004).

Las ciclooxigenasas (COX) son las enzimas responsables de la produccion de
prostaglandinas. Se ubica en la membrana microsomal y nuclear, catalizan tanto la
ciclacion del &cido araquidonico a prostaglandina G, (PGG,) como su conversion
inmediata en prostaglandina H, (PGH,). Este endoperoxido es sustrato de varias
isomerazas especificas (Fung y Kirschenbaum, 1999). La sintasa de prostaciclina convierte

a PGH, en prostaciclina (PGIL,), la cual participa en la vaso dilatacion y en la inhibicion
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de la agregacion plaquetaria. En tanto la sintasa de tromboxano transforma a PGH, en

tromboxano. Asi que posee acciones opuestas a las de PGL,.

También, a partir de la PGH, y por la accion de tres sintasa, se originan las
prostaglandinas D, E, y F,q. En procesos alérgicos, los mastocitos liberan la PGD,, este
mediador posee funciones similares a la prostaciclina PGI,, ademés acttian en los
receptores del dolor. La PGE, activa a los leucocitos y las plaquetas, produce
broncoconstriccion por su accion sinérgica junto con bradicinina, IL.-1 e histamina y
promueve la fiebre, el edema y el eritema. La PGF,y posee su acciéon principal en la

vasoconstriccion (Malgor y Valsecia, 2000; smith et al, 2000).

Existen dos isoformas de ciclooxigenasa COX-1 y la COX-2. La COX-1 esta presente en
casi todas las células del organismo, con excepcion de los hematies. Esta enzima
constitutiva es responsable de la produccion permanente de prostaciclina PGIL,. Las
prostaglandinas derivadas de COX-1 controlan el flujo y la distribucién sanguinea renal,
la reabsorcion de sodio y agua asi como la liberacion de renina (Malgor y Valsecia, 2000;

Smith et al., 2000; Espinos et al., 2004).

En tanto la COX-2 no esté presente en condiciones normales, no obstante, se sospecha su
existencia en el cerebro. Esta enzima se induce tnicamente en la inflamacién, como
respuesta a citocinas proinflamatorias (IL, IL-6 y FNT-a); algunos factores de crecimiento
y el lipopolisacarido (LPS). Su expresion se inhibe por citocinas antiinflamatorias y

farmacos esteroidales (Malgor y Valsecia, 2000; Espinos et al., 2004).

3.2.2. Leucotrienos.

Reciben este nombre porque se forman en los leucocitos y tienen en su molécula, de 20
atomos de carbono, tres dobles uniones conjugadas. Al igual que las prostaglandinas,
derivan del acido araquidénico, por la acciéon enziméatica de la 5-lipooxigenasa (Espinos et
al., 2004). Las lipooxigenasas (LO) son enzimas citosolicas que incorporan una molécula
de oxigeno en la estructura del acido araquidénico. Dependiendo de la posicién en la cual
producen la oxigenacién, existen tres formas en la estructura del acido araquidénico: 5-
LO, 12-LO y 15-LO. Los productos correspondientes son los hidroperéxidos (HPETEs): 5-
HPETE, 12-HPETE y 15 -HPETE.
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La 5-LO es la enzima mas importante, se localiza principalmente en los neutroéfilos, los
eosinofilos, los macrofagos y los mastocitos. La enzima inactiva se transloca hacia la
membrana nuclear, en donde interacciona con su proteina activadora, posteriormente,
produce el 5-HPETE. Este nuevamente es sustrato de 5-LO y, se transforma en un
epoxido inestable y muy reactivo, el leucotrieno A, (LTA,). Dicho intermediario puede
convertirse en L'TB,; o conjugarse con una molécula de glutatiéon, originando el LTC,.
Este tltimo, por la pérdida sucesiva de residuos de aminoacidos, se transforma en LTD, y
LTE,. Alternativamente, el 5-HPETE por la accion de una peroxidasa de glutation, se
convierte en 5-HETE, de acciones quimiotactica y mitogénica (Titos 2004). El LTB,
estimula la quimiotaxis, adhesion celular, producciéon del ion superdxido y liberacion de
enzimas hidroliticas de neutréfilos. Los LTs C,, D, yv E, se conocen cocisteinil-L'Ts y
tienen accion en la constriccion de vasos sanguineos (Malgor y Valsecia 2000; Espinos et

al., 2004).

3.3. Oxido nitrico.

El oxido nitrico (NO) (Figura 10), por la ausencia de carga permite su libre difusion a
través de las membranas y, en particular, el electréon le confiere una gran reactividad y
rapida conversion in vivo en especies reactivas derivadas de nitrogeno (ERN). Estas
moléculas lipofilicas poseen gran capacidad de difusiéon y, por lo tanto interaccionan con
una variedad de moléculas y de enzimas. El 6xido nitrico es un importante regulador
endogeno de diferentes procesos fisiologicos, como el control de la presién sanguinea, la
neurotransmision, la agregacion plaquetaria y la accién citostatica de los macrofagos

(Wink y mitchell, 1998; Davis et al.,2001).

Fig. 10. Estructura del 6xido nitrico

La sintetasa produce NO catalizando la oxidacion de cinco electrones del nitrogeno

guanidina de L-arginina (L-Arg). La oxidaciéon de L-Arg a L-citrulina ocurre en dos vias
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sucesivas de reacciones de monooxigenacion, produciendo N*-hidroxi-L-arginina (NOHLA)
como intermediario. Dos moles de O, y 1,5 moles de NADPH se consumen por mol de NO
formado (Figura 11). La sintesis de 6xido nitrico sintasa (NOS) cataliza la reaccion entre
el oxigeno y el aminoédcido L-arginina y producen el NO y la citrulina. Existen tres
isoformas de esta enzima: la neuronal (NOSn), la inducible (NOSi) y la endotelial (NOSe).
Las formas constitutivas (NOSe y NOSn) se encuentran en células endoteliales y en
algunas neuronas, respectivamente. Sin embargo, también se localizan en plaquetas,
LPMN y células de musculo cardiaco. Estos subtipos se encargan de la produccion basal
del NO responsable de la integridad endotelial, la funcion de macréfagos y fagotitos se
inhiben por los glucocorticoides (Moncada et al, 1991). El NO producido por esta via es
un vasodilatador potente, promueve la permeabilidad vascular y la producciéon de
prostaglandinas, asimismo, posee accion toxica contra bacterias, hongos, parasitos y otros
agentes patdgenos. Sin embargo, el NO y sus metabolitos también regulan mecanismos de
defensa y promueven la reconstruccién del tejido danado. Por lo anterior, el NO es una

molécula moduladora de la inflamacion (Wink y Mitchell, 1998; Wu, 2004).
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Fig. 11. Biosintesis del 6xido nitrico.
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3.4. Reparacion del dafio en la inflamacién aguda.

Con la accion de los mediadores celulares y moleculares proinflamatorios se logra
controlar el estimulo, de manera que comienzan a operar los mecanismos de reparacién de
los tejidos danados. Las fases de regeneracion y cicatrizacién estan al cargo principalmente
de macrofagos y neutrédfilos, quienes ademéas producen y liberan los factores de
crecimiento tisular. (Lawrence et al, 2002). La estructura y la funcion normal del tejido
se restablecen por la presencia de células nuevas. La reconstruccion del tejido danado se
caracteriza por el recubrimiento de células del tejido conectivo (fibroblastos y células
endoteliales). El mecanismo comprende cuatro etapas: la formacion de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis); la migracion y la proliferacion de fibroblastos; la exudacion y el
deposito de fibrina en la matriz extracelular; y el desarrollo y la organizacion del tejido

fibroso (Lawrence et al., 2002).

3.5. Inflamacién crénica.

La inflamacién crénica es una respuesta prolongada con evidentes signos de inflamacion
activa y notable destruccién tisular. De manera simultdnea y descontrolada funcionan los
mecanismos de aislamiento, destrucciéon y eliminacién del xenobidtico y de reparacion del

tejido danado.

La inflamaciéon crénica puede ser consecuencia de una respuesta aguda, por la
permanencia del xenobibético, la disfuncionalidad de algunos medios antiinflamatorios
endogenos. Otras causas pueden ser las infecciones persistentes, la exposiciéon constante a
agentes toxicos y autoinmunes. La evolucion persistente descontrolada de la inflamacion
constituye el origen de una variedad de enfermedades, como el reumatismo, el asma, la
esclerosis miultiple, la arterosclerosis, la osteoporosis, el céncer y otras. Por lo tanto, la
regulacion de los mecanismos celulares y moleculares de la inflamacién resulta de gran

interés terapéutico (Nathan, 2002).
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3.6. Terapéutica de la inflamacién.

Las estrategias terapéuticas de la inflamaciéon se han abordado considerando la diversidad
de mediadores celulares y moleculares. Desde hace algunos anos se tenia la esperanza en la
manipulacién farmacologica de las citocinas proinflamatorias, como el factor FNT-alpha;
las interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, quimiocinas y otras. Sin embargo, la modulacién de éstas
no ha solucionado el problema. El descubrimiento de ciertas citocinas de accién
antiinflamatorias (como la IL-4 y la IL-10) ha permitido conocer los mecanismos de acciéon
de algunos farmacos antiinflamatorios. También, se ha dirigido la atencién hacia las
enzimas: fosfolipasa A,, ciclooxigenasa, lipooxigenasa y sintasa de 6xido nitrico, las cuales
tienen una participacién activa en los procesos inflamatorios. Los estudios acerca de los
isoformas inducibles de la COX y la NOS han ampliado las expectativas de encontrar
farmacos antiinflamatorios eficaces. Aunque el control terapéutico de la inflamacién no se
ha logrado por completo y aun es un reto por conquistar, hoy en dia en la clinica se
utilizan principalmente los farmacos antiinflamatorios esteroidales y no esteroidales

(Espinos et al, 2004).

3.6.1. Farmacos antiinflamatorios esteroidales.

Los glucocorticoides (GCs) representan un grupo de sustancias esteroides de accion
antiinflamatoria endégena. Los GCs son hormonas de acciéon endocrina producidas en la
corteza suprarrenal. Estos se encargan del mantenimiento de la glucemia y la tension
arterial normal, asi mismo modulan procesos de inmunidad, inflamacién y de adaptacion

por el estrés (Borne, 1995; Adcock, 2000; Newton, 2000).

Ciertos receptores hormonales citoplasmaticos especificos reconocen y se unen con los
CGs. Posteriormente, el complejo receptor-CG se dirige hacia el niicleo y antagoniza la
trascripcion de genes para moléculas proinflamatorias. También, los GCs inducen la
expresion de anexina-1 (olipocortina-1), quien inhibe la produccion de prostaglandinas e
impide la migracion de neutroéfilos y de monocitos. Otras acciones de los GCs son el efecto
inmunosupresor de linfocitos T y la inhibicion de la mitosis celular (Adcock, 2000;
Newton, 2000). Sin embargo, los GCs producen una gran variedad de efectos secundarios,

como la exacerbacion de los niveles sanguineos de glucosa, insulina y lipidos; la inhibicion
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de la accién de la hormona antidiurética, con incremento en la eliminaciéon de agua; la
accién mineralocorticoide con retencién de sodio y eliminacion de potasio y la produccion
de hipertension arterial (Espinos et al, 2004). El cortisol es un glucocorticoide prototipo
precursor de farmacos muy activos, como la betametasona, la dexametasona y la
triamcinolona (Figura 12). Estos GCs no producen efectos mineralocorticoides (Borne,

1995).
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Fig 12. Algunos farmacos antiinflamatorios esteroidales. (Tomada de Borne, 1995).

3.6.2 Farmacos antiinflamatorios no esteroidales
Los antiinflamatorios no esteroidales (AINES) constituyen un grupo de farmacos
quimicamente heterogéneos (Figura 13) con acciones analgésicas, antipiréticas y

antiinflamatorias. También, pueden ser antiagregantes plaquetarios y uricostrico.

Los AINES son ampliamente utilizados en la terapéutica general, incluyendo patologias
del aparato locomotor como artrosis, artritis reumatoide, trastornos miusculoesqueléticos;
asi como fiebre, coélicos nefriticos y biliares, cefaleas, dismenorrea, traumatismos, entre
otros. El mecanismo de accion principal de los AINES clasicos consiste en la inhibicion de
la COX. Sin embargo, se ha asociado con complicaciones como la enfermedad ulcerosa

péptica, la hemorragia digestiva y la insuficiencia renal (Espinos et al, 2004).

Dependiendo de su selectividad por las dos isoformas de COX, los AINES se han
clasificado en cuatro grupos: a) selectivos a COX-1, se incluye solamente la aspirina, en

dosis bajas; b) no selectivos a COX, abarcan los farmacos de AINES clasicos, como
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ibuprofeno, indometacina, piroxicam, entre otros; c¢) selectivos moderadamente a COX-2,

como salicilatos y meloxicam; y d) muy selectivos a COX-2, como celecoxib y rofecoxib.

o,
@»c OH o} =4 ‘

N, X \N
| N
H3CO
’ O//S\\O
COOH

Iz

INDOMETACINA PIROXICAM
O\S/O
)
O
HOOC l
IBUPROFENO ROFECOXIB

Fig. 13. Algunos farmacos antiinflamatorios no esteroidales

4. DISTRIBUCION Y LIPOSOLUBILIDAD EN FARMACOS.

El manejo clinico de los medicamentos obliga a tener en cuenta principios
farmacocinéticos, puesto que ademas de la cantidad de farmaco administrado los cambios
en la absorciéon, distribucion, metabolismo y eliminaciéon determinan no solo la magnitud
del efecto terapéutico sino sus efectos indeseables. Una vez administrado el farmaco, éste
entra en contacto con una superficie absorbente y se inician una serie de fenémenos
secuenciales conocidos como procesos cinéticos. La distribucion de los farmacos permite su
acceso a los organos en los que debe actuar y a los 6rganos que los van a eliminar, y
condiciona las concentraciones que alcanzan en cada tejido. Tiene especial importancia en
la eleccién del farmaco més adecuado para tratar enfermedades localizadas en é&reas
especiales como el sistema nervioso central (SNC), y en la valoracion del riesgo de los
farmacos durante el embarazo y lactancia. También, es importante para entender el
retraso en el comienzo del efecto de algunos farmacos como la digoxina o la terminacién
del efecto de otros como el diazepam y el tiopental (Calabresi, P, 1996.) El paso del
medicamento a través de membranas para llegar a la circulacion sistémica. Este proceso
involucra los mecanismos que utilizan los farmacos para penetrar estructuras lipidicas

como son las membranas celulares (Figura 14).

20



Glucolpida
F'totema peritérica Liquido
Gluooprme[na Extracelular

ol
//_ v ;, -

Fosfolipidos: _ =

Cabeza pokar— Y ' o 1 ? B
uua-»an ca - | B 5
; Capas

as de
:hld ﬁf%b\vas} lipidas

Proteina £~ Calestem\\— Proteina Proteinas

periférica Integrales

Fig. 14. Estructura de la membrana celular.

Por lo anterior en el proceso de absorcién influyen los siguientes factores:

Transporte a través de membrana
Solubilidad del farmaco en lipidos y agua
Via de administracion

Superficie o area de absorciéon

Irrigacion de la superficie absorbente

La liposolubilidad se determina por el grado de ionizaciéon del farmaco en la superficie
absorbente, ya que estas moléculas son mas liposolubles cuando predominan en su forma
no ionizada y més hidrosolubles cuando estan mas ionizadas (més polares). El grado de
ionizacién y su liposolubilidad depende del pH de la superficie absorbente y del pK del
medicamento; por lo tanto conocer los datos anteriores, permite establecer el grado de

ionizacién aplicando la féormula de Henderson-Hasselbach para acidos y bases débiles.

Los procesos de transporte especializado incluyen la difusién facilitada, mecanismo que
utilizan medicamentos de baja liposolubilidad pero que encuentran un gradiente de
concentracion favorable. La caracteristica fundamental de este proceso es la participacion
de una molécula portadora que conforma el complejo farmaco-portador que tiene la

liposolubilidad de la que carece el medicamento en forma independiente.

La barrera hematoencefalica que separa el sistema nervioso del organismo es impermeable
a medicamentos muy ionizados o de alto peso molecular, por ello a este compartimiento
difunden adecuadamente agentes liposolubles o de bajo peso molecular. La barrera

placentaria permite el paso de medicamentos liposolubles por lo que es de especial
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importancia desde el punto de vista teratologico y de reacciones adversas fetales. En
resumen, los factores mas importantes que determinan la distribucion de los
medicamentos son: la unién a proteinas plasmaticas, el flujo sanguineo, la capacidad de

difusion a través de membranas y la solubilidad tisular.

El farmaco disuelto en la sangre pasa de los capilares a los tejidos a favor del gradiente de
concentracion. Este paso depende de las caracteristicas del farmaco (tamano de la
molécula, liposolubilidad y grado de ionizacion), de su union a las proteinas plasmaéticas,
del flujo sanguineo del o6rgano, de la luz capilar, del grado de turgencia y de las
caracteristicas del endotelio capilar. Un farmaco muy liposoluble accederd més facilmente
a los organos muy irrigados, como el cerebro, el corazén, higado o los rifiones, mas
despacio al musculo y con mayor lentitud a la grasa y otros tejidos poco irrigados como
las valvulas cardiacas. Incluso puede haber diferencias dentro de un 6rgano, por ejemplo
entre la corteza y medula renal, o entre el hueso cortical y el esponjoso. Un farmaco
menos liposoluble llegara bien a los tejidos cuyos capilares son ricos en hendiduras
intercelulares, como es el caso de las sinusoides hepéticas cuyas abundantes fenestraciones
vy hendiduras intercelulares permiten el paso de sustancias con elevado peso molecular,

pero tendré dificultad para acceder a los tejidos que carecen de ellas, como el SNC.

La inflamacién produce vasodilataciéon y aumento de la permeabilidad capilar, lo que
puede aumentar la concentraciéon alcanzada en algunos tejidos. Cuando la concentracion
plasméatica disminuye, el farmaco pasa de nuevo de los tejidos a los capilares a favor del
gradiente de concentracion. Dentro de un 6rgano, el farmaco puede estar disuelto en el
liquido intersticial y en el agua intracelular (cuando accede al interior de la célula) o
fijado a diversos componentes, como proteinas o lipidos. La forma del farmaco que accede
al liquido intersticial del tejido celular subcuténeo, a las cavidades peritoneales, pleural y
articular, a los alvéolos y bronquios es la forma libre, por lo que depende de las
variaciones en la unién a proteinas. El acceso al interior de las células y a las estructuras
intracelulares se realiza por difusién pasiva y depende de la liposolubilidad y del grado de
ionizacién que puede variar en circunstancias patologicas. La mayoria de los farmacos
tienen la capacidad de fijarse a determinados tejidos, en los que alcanzan concentraciones
mas altas que en el resto del organismo, incluso aunque estén un poco irrigados, como

sucede con la acumulacién de los farmacos liposolubles en la grasa, las tetraciclinas en el

22



hueso o la griseofulvina en la piel. La fijacién intensa a ciertos tejidos puede reducir la
concentracion del farmaco en su lugar de acciéon: por ejemplo, la accién anestésica del
tiopental termina cuando el farmaco deja el SNC para pasar al musculo y la grasa (Flore.

J., 1996)

5. TERPENOS.

Los terpenos, algunas veces referidos como isoprenoides, son una vasta y diversa clase de
compuestos organicos. El nombre proviene de que los primeros miembros de esta clase
fueron derivados del aguarras ("turpentine" en inglés, "terpentin" en alemén) (R.
Croteau, 2000). Los terpenos pueden verse formados por unidades de 5-carbonos (Figura
15), ensambladas y modificadas de muchas maneras diferentes, siempre basadas en el

esqueleto del isopreno.

La mayoria de los terpenos tiene estructuras multiciclicas, las cuales difieren entre si no
so6lo en grupo funcional sino también en su esqueleto basico de carbono. Los monémeros
generalmente son referidos como "unidades de isopreno" porque la descomposicién por
calor de muchos terpenos da por resultado ese producto; y porque en condiciones quimicas
adecuadas, se puede inducir al isopreno a polimerizarse en multiplos de cinco carbonos,

generando numerosos esqueletos de terpenos. (R. Croteau, 2000)

Fig. 15. Estructura del isopreno.

Estos lipidos se encuentran en toda clase de seres vivos, y son biosintetizados en las
plantas, donde son importantes en numerosas interacciones biodticas (Goodwin 1971). En
las plantas los terpenos cumplen varias funciones primarias por ejemplo algunos
pigmentos como los carotenos. Los terpenos también cumplen una funcién de aumentar la
fijacion de algunas proteinas a las membranas celulares, lo que es conocido como

isoprenilacion.
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Particularmente los monoterpenos son extensamente usados por sus cualidades
aromaticas. Juegan un rol importante en la medicina tradicional y en los remedios
herbolarios, y se estéan investigando sus posibles efectos antibacterianos y otros usos
farmacéuticos. Estan presentes, por ejemplo, en las esencias del eucalipto, los sabores del
clavo y el jengibre. También, en el citral, mentol, alcanfor, y los cannabinoides. (R.

Croteau, 2000)

5.1. Clasificacién.

Los terpenos son hidrocarburos cuyo esqueleto hidrocarbonado pueden verse como una
combinacién de numerosas unidades isopreno, por lo general unidas de forma cabeza-cola,
pero también pueden darse combinaciones cabeza-cabeza y algunos compuestos estan
formados por uniones cabeza-medio. La clasificacion de los terpenos segiin su estructura

quimica, se basa en el numero de unidades isopreno presentes.

Hemiterpenos igual a una unidad de isopreno son los terpenos mas pequenos, con una sola
unidad de isopreno. Poseen cinco carbonos. El hemiterpeno méas conocido es el isopreno
mismo, un producto volatil que se desprende de los tejidos fotosintéticamente activos, su
formula molecular es C,Hg algunos derivados contienen oOxigeno tales como el prenol

(Figura 16) y el, acido isovalérico.

H,C,

H,C OH

Fig 16. Estructura quimica del prenol.

Monoterpenos contienen dos unidades de isopreno. Terpenos de 10 carbonos llamados asi
porque los primeros terpenos aislados fueron del aguarras en el ano 1850, fueron
considerados la unidad base, a partir de la cual se formul6 la nomenclatura de este tipo de
compuestos. Los monoterpenos mejor conocidos son aquellos presentes en las esencias
volatiles de las flores y como parte de los aceites esenciales de hierbas y especias, de las
cuales forman hasta el 5 por ciento en peso de la planta seca. Tiene la formula molecular

de C,,H,4, ejemplo de un alcohol monoterpénico es el geraniol (Figura 17).
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Fig 17. Estructura quimica del geraniol.

Sesquiterpenos igual a tres unidades de isopreno. Terpenos de 15 carbonos como los
monoterpenos, muchos sesquiterpenos estdn presentes en los aceites esenciales. Ademés
varios sesquiterpenos actian como fitoalexinas, compuestos antibioticos producidos por las
plantas en respuesta a la aparicion de microbios, y como inhibidores de la alimentaciéon de
los herbivoros oportunistas. Por ejemplo, un alcohol sesquiterpenico es el farnesol (Figura

18).

OH

Fig 18. Estructura quimica del Farnesol.

Diterpenos igual a cuatro unidades de isopreno: Terpenos de 20 carbonos. Entre ellos se
incluye el fitol, que es la parte hidrofobica de la clorofila, el acido labdanico (Figura 19),
las hormonas giberelinas, los acidos de las resinas de las coniferas, las fitoalexinas, y una
serie de metabolitos farmacolégicamente importantes, incluyendo el taxol, un agente
anticancerigeno encontrado en muy bajas concentraciones (0,01 por ciento de peso seco)
en la madera del tejo, asi como la y forskolina, un compuesto usado para tratar el

glaucoma.
Algunas giberelinas tienen presente 19 d&tomos de carbono por lo que no son consideradas

diterpenos. Estas moléculas perdieron un atomo de carbono durante una reacciéon de

ruptura.
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Fig 19. Estructura quimica del acido labdanico.

Sesteterpenos igual a cinco unidades de isopreno, presentan 25 carbonos, son raros en

relacion a otros tamanos. Su féormula molecular es C,; H,,.

Triterpenos igual a seis unidades de isopreno: Terpenos de 30 carbonos. Son por lo general
generados por la union cabeza-cabeza de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de ellas
formada por unidades de isopreno unidas cabeza-cola. Esta clase de moléculas incluye a
los brassinoesteroides, componentes de la membrana que son fitoesteroles, algunas
fitoalexinas, varias toxinas y componentes de las ceras de la superficie de las plantas,
como el acido oleandlico de las uvas. Consisten de seis unidades de isopreno y tiene la
formula molecular C,;H,. El triterpeno lineal escualeno (Figura 20) es el mayor
constituyente del Aceite de Higado de Tiburén, es derivado de la unién reductiva de dos
moléculas de farnesilpirofosfato. El escualeno es procesado biosinteticamente para generar

lanosterol, el precursor estructural de todos los esteroides.

Fig 20. Estructura quimica del escualeno.

Tetraterpenos. Terpenos de 40 carbonos, contiene ocho unidades de isopreno. Los
tetraterpenos mas prevalentes son los carotenoides. Pigmentos que cumplen funciones
esenciales en la fotosintesis. Tienen la férmula molecular C,, H;,. Entre los tetraterpenos
biol6gicamente importantes, se encuentran, el licopeno un compuesto aciclico, el y-

caroteno y el a- y B-caroteno.
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Fig 21. Estructura quimica del [3—caroteno.

Politerpenos. Los politerpenos son sustancias, que contienen més de ocho unidades de
isopreno, por ejemplo la plastoquinona y la ubiquinona, también poliprenoles de cadena
larga relacionados con las reacciones de transferencia de azticares (por ejemplo el dolicol),

también el hule natural el cual esta constituido de poli-isopreno.

Meroterpenos: Asi se llama a los metabolitos secundarios de las plantas que tienen
origenes so6lo parcialmente derivados de terpenos. Por ejemplo, tanto las citoquininas
como numerosos fenilpropanoides contienen cadenas laterales de un isoprenoide de cinco
carbonos. Algunos alcaloides, como las drogas anticancerigenas vincristina y vinblastina,
contienen fragmentos de terpenos en sus estructuras. Ademas algunas proteinas
modificadas incluyen una cadena lateral terpenoide de 15 o 20 carbonos, ésta le ayuda

anclarse a la membrana.

Esteroides. Triterpenos basados en el sistema de anillos ciclopentano perhidrofenantreno.
(Buchanan et a/ 2000 ), se componen de carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno, también
de cuatro anillos fusionados de carbono que poseén diversos grupos funcionales y tienen
partes hidrofilicas e hidrofébicas. En los mamiferos como el ser humano, cumplen
importantes funciones como reguladora, estructural y hormonal aunque no los consideran

terpenoides (R. Croteau, 2000).

5.2. Origen biosintético.

Si bien sus funciones son muy diversas, los terpenos estdn unificados en su origen
biosintético comin. La biosintesis de todos los terpenos a partir de metabolitos primarios

puede simplificarse a cuatro pasos (Judd, W. S. 2002).

27



1. Sintesis del precursor fundamental, el isopentenil difosfato (IPP).

2. Adiciones repetitivas del IPP hasta formar una serie de homologos del prenil
difosfato, que sirve de precursor inmediato de muchas clases de terpenoides.

3. Elaboracién de estos prenil difosfatos por sintetasas especificas de terpenoides para
producir el esqueleto principal del terpenoide.

4. Modificaciones enzimaticas secundarias a los esqueletos (en general reacciones

redox).

5.3. Triterpenos.

Los triterpenos comprenden un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuido
en la naturaleza. Estan constituidos por treinta &tomos de carbono. Entre ellos se
mencionan a los triterpenos tetraciclicos, los cuales convencionalmente se les han otorgado
nombres triviales, como protostano, lanostano, -cicloartano, damarano, eufano y
tirucalano. Por su parte, los compuestos pentaciclicos pueden ser de tipo ursano,
oleanano, friedelano, gamacerano, lupano y hopazo (Patocka 2003). Existen también otros
tipos de esqueletos como el isomalabaricano, el limonoide, equasinoide y el saponinoide

(Connolly y Hill, 20005).

5.3.1. Biogénesis.

Se produce una variedad de esqueletos policiclicos a partir del 2,3-6xidoescualeno (Figura
22) a través de una sucesion de reacciones, como transposiciones, ciclaciones y una
apertura del grupo epoxido. El cicloartenol es el intermediario biosintético comin de los
triterpenos tetraciclicos y pentaciclicos sintetizados en el reino vegetal. Su equivalente en
el reino animal es el lanostano. El mecanismo postulado para la biosintesis de cicloartenol
involucra una serie de pasos concertados, similares a aquellos involucrados en la formacion

de lanosterol.

Inicialmente, la bateria enzimatica en la planta debe reconocer las conformaciones de pre-
bote o pre-silla para el 3S-6xidoescualeno. Con ello, se inicia la apertura del anillo de
oxirano (Figura 22) y con la participacion de los dobles enlaces se producen la ciclacion en

cascada, que lleva a la formaciéon del cation protosterilo. Esta estructura experimenta una
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serie de transformaciones, como rearreglos 1,2 o adiciones cationicas 1,2-antiperiplanares y
se producen carbocationes de tipo Markonikov. Al final, se efectiia una eliminacion 1,2 del
proton en C-19 y en consecuencia, ocurre el cierre del anillo 9B,19-ciclopropano. De esta
manera, se origina la estructura del cicloartenol (Abe et al, 1993; Wendt et al, 2000),

tarnesil

difosfato
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Fig. 22. Epoxidacion del escualeno.

Los esqueletos tetraciclicos se caracterizan por presentar cuatro anillos fusionados, en
donde los tres primeros son de seis miembros y el anillo D, por lo regular es un
ciclopentano; ademés poseen una cadena lateral con una configuracion R en la posicion

C20. Su estructura proviene de un acomodo conformacional del polieno, en el cual el
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sistema Tt del doble enlace terminal se encuentra lo suficientemente distante de la cadena
que origina al anillo D, de manera que ese sistema sp, no participa en la ciclacion (Abe et

al, 1993).

La mayoria de las especies vegetales poseen las enzimas necesarias para convertir al 3S-
oxidoescualeno en 3f-triterpenoles. En tanto, es menos frecuente la transformacion del
3R-6xidoescualeno en los correspondientes compuestos O-axiales, probablemente porque
los complejos enzimaticos indispensables estan restringidos para ciertas especies. Los
estudios biogenéticos sugieren la formacion de los derivados 3B a partir de 3S-
oxidoescualeno con una conformaciéon pre-silla del anillo A. Por el contrario, el
enantiomero 3R deriva de una conformaciéon pre-bote del primer anillo en la estructura
correspondiente (Abe et al, 1993; Assimopoulou y Papa, 2005; Wendt et al, 2000). Las
diversidad estructural de los triterpenos se puede explicar por las diferentes

conformaciones que puede adoptar el escualeno al momento de ciclarse (Figura 23).
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Fig. 23. Biosintesis y ciclacion del escualeno.
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5.3.2. Actividad biolégica.

La diversidad estructural de los triterpenos es, quizas, la responsable de sus efectos
biolégicos y farmacolégicos. La mayoria de ellos se encuentran en grandes cantidades en
latex y en la resina de ciertas plantas, en donde constituyen un mecanismo defensa contra
patogenos y herbivoros. Los triterpenos poseen una variedad de actividades bioldgicas,
como Dbactericida, fungicida, antiviral, citotoxica, analgésica, antiinflamatoria,
anticancerigena, hipocolesterolémica, espermicida, cardiovascular, antialérgica, entre otras
(Mahato y Sen, 1997; Patocka, 2003). La naturaleza hidrof6bica de los triterpenos es una
caracteristica importante en relacion con sus propiedades biologicas (Abe et al, 1993;

Mahato y Sen, 1997).

5.3.2.1. Como potenciales agentes antiinflamatorios.

En la literatura se han senalado las acciones antiinflamatorias de los triterpenos,
abarcando desde experimentos in wvitro hasta in wvivo. Los efectos son referidos
principalmente a su interferencia con diversas moléculas o mecanismos del proceso de

inflamacion (Mahato y Sen, 1997; Calix et al, 2003; Rao y Reddy, 2004).

Los triterpenos son capaces de inhibir y modular la accién y la expresiéon de diversas
moléculas y complejos enziméticos como la ciclooxigenasa y la sintetasa inducible de 6xido
nitrico (NOSi). Por ejemplo, su accién antiprostandide se asocia con la inhibicion de la
expresion de COX-2 y de NOSi. Al respecto, el acido ursolico puede inhibir la accién del
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) sobre las proteinas cinasas, estas enzimas
promueven la expresion de COX-2 al interactuar sobre la regién promotora del gen de la
enzima. Por ejemplo, el lupeol es capaz de disminuir la producciéon de PGE, sin afectar la
de LTC,. Por el contrario, ciertos triterpenos inhiben la accién de la enzima 5-LO. Al
respecto, se sugirid que el tipo de ntcleo policiclico era el responsable de su actividad

(Calixto et al., 2003).

5.3.2.2. Como potenciales agentes anticancerosos.

Existe una inmensa informacién publicada que da cuenta de las propiedades citotéxicas y

anticancerosas de algunos triterpenos. La mayoria de los compuestos que se han evaluado
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actiian a nivel de la replicacién del DNA, generalmente inhibiendo enzimas como la DNA

polimerasa y /o las topoisomerasas.

Si bien los triterpenoides han sido ampliamente empleados con propésitos medicinales en
muchos paises asidticos, esta clase de moléculas no han tenido un impacto en las practicas
medicinales occidentales. Los triterpenos mas estudiados corresponden a los tipos, ursano
y oleanano, mientras que uno de los grupos menos estudiados corresponde al de los
cicloartanos. Las excelentes actividades citotoxicas, en lineas de cancer humano, de
algunos triterpenos, hacen de este tipo de compuestos candidatos promisorios en la

bisqueda de nuevos agentes antineoplésicos.

6. Parthenium argentatum

El Parthenium argentatum es un arbusto que crece en las zonas aridas del norte del pais y
sur de los Estados Unidos (Figura 24), el cual tiene como nombre “guayule”, vocablo que
literalmente significa “arbol de hule” (Campos 1981), éste fue descubierto por J. M.
Bigelow en 1852, y sus caracteristicas boténicas fueron descritas por Asa Gray de la

Universidad de Harvard en 1859 (Angulo 1984).

Fig. 24. Parthenium argentatum

El hule, en el guayule, estd almacenado como una suspension coloidal de latex confinado
en células individuales y esta presente practicamente en todos los 6rganos de la planta,
tallos, raices y hojas. (Angulo 1984). Se ha encontrado que esta especie es él tnico de este
género que contiene cantidades suficientes de hule para ser de importancia econdémica.
(Campos 1981). De todas las fuentes de hule natural solo el de Hevea brasiliensis 'y el de

P. argentatum han sido puestos en circulaciéon en el mercado mundial. El interés de
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producir hule a partir del guayule se remonta al ano 1852, ano en que fue descubierto,
continuando hasta el final de la II Guerra Mundial. Con el surgimiento de hules sintéticos
disminuye el interés por las fuentes renovables de hule natural. El aprovechamiento del
guayule de manera industrial se llevd a cabo en México de 1903 a 1951 exportando a los
Estados Unidos 125,000 toneladas de hule (Campos 1981). La extraccion se realizaba por
el método de flotacion que era el econémicamente méas atractivo (Schloman 1988), éste
consistia en colocar el material vegetal seco y molido en un estanque. Posteriormente se
adicionaba una solucién diluida de hidréxido de sodio, con lo que se facilitaba la
extraccion del latex. De ésta forma el hule, en mezcla con un residuo vegetal, flotaba en la
solucion alcalina. El hule se purificaba mediante lavados con acetona. Finalmente, la
recuperacion de acetona mediante destilacion, dejaba un residuo al cual se le llamo “la

resina’.

6.1. La resina

Como una fuente natural de hule, el guayule ha sido intensamente estudiado y es
conocido que por cada kilogramo de hule extraido se obtiene al menos un kilogramo de
resina. Desde un inicio, se pensd que para hacer méas atractiva la explotaciéon del guayule,
era necesario buscar un beneficio econémico adicional en la resina, por lo tanto, el conocer
la constitucion quimica de este residuo se convirtié en un asunto de interés y las primeras
investigaciones hechas a la resina fueron con fines industriales usandola en la fabricacion

de adhesivos y barnices.

Tomando en cuenta que las argentatinas comprenden 27 porciento de la resina (Figura
25) (Komoroski 1986) se puede disponer de cantidades considerables de estos metabolitos.
Aunado a su gran parecido estructural con compuestos esteroides, es una fuente potencial
de intermediarios susceptibles a sufrir transformaciones quimicas, esto con el propésito de

obtener compuestos con posibles propiedades biologicas (Martinez R. 1990).
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Fig. 25. Resina obtenido del arbusto de Parthenium argentatum.

6.2. Metabolitos del guayule

La investigaciéon quimica orientada a aislar e identificar metabolitos secundarios distintos
al hule se inicio en 1911, afio en el que se publico el aislamiento del parteniol (1) (Figura
26) (un alcohol sesquiterpénico) a partir de un extracto acetonico del guayule (Alexander
1911), mas tarde Walter en 1944 describi6 las propiedades del parteniol, posteriormente
Haagen-Smit en 1948 propuso una estructura para el parteniol, siendo posteriormente
corregida en 1986 por Martinez V. (2) (Figura 26). Por otra parte, Haagen-Smit en 1944
informé las propiedades fisicoquimicas, la composiciéon y la distribucién de los aceites

esenciales encontrados en el guayule (a-pineno, limoneno, felandral, entre otros).

1 2
Fig. 26. Estructura del parteniol propuesta por Hageen-Smit en 1948 (1) y estructura correcta (2) del
parteniol determinada por Martinez V. en 1986.

Ademéas de aceites esenciales, se han aislado por métodos cromatograficos del extracto
etanolico de esta especie, flavonoides metoxilados derivados de la quercetagetina (Campos
1981). Adicionalmente, en 1970 Romo de Vivar y colaboradores, aislaron dos
sesquiterpenos llamados guayulinas A y B, a partir del extracto etanélico, asi como dos
triterpenos del tipo cicloartano las argentatinas A y C. Posteriormente Martinez-Vazquez

y Rodriguez-Hann en 1986, aislaron e identificaron las guayulinas C y D (figura 27).
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Ese mismo ano Romo de Vivar y colaboradores, lograron aislar la isoargentatina B, a
partir de un extracto acetéonico de la resina y en 1990, este mismo grupo de
investigadores, aislaron la argentatina D, a partir de un extracto hexanico de las raices de

P. argentatum.

OR;

o o
GuayulinaA R, :J\/\Q GuayuinaC R, :J\/\©
o (0]
Guayulina B R1 =J\©\ GuayulinaD R, :)‘\©\
OMe OMe

Fig. 27. Estructuras de las guayulinas.

W

Argentatina A Argentatina B

Argentatina C Isoargentatina B

Incanilina A Argentatina D
Fig. 28. Estructura de los triterpenos del guayule
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6.3. Estudios previos de actividad biolégica

En cuanto a la actividad biolégica se ha observado que las argentatinas A y B asi como el
extracto metanolico del guayule presentaron actividad insecticida significativa en gusanos
de Spodoptera frugiperda (Céspedes 2001). Por otra parte, la argentatina A, también
present6 actividad antibacteriana in vitro contra varias bacterias patdégenas como
Candida albicans, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa (Martinez-Vazquez
1994). Se ha informado que las argentatinas A, B y D inhiben el crecimiento de tumores
hormona-dependientes, antagonizando la accién del estradiol por medio de una inhibicion

no competitiva de su receptor (Calzada 1995).

Adicionalmente, nuestro grupo ha demostrado que las argentatinas A y B poseen
actividad citotoxica sobre lineas celulares de cancer humano (K562, MCF-7, PC-3, HCT-
15 y U251) obteniéndose valores de I1C;, en un rango de 25 a 33 nM, ademés de presentar

efectos citoestaticos.

Sin embargo, no obstante sus propiedades citotoxicas y citoestaticas, estos compuestos no
mostraron actividad genotéxica sobre la proliferaciéon de linfocitos, lo cual abre un campo
muy prometedor sobre sustancias antineoplasicas sin efecto sobre el DNA (Parra-Delgado
2005). Asi mismo estudios cuantitativos de estructura-actividad de la argentatina B ha
permitido sintetizar un derivado (1) (Figura 29) de este triterpeno, con potente actividad

citotoxica, similar a la doxorrubicina (2) (Figura 29) (Parra-Delgado 2005).

Fig. 29. Derivado con potente actividad citotoxica (1) similar a la doxorrubicina (2).
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7. FLAVONAS.

Flavonoide (del latin Aavus, "amarillo") es el término genérico con que se identifica a una
serie de metabolitos secundarios de las plantas. Los flavonoides son pigmentos naturales
presentes en los vegetales y que protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas
presentes en los alimentos, etc. El organismo humano no puede producir estas sustancias
quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacién o en forma de
suplementos. Estdn ampliamente distribuidos en plantas, por ejemplo la flor de 7illandsia
aeranthos el pigmento que le da el color a sus pétalos es un flavonoide (Figura 30). Estan
presentes en frutas, verduras, diversas bebidas y representan componentes sustanciales de

la parte no energética de la dieta humana (Winkel-Shirley, B. 2001)

Fig. 30. Flor de Tillandsia acranthos su color debido a un flavonoide.

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, quien en 1930
aislo de la céscara del limén una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de
los capilares. Los flavonoides se denominaron en un principio vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C (porque se comprobd que algunos flavonoides
tenfan propiedades similares a la vitamina C) (Singleton, 1981). Los flavonoides
contienen en su estructura quimica un ntmero variable de grupos hidréxilo fenoélicos y
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicidon, lo que les
confiere una gran capacidad antioxidante (Aherne 2002., Havsteen B.1983). Por ello,
desempenan un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos de dano oxidativo y
tienen efectos terapéuticos en un elevado namero de patologias, incluyendo la cardiopatia

isquémica, la arterosclerosis o el cancer (Havsteen B 1983, Peres W.1994).
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7.1. Fuentes naturales de flavonas.

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, también, en cerveza,
vino, té verde, té negro y soya (Figura 31) los cuales son consumidos en la dieta humana
de forma habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos nutricionales,

junto con ciertas vitaminas y minerales.

Fig. 31 Fuentes de flavonoides.

Los flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como ardndano, gingko
biloba, cardo, mariano o crataegus. Desempenan un papel importante en la biologia
vegetal; asi, responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del

crecimiento y diferenciacion de las plantas.

Otras funciones incluyen un papel antifungico y bactericida, confieren coloraciéon, lo que
puede contribuir a los fenémenos de polinizaciéon por los colores llamativos, que atraen a
los insectos y tienen una importante capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre
(Formica JV y Regelson W. 1995). Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas
y en el exterior de las plantas, apareciendo sblo rastros de ellos en las partes de la planta
por encima de la superficie del suelo. Una excepciéon son los tubérculos de cebolla, que
contienen una gran cantidad de quercitina (Figura 32) (Hertog MGL, Hollman PCH
1996).

Fig. 32. Estructura de la quercitina.
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El vino tiene un alto contenido en compuestos polifendlicos, aproximadamente se conocen
unos 500, la mayoria de los cuales provienen de la uva y del proceso fermentativo. En la
uva estas moléculas se localizan en la piel, especialmente en las células epidérmicas y en
las semillas. Su cantidad y tipo depende principalmente de la variedad, del clima, del

terreno y de las practicas de cultivo (Infante R 1997).

La cerveza también contiene importantes cantidades de flavonoides entre los que destacan
los polihidroxiflavanos (catequina y epicatequina), los antocianégenos (leucocianidina o
leucopelargonidina) y los flavonoles (grupo de quercitinas: kaempferol o mirecitina)

(Charalambous. G 1997).

7.2. Tipos de flavonas.

Se han identificado més de 5,000 (Ross JA y Kasum CM 2002) flavonoides entre los que

se pueden destacar:

1. Citroflavonoides: quercitina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno. La quercitina es
un flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas, brocolis, cerezas, uvas o
repollo rojo. La hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y limones. La
narangina da el sabor amargo a frutas como la naranja, limén y toronja, y el limoneno se

ha aislado del limén y la lima.

2. Flavonoides de la soya o isoflavonoides: estdn presentes en los alimentos con soya tales
como porotos, tofu, tempeh, leche, proteina vegetal texturizada, harina, miso. Las mas

conocidas son la genisteina y la daidzeina.

3. Proantocianidinas se localizan en las semillas de uva, vino tinto y extracto de corteza

del pino marino.

4. Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y rojo-azulado

de las cerezas.
5. Acido elagico. es un flavonoide que se encuentra en frutas como la uva y en verduras.

6. Catequina: el té verde y negro son buenas fuentes.
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7. Kaemferol: aparece en berros, brocolis, rabano, endibias y remolacha roja (Ross JA y

Kasum CM 2002)

7.3. Estructura base de las flavonas.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6) (Figura 33), compuesto por dos anillos de fenilos (A

y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico).

Los dtomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde
el 2" al 6' (Figura. 26). La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifenélicos y de la relacion estructural entre las

diferentes partes de la estructura quimica (Bors W, Heller W, Christa M, 1990).

Fig. 33. Esqueleto base de las flavonas (C6-C3-C6),

7.4. Clasificacién.

La estructura basica de las flavonas, permite una multitud de patrones de sustituciéon y
variaciones en el anillo C (Figura 34). En funcién de sus caracteristicas estructurales se

pueden clasificar en:
1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en posiciéon 4

y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posiciéon 4 del anillo C

y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.
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4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen un
doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. Tres caracteristicas estructurales son
importantes para su funcion:

a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi.

b) La presencia de un doble enlace en posicion 2,3.

c¢) La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3 y 5 (Letan A 1966).

OH
OH
HO. l O.
OH

OH (¢]
Catequina Quercitina
OCH,
HO. fo) CI
OH
Diosmetina Antocianidina

Fig. 34. Diferentes tipos de bases (C6-C3-C6) sustituidas.

7.5. Actividad biolégica de las flavonas.

Los flavonoides han adquirido notoriedad publica a raiz de su actividad biolégica. Los
flavonoides poseen propiedades muy apreciadas en medicina, como antimicrobianos,

anticancerigenos, disminuciéon del riesgo de enfermedades cardiacas, entre otros efectos.

También, son conocidos por los productores de plantas ornamentales, que manipulan el
ambiente de las plantas para aumentar la concentracién de flavonoides responsables del
color de las hojas y de las flores. Debido a las importantes funciones metabélicas de los
flavonoides en las plantas y los animales, las vias biosintéticas y mecanismos de regulaciéon
de este tipo de compuestos estan siendo cuidadosamente estudiadas. Son parte importante

en la dieta del ser humano (Winkel-Shirley, B. 2001).
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Las propiedades antiradicales libres de los flavonoides se dirigen fundamentalmente hacia
los radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de
la cadena de peroxidacion lipidica (Jovanovic.1998.), se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas antiprostanoide y antiinflamatoria),
de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboticos) y de proteger a las
lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la placa de arteroma)

(Pace-Asciak CR 1995, Yang K 2000, Geleijnse JM 2002.).

Los mecanismos moleculares que determinan la actividad de los flavonoides en ese sentido,
se basan en la formacién de un radical aroxilo labil o de un complejo flavonoide hierro
redox labil. En el primer caso, la autooxidaciéon del radical aroxilo genera anion
superoxido (O,) que, siguiendo la secuencia conocida, genera el dafino radical hidroxilo
(HO). Estos mecanismos pueden constituir la base de las acciones mutagénicas y
citotoxicas descritas para algunos flavonoides (Honick W, Milosalvjevic E 1988). Debe
destacarse que las propiedades prooxidantes y mutagénicas de los flavonoides, se hallan
unidas a la accidén de eliminar radicales libres que tienen estos compuestos. Sin embargo,
lo que determina el caracter antioxidante o prooxidante de esta reaccién inicial es, como
ya se menciond previamente, la estabilidad/labilidad redox del compuesto radical formado
a partir del flavonoide original (da Silva J, Herrmann SM, 2002, Laughton MJ, Evans PJ
1991.).

Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides  presentan otras
propiedades que incluyen el impacto sobre la regulaciéon del crecimiento celular y la
induccién de enzimas de destoxificacion; tales como las monooxigenasas dependientes de
citocromo 450-P, entre otras. (Stahl W, Ale-Agha N 2002). Ademas, evitan el dafo
producido al endotelio wvascular al prevenir la sobre regulacion de mediadores
inflamatorios (IL-8, MCP-1 y ICAM-1) a través de la citocina proinflamatoria TNF-a
(Youdim KA. 2002, Wang J y Mazza G. 2002.). En el higado se ha descrito que algunas
flavonas son capaces de inhibir la activacion de las células estrelladas asi como la
produccion de oxido nitrico, alterando vias de expresion de proteinas celulares (Kawada
N, Seki S, 1998.) y en estudios in vitro se ha comprobado que diversos flavonoides inhiben
la expresion de la 6xido nitrico sintetasa y la formacién de 6xido nitrico en macrofagos

estimulados por Lipopolisacaridos. Ademéas combaten la inflamacion y las alergias (Sen
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CK, Khanna S 2002, Bagchi D, Bagchi M, 2000.) y aumentan la efectividad de las células
del sistema inmunologico (Bagchi D, Bagchi M, 2000.). Muchos de estos efectos
antiinflamatorios y antialérgicos podrian explicarse a través de su accién inhibidora sobre
el factor de transcripcién nuclear kappa B, activador de muchas citosinas proinflamatorias
(Bremner P y Heinrich M. 2002, Muraoka K, Shimizu K. 2002.). También, ejercerian su
accion antiinflamatoria al inhibir las actividades enzimaticas del metabolismo del acido
araquiddnico por la via de la 5-lipooxigenasa, asi como por su actividad antiproteolitica al

inhibir algunas proteasas de la matriz (Sartor L, Pezzato2002.).

7.6. Biogénesis.

Los flavonoides son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-
CoA, a través de lo que se conoce como "via biosintética de los flavonoides", cuyo
producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. La estructura base,
un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente varias modificaciones y adiciones de
grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de compuestos
(Winkel-Shirley, B. 2001). La via del acido shikimico (Figura 35) se inicia en los plastos
por condensacién de dos productos fotosintéticos, la eritrosa 4-fosfato con el
fosfoenolpiruvato (PEP), y por diversas modificaciones se obtiene el acido shikimico, del

cual derivan directamente algunos fenoles en los vegetales.

Pero la via del acido shikimico normalmente prosigue y la incorporaciéon de una segunda
molécula de PEP conduce a la formaciéon de fenilalanina. La via biosintética de los
flavonoides comienza cuando la fenilalanina, por acciéon de la enzima fenilalanina
amonioliasa (PAL) se transforma en acido cindmico, que luego es transformado en acido
p-cumarinico por incorporaciéon de un grupo hidroxilo a nivel de anillo aromatico, la
accion de una CoA ligasa lo transforma en cumaril-SCoA, que es el precursor de la
mayoria de los fenoles de origen vegetal, entre los que se encuentran los flavonoides (J.

Palazon, R.M. Cusid6 2002).
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Fig. 35 Via biosintética de los flavonoides.

Los flavonoides se biosintetizan en casi todas las especies vegetales (Taxon Embryophyta
y también en algunas algas Charophyta), que aunque comparten la via biosintética
central, poseen una gran variabilidad en la composicién quimica de sus productos finales y
en los mecanismos de regulacion de su biosintesis, por lo que la composiciéon y
concentracion de flavonoides es muy variable entre especies y son susceptibles a los

cambios ambientales.

Los flavonoides son sintetizados en el citoplasma y luego migran hacia su destino final en
las vacuolas celulares. Cumplen funciones metabédlicas importantes en las plantas, algunas

funciones son comunes a todas las plantas y otras son especificas de algunos taxones.



Como ejemplo de funciones universales, los flavonoides son responsables de la resistencia
de las plantas a la fotooxidacion de la luz ultravioleta del sol, intervienen en el transporte
de la hormona auxina, y se cree que funcionan como defensa ante el herbivorismo. Una
funcién importante cumplida en muchas plantas es la atraccion de los animales
polinizadores, a través del color o el olor que dan a la planta o a sus flores (Winkel-

Shirley, B. 2001)

7.7. Actividad moduladora en la carcinogénesis.

Un niimero creciente de sustancias naturales se han identificado como moduladoras del
proceso de carcinogénesis; entre ellas se encuentran los flavonoides que han demostrado
poseer efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos. Diversos datos experimentales han
demostrado la accion antiproliferativa y anticarcinogénica, asi como el papel
quimiopreventivo de los flavonoides (Hardigree AA y Epler 1978, Stacvric B 1994, Birt
Df, Hendrich S 2001). Entre los numerosos fenémenos que tienen lugar durante el proceso
carcinogénico y que ofrecen opciéon para la modulacion mediante factores externos, se
encuentran la formacion de metabolitos carcinégenos, que se forman por la accion de
enzimas citos6licas y microsdémicas. Estas enzimas controlan este paso critico en el proceso

carcinégeno.

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que los flavonoides pueden modular su
actividad. En experimentos in vitro se ha confirmado el papel protector de la quercitina
(Figura 32), la cual ejerce efectos de inhibicion frente a células cancerigenas en humanos:
en colon (Ranelletti FO, Ricci R 1992.), glandula mamaria y ovario; en region
gastrointestinal (Yoshida M, Sakai T y Hosokawa N 1990) en leucemia (Yoshida M 1992,
Teofili L1992, Ren W. 2001.). Una posible explicacion a estos efectos anticancerigenos
podria derivarse del incremento que algunos flavonoides producen en las concentraciones
intracelulares de glutation a través de la regulacién de la expresion de la enzima limitante
en su sintesis. Asimismo, en lo que respecta a la prevenciéon del cancer de mama, podria
deberse a su potente capacidad de inhibir la actividad de la aromatasa evitando con esto
la formacion de androgenos a partir de estrogenos (Pouget C, Fagnere C, Basly JP 2002).
La autotooxidacién del radical aroxilo o la formacién de compuestos ternarios entre el

ADN, el cobre y los flavonoides, son posibles explicaciones de la mutagenicidad mediada
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por los flavonoides (Ahmad Ms, Fazal F, Rahaman 1992) ahora bien, dichas acciones solo
parecen producirse cuando las dosis de flavonoides utilizadas son muy altas (da Silva J,

Herrmann SM, 2002, Laughton MJ, Evans PJ 1991.).

8. Agastache mexicana.

El género Agastache (Lamiaceae) (Figura 36) abarca cerca de 22 especies, de los
perennials herbéceos aromaticos, casi exclusivamente natural de Norteamérica (Roger G,
Rzedowki J 2001). En México, ciertas especies de Agastache se conocen como "toronjil”.
Sin embargo, el nombre del "toronjil" también describe otras especies, tales como la

Dracocephalum moldavicay Cedronella mexicana (Sanders 1987).

Fig. 36. Agastache mexicana.

Los estudios de FEtnobotanica en mercados mexicanos revelaron nuevos taxas de
Agastache entre ellos esté el subs. (Hisopo blanco), que demuestra diferencia del tipico
Agastache mexicana (Hisopo purpura o rojo) (Robert Bye, Edelmira Linares 1987). Por
otra parte, el Dracocephalum moldavica (Hisopo azul o extranjero) es una especie
europea, que pertenece también a la familia Lamiaceae, que se ha adaptado en México, y

ahora se cultiva sistematicamente, para su proceso de comercializacion.

8.1. Usos etnomédicos.

En México central un complejo de la planta medicinal formado por Agastache mexicana
subs. xolocotziana (toronjil blanco), Agastache mexicana subs mexicana (toronjil morado)
vy Dracocephalum moldavica son conocidos como "los tres toronjiles", el cual se utiliza
extensamente en la medicina popular para aliviar desérdenes nerviosos y también para

superar impresiones fuertes, asi como disturbios en el suefio aunado a sus efectos sedantes.
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El uso en la medicina popular, de estos tres toronjiles, ha variado a través de la historia,
por ejemplo el Hisopo rojo, se ha empleado desde los tiempos prehispanicos como fuente
de remedio para las heridas y su infusién se ha empleado como agente antiespasmodico y
contra problemas estomacales. Mientras tanto, el toronjil blanco ha sido usado para las
enfermedades cardiacas y el toronjil azul se ha utilizado como agente sedante y se ha
divulgado sus caracteristicas antioxidantes. Pueden ser utilizados solos o en combinacién
con los otros toronjiles. También, se combinan con otras especies como: raices de
valeriana (Officinalis de valeriana), "azhar" (Aurantium de la fruta citrica), "hinojo" y

"tila" (Sylvatica del ternstroemia). (Robert Bye 1999)

8.2. Actividad biologica.

Un estudio sobre su evaluacion farmacoldgica, revelé un extracto acuoso de A. mexicana,

puede producir un efecto ansiolitico en la rata macho (Molina-Hernandez 2000).

Por otra parte investigaciones quimicas sistematicas de la familia de Lamiaceae,
demostraron que los flavonoides y los glucésidos de flavonoides estan presentes en la
mayoria de las especies de Agastache (J.Exner, A 1981) y el Dracocephalum moldavica,

de uso en la medicina tradicional (Hideji I, Keiichi S 1981).

Ademéas muchos compuestos flavonoides poseen varias actividades a nivel sistema nervioso
central (SNC), por ejemplo, las caracteristicas ansioliticas demostradas en la apigenina
(1) (Figura 37) (H. Viola 1995) mientras que el luteolin (2) (Figura 37) posee un efecto
protector sobre necrosis celular (M. Joyeux 1995) y la apigenina, 6,3-dinitroflavona, la
quercitina (Figura 32) ademés de presentar efectos ansioliticos demostraron actividad en

los procesos de la memoria (J.B. Salgueiro 1997).

Fig. 37. Estructuras de la Apigenina (1) y Luteolin (2).
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Las tres especies de toronjil antes dichas, se comercializan en mercados de plantas

medicinales en casi todo México.

Aunque existe poca informacion cientifica tanto la relacionada a las caracteristicas
sedantes de este complejo, asi como en la informaciéon quimica. Sin embargo, se han
realizado estudios previos sobre el toronjil morado (Agastache mexicana, subsp mexicana)
y el toronjil blanco (A. mexicana subsp xolocotziana) ambos utilizados en la medicina
tradicional para aliviar el estrés y la ansiedad, han permitido el aislamiento de la 7-O-f3-

D-glucosil-acacetina (Figura 38) (R. Estrada R. et al 2004).

Fig. 38. 7-O-B-D-glucosil-acacetina

Aunque no se han determinado las actividades anticancerosa y antiinflamatoria de la 7-O-
B-D-glucosil-acacetina, se conoce que la acacetina (5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona) (Figura
39), posee efectos antioxidantes y antiinflamatorios, (M.R. Cholbi, 1991, Y.H. Liao 1999,
C. Kraft 2003).

Adicionalmente, se conoce que la acacetina inhibe la glutation reductasa, el citocromo
P450, y la replicacion de la DNA topoisomerasa (K. Zhang 1997, H. Doostdar 2000, F.
Boege 1996). También, presenta actividad antiproliferativa induciendo apoptosis y
bloqueando la progresion de los ciclos de la célula (Y.L. Hsu 2004, Y.L. Hsu b 2004, R.P.
Singh 2005).

Fig. 39. Estructura de la acacetina (5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona).
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9. METODOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA.

9.1. Ensayos in Vivo.

Actualmente existe una diversidad de modelos experimentales aplicables al estudio de
farmacos y principios activos antiinflamatorios. Entre ellos, los métodos in vivo
constituyen una herramienta de uso frecuente en especial porque los experimentos son
sencillos y reproducibles, de corta duracién, no precisan instrumental costoso o sofisticado

y, ademas se realizan en animales disponibles tal, como la rata y el ratén.

Por lo anterior, forman parte del grupo de ensayos de cribado. Los estudios in vivo
valoran los principales signos de la inflamacion, como el edema, el color (intensidad de
eritema cutaneo), el dolor (contracciones abdominales, respuesta a la aplicacion de
presion), el calor (piresis), el aumento de la permeabilidad capilar (extravacion de
colorante), la formacion de exudado (pleuritis), la migracion de leucocitaria (pleuritis,
fagocitosis) y la proliferacion celular (fibroma, granuloma) (Willoughby, 2003). Los
ensayos de edema se caracterizan por inducir una respuesta local y, la inhibicion del

edema es un indicativo del efecto antiinflamatorio de la sustancia que se evalta.

Dentro de las sustancias que se promueven el edema se mencionan a los ésteres del forbol
(por ejemplo, el acetato de tetradecanoilforbol, (TPA) (Figura 40), la carragenina tipo
kappa, el propiolato de etilfenilo, el 4cido araquidénico y la fosfolipasa, entre otras. Por
iltimo, los mecanismos por los cuales estas sustancias promueven el edema son muy

diversos (Willoughby, 2003).

9.1.1. Modelo de Edema inducido por TPA.

El modelo de edema inducido por TPA (Figura 40) en la oreja del ratéon (De young et al.,
1989) comprende la aplicacion del TPA en el pabellon auditivo del animal. La respuesta
inflamatoria es local y consiste en edema infiltracién de leucocito polimorfo nucleares

(LPMN); ademés se liberan mediadores de tipo eicosanoide y se induce la degranulacion
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de mastocitos. Por lo tanto, las sustancias que inhiben la biosintesis de prostaglandinas y

de leucotrienos producen resultados considerables en este estudio.

Fig. 40. Estructura quimica de tetradecanoilforbol (TPA).

Los ésteres del forbol son diterpenos aislados de especies de la familia Fuphobiacea, de
accion procarcinogénica (Hecker, 1968). La respuesta biologica del TPA es multifactorial
(Figura 41), sin embargo, algunos mecanismos no se conocen con precision. La
estereoquimica de los ésteres del forbol los hace analogos conformacionales al diacilglicerol
y en consecuencia se desencadena una cascada de eventos bioquimicos vinculados con la

proteina cinasa C (PKC) dependiente de calcio.

Por otro lado, el TPA estimula la activacion de PLA, (Nam et al, 1990) y con ello la
consecutiva liberaciéon de acido araquidénico. El TPA favorece de manera especial, la

translocacion de 5-LO hacia la membrana nuclear (Werz et al, 2001).

El TPA también participa en la induccion de quimiotaxis y en la diferenciacion e
infiltracion de granulositos y monocitos; estos tltimos son responsables de la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) y citocinas (Fiirstenberger et al., 1989) y de
radicales libres ERN (Thannickal y Fanburg, 2000) en la respuesta de TPA.
Recientemente, se ha sugerido una relacion entre la activacion del factor nuclear kB y la

accion de TPA (Hayakawa et al., 2003; Bowden, 2004).
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Fig. 41. Mecanismos involucrados en el edema inducido por TPA.

9.2. Ensayos in Vitro.

Los adelantos tecnologicos en nuestros dfas y la tendencia para reducir, mejorar o
reemplazar los experimentos con animales han favorecido el desarrollo de una variedad de
ensayos in vitro. Mediante estos métodos es posible determinar los modos de accion de la
sustancias. Algunos triterpenos poseen efectos inhibitorios contra las enzimas
lipooxigenasa y sintasa inducible del NO, entre ellos se ha demostrado que las
argentatinas A y B, aislados de Phartenium argentatum, inhiben la produccion de LTB,.
Por otro lado, el LTB, y el NO participan en las respuestas inducidas en los ensayos in

vivo descritos en parrafos anteriores.

9.2.1. Produccién de nitritos en macrégafos peritoneales de raton.

El ensayo de produccion de 6xido nitrico se efectiia en macrogafos peritoneales de raton.
Los macréfagos estimulados sintetizan y liberan un gran nimero de moléculas, como las
especies reactivas de oxigeno, las enzimas lisosomales de acciéon fagocitica, los mediadores

lipidicos, los factores de complemento, coagulacién, crecimiento, de diferenciacion y las
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citosinas. Los agentes estimulantes pueden ser el TPA, el zimosan y lipopolisacaridos
(LPS). El modelo consiste en la obtencion de una poblacion de macrofagos del abdomen
de ratones con peritonitis inducida por tioglicolato. Las células aisladas se estimulan con
LPS y el NO producido se determina mediante la presencia de nitritos. Por tultimo, el
método de Griess permite la cuantificacién de nitritos (Dirsch et al, 1998). Durante el
ensayo de produccion de 6xido nitrico se determinan los efectos de las sustancias sobre la
viabilidad celular mediante el ensayo bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il|-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (2) (Figura 42) (Mossman, 1983). El ensayo consiste en la
reduccion de MTT (color amarillo) por la accion de las enzimas mitocondriales
(deshidrogenasas de succinato o lactato) presentes en las células viables. El formazan (1)
(Figura 42) producido al final se cuantifica mediante un espectrofotémetro, el compuesto
es de color violeta, insoluble en agua y soluble en dimetilsulfoxido (DMSO). El método
constituye una medida de la respiracion celular y la cantidad de formazan es proporcional

al nimero de células vivas.

Fig. 42. Estructura quimica del Formazan y el MTT.

El NO regula diversos mecanismos de la inflamacion (Figura 43). En el endotelio vascular,

el NO producido constitutivamente inhibe las interacciones del leucocito al endotelio.

En tanto, la inflamacion, el NO producido excesivamente es toxico para los
microorganismos y las células tumorales, también causa un severo dano tisular. Esto
iltimo a través de la oxidacién de grupos sulfidrilos de aminoacidos y de la promociéon de
especies reactivas como 6xidos de nitrogenos y peroxinitrito, moléculas consideradamente
reactivas y oxidantes. También, el NO puede actuar sobre el factor NF-kB y coordina la

produccion de prostanoides y la respuesta inmune (Connelly et al, 2001).
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Fig. 43. Metabolismo 6xido nitrico durante la inflamacion. ADN, acido desoxiribonucleico; ATP,
trifosfato de adenosina; Cit C, citocromo C; CMPC, monofosfato de guanosina ciclico; GTP, trifosfato
de guanosina; H,0,, peroxido de hidrogeno; LOO y LO, radicales lipoperdxido y lipodxido: NO, 6xido

nitrico; ONOO, anién peroxinitrito; "O,, anién puerdxido: pb3, proteina 53; SOD: dismutasa de
superoxido.

9.3. Ensayos de citotoxicidad in Vitro.

Los ensayos de citotoxicidad in vitro establecen el indice de proliferacion o viabilidad
celular mediante el conteo de células vivas, los datos de inhibicion indican la capacidad
citotoxica de la sustancia evaluada. El ensayo consiste en la incubacion de cultivos
celulares de lineas tumorales en presencia o ausencia de sustancias de prueba;
posteriormente, las células se fijan y el efecto de viabilidad se determinan mediante el

ensayo colorimétrico de Sulforhodamina B (Figura 44) (SRB) (Skehan et al., 1990).

El método se fundamenta en la tincién de proteinas celulares totales con el colorante
SRB, el cual es un aminoxantano, que contiene dos sustituyentes sulfénicos y en
condiciones ligeramente &cidas, el caracter aniénico de la SRB forma enlaces
electrostaticos exclusivamente con aminoacidos béasicos (histidina, lisina, arginina) de
células vivas. El método es simple, seguro y genera resultados reproducibles (Skehan et

al., 1990; Monks et al, 1991).
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Fig. 44. Estructura quimica de la Sulforhodamina B.
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II. Justificacién del tema.

Las plantas medicinales y los extractos obtenidos de ellas, presentan una alternativa en el
tratamiento de diversas enfermedades. En México grandes poblaciones utilizan a las
plantas medicinales como tnico recurso para su salud. En la actualidad, varios farmacos
incluyen una molécula de origen natural. La aspirina, la atropina, la efedrina, la digoxina,
la morfina, la reserpina y la tubocumarina son algunos ejemplos de estos farmacos

(Anwarul y Atta-ur-Rahman, 2005).

Por otro lado, los triterpenos son productos naturales que generalmente se encuentran en
las especies vegetales, ademas poseen una variedad de propiedades biologicas. Por
ejemplo, los triterpenos tetraciclicos poseen propiedades antimicrobianas (Cantrell et al.,
1996), citotoxica (Gan et al, 1998), inmunomoduladora (Calis et al, 1997), y
antiinflamatoria entre otras. Otro dato interesante es que muchos triterpenos se han
utilizado como moléculas prototipo para generar un numero de derivados con actividad

farmacoldgica en especial.

Por otro lado, los flavonoides han adquirido notoriedad publica a raiz de su actividad
biologica en el hombre que los consume con los vegetales. Los flavonoides poseen
propiedades muy apreciadas en medicina, como antimicrobianos, anticancerigenos,
disminucion del riesgo de enfermedades cardiacas, entre otros efectos (Winkel-Shirley, B.
2001). A través del tiempo, los productos naturales han contribuido de manera importante
para el descubrimiento y desarrollo de farmacos anticancerosos entre ellos podemos
mencionar, los alcaloides vinblastina y vincristina aislados de Cantharantus roseau, o los
derivados semisintéticos irinotecan y etoposido provenientes de la epipodofilotoxina o el
taxol aislado del Taxus brevifolia, (Mann 2002; Chabner y Roberts 2005; Cragg y
Newman 2005).

Tomando en cuenta lo anterior, en este proyecto se propone la obtencion de la 25-O-
palmitil argentatina B y la 16, 25 di-O-palmitil argentatina A a partir de las argentatinas
A y B al ser tratadas por separado con el cloruro del acido palmitico. También, se
propone la obtencion de la 7-O-B-D-glucosil-acacetina y su derivado tetra-acetilado

ademas de sus evaluaciones biologicas
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Objetivo General.

Obtencion y evaluacion de las propiedades citotoxicas, antiinflamatorias y como inhibidor
del 6xido nitrico sintasa inducible por las moléculas 25- O-palmitil argentatina B, la 16,25-
di- O-palmitil argentatina A, 7-O-B-D-glucosil acacetina y la penta-acetil 7-O-

glucopiranosil acacetina.

Objetivos Particulares.

- Aislar las argentatinas A y B a partir de la resina obtenida como
subproducto en el proceso de obtencién natural del hule a partir de la

especie Parthenium argentatum (Gray).

- Aislar la 7-O-B-D-glucosil acacetina a partir de Agastache mexicana

Subs. mexicana.

- Identificar las argentatinas A y B, asi como a la 7-O-B-D-glucosil-

acacetina por métodos espectroscopicos y espectrométricos convencionales

(IR, RMN, EM).

- Obtener los derivados acilados de la argentatina A, la argentatina B y de

la 7-O-B-D-glucosil-acacetina.

- Caracterizar los derivados de la argentatina A y B asi como de la 7- O-3-
D-glucosil-acacetina mediante métodos espectroscopicos y

espectrométricos convencionales (IR, RMN, EM).
- Evaluar la actividad citotoxica de la 25-(O-palmitil argentatina B, la 16,

25-di- O-palmitil argentatina A, 7-O-B-D-glucosil-acacetina y la penta-

acetil 7- O-glucopiranosil acacetina.
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- Evaluar la actividad antiinflamatoria de la 25-(O-palmitil argentatina B,
la 16, 25 di-O-palmitil argentatina A, 7-O-B-D-glucosil-acacetina y la
penta-acetil 7-(C-glucopiranosil acacetina utilizando el método de

induccion de edema por el 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).

Evaluar la capacidad inhibitoria de las moléculas 25- O-palmitil
argentatina B, la 16, 25 di-O-palmitil argentatina A, 7-O-B-D-glucosil-
acacetina y la penta-acetil 7-O-glucopiranosil acacetina sobre la éxido

nitrico sintasa inducible.

Hipétesis.

Si los farmacos y principios activos con mayor caracter lipofilico pueden cruzar més
facilmente la membrana celular y por consiguiente tener un mayor efecto biologico,
entonces los ésteres del acido palmitito de la argentatina A, la argentatina B y el penta
acetato de la 7-O-B-D-glucosil-acacetina presentaran mayor potencia biologica que los

compuestos de partida.
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1. QUIMICA

1.1. Material y equipo.

Los diferentes disolventes utilizados, fueron purificados mediante destilacion simple y

fraccionada en condiciones normales y anhidras.

Los procedimientos de cromatografia en columna (cc) se efectuaron en columnas de vidrio
de diferentes capacidades. Se utilizaron, tonsil, o silice 60 Ahigram Sil G. kiesel, malla 70-
230,(Merck), como soportes, para los diferentes procedimientos cromatograficos. Las
cromatografias en capa fina (ccf) se realizaron en cromatofolios de aluminio cubiertos de
silice DC Fertigplatten Sil G200, UV (Merck), de 0.2 mm de espesor con indicador de
fluorescencia UV 254. Como reveladores se emplearon una disolucién de sulfato cérico
(Ce,S0O,) al 1 por ciento en acido sulfarico (H,SO,, Baeker) 2N; y una lampara de luz UV
de 254 y 365 nm (Cole Parmer 9815 series). La destilacién de las diferentes mezclas de
disolventes de las fracciones cromatograficas se realiz6 a presion reducida en un rotavapor

Buchi 110.

Los puntos de fusién de los compuestos en estudio se determinaron en un equipo Fisher

Johns y no fueron corregidos.

Los espectros de absorcion en la region infrarroja (IR) se obtuvieron en los
espectrofotéometros Nicolet modelo Magna 750 y Nicolet FT-IR5-SX. Las muestras se
prepararon en mezcla con KBr (pastilla) o en solucion en CHCI,. Las absorbancias se

midieron en cm™.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica RMN (‘H) y de carbono 13 (**C)
se adquirieron en espectrometros Varian Gemini XL-200, Varian VXR 300. Para disolver
las muestras, se utilizaron el cloroformo (CDCL,) y el sulfoxido de dimetilo (DMSO d-;)
deuterados (Aldrich) se empleo el tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (&) estan expresados en partes por millon (ppm). Las senales
protonicas se indicaron con las siguientes abreviaturas: (s) senal simple, (d) senal doble,

(t) senal triple (q) senal cuadruple, y (m) multiple. Las constantes de acoplamiento (J)
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estan expresadas en Hertz (Hz). Los experimentos adicionales de RMN incluyeron DEPT,

COSY y HETCOR.

Los experimentos de espectrometria de masas (EM) se realizaron en un espectrometro
JEOL JMS AX 505 HA mediante la técnica de impacto electronico a 70 eV. Los

resultados se presentaron como relacién de masa respecto de la carga (m/z).

1.1.1. Material diverso.

- Matraz elernmeyer de 25mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL.

- Vaso de precipitado 50 mL, 100 mL, 250 mL.

- Frasco de vidrio de 500 mL.

- Soporte universal.

- Pinza de tres dedos con nuez.

- Agitador magnético.

- Matraz kitazato de 25mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL.

- Embudo de separacion.

- Embudo biichner.

- Embudo kirsh.

- Embudo de tallo corto.

- Papel filtro.

- Agitador de vidrio.

- Equipo de destilacion simple 24 /40.

- Matraz balon entrada 24/40 de 50mL, 100 mL, 150 mL.

- Matraz balén de 3 bocas de 100 mL.

- Espatulas de acero inoxidable diferentes tamanos.

- Pisetas.

- Placas cromatograficas de vidrio de 20 x 20 cm® recubiertas con gel de
silice Fy;, de 0.2 y 2 mm de espesor respectivamente CCf y CCP marca
(Merck).

- Columnas de vidrio diferentes capacidades.

- Septum.

- Pipetas graduadas de 5mL y 10 mL.
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- Perilla de seguridad.

- Pipetas Pasteur.

1.1.2. Equipos.

- Balanza semi analitica Ohaus G'T4800.

- Balanza analitica Sartorius AC211P.

- Rotavapor Buchi-B-480.

- Canastilla de calentamiento para matraces de 50, 100 , Osyma OO-23.
- Reostato Grascol BL3122.

- Agitador magnético Curtin Matheson Magnestin 214-924.

- Parilla de calentamiento con agitacién Barnstead Cimarec SP131015.
- Lampara UV Spectroline ENF-240C.

- Gabinete para lampara UV Spectroline CM-10 analisis cabinet.

- Parilla de calentamiento Osyma HP-85.

- IR m Nicolet FT-55X.

- RMN Varian XL-300.

- EM acoplado a CG Hewllet-Packard 59858.

- Fisher Johns.

- Bano maria Buchi-B-480.

1.1.3. Reactivos para el aislamiento de los metabolitos secundarios y la
preparacion de los derivados.

- Hexano.

- Eter isopropilico.

- Eter etilico.

- Acetato de etilo.

- Metanol.

- Diclorometano.

- Etanol.

- Tetrahidrofurano.

- Agua destilada.

- Cloruro de tionilo.
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- Bicarbonato de sodio.

- TMS.

1.1.4. Reactivos pruebas biolégicas.

- TPA.

- Pentobarbital.

- Indometacina.

- Tioglicolato.

- Penicilina.

- Tripsina-EDTA.
- DMSO.

- Sulforrodamina.
- Acido tricloroacético.
- Doxorrubicina.

- Agua destilada.
- Etanol.

1.2. Esquema general de los derivados.

La 25- O-palmitoil argentatina B y la 16, 25 di- O-dipalmitoil argentatina A, se obtuvieron

a partir de la respectiva argentatina al ser tratadas con cloruro de palmitoilo (Esquema

1).

Esquema 1. Obtencion de la 16[,25-dipalmitoil- (165, 17R, 205, 24 R)-20,24-epoxi-cicloartan-3-
ona, y la 25-palmitoil-16p,-24-epoxi-cicloart-3-ona,
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La obtencion de la pentacetil 7-O-B-glucopiranosil acacetina se llevd a cabo por la

reaccion de la 7- O-B-D-glucosil-acacetina con anhidrido acético en piridina (Esquema 2).

Esquema 2. Obtencion de la pentacetil 7- O-glucopiranosil acacetina.

1.3. Obtencién de la (16S, 17R, 20S, 24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona
(argentatina A) y la 16p, 24R-epoxi-25-hidroxi-cicloartan-3-ona (argentatina B).

1.3.1. Resina

La resina utilizada para la realizacion de este estudio fue donada por la empresa Complejo
Agro-Industrial CONAZA ubicada en Saltillo Coahuila y fue obtenida durante la
extraccion, a nivel industrial, de hule natural a partir del guayule (Parthenium

argentatum)

1.3.2. Aislamiento de las argentatinas [1] y [2].

La resina (55.84 g) se absorbié en 100 g de tonsil y se cromatografié en una columna
abierta empacada con tonsil (tonsil es el nombre comercial de una arcilla bentonitica con
la siguiente composicion: SiO, (72.5%), ALO,; (13%), Fe,O; (5%), MgO (1.5%), CaO
(7.2%), y H,0O (8.5%), con un pH 3). La elusion se realizo inicialmente con hexano y
posteriormente con mezclas de hexano acetato de etilo de polaridad creciente. Se
obtuvieron 43 fracciones de 200 mL, reuniéndose aquellas fracciones con un perfil similar
en ccf. (Tabla 2). De las fracciones 25-33, eluidas con mezclas de Hex:AcOEt (8:2), se
obtuvo 7.675 g de argentatina B (2) (13.53 % de rendimiento a partir de la resina) y de
las fracciones 34-43, eluidas con mezclas de Hex:AcOEt (7:3) se obtuvo 5.2 g de
agentatina A (1) (17.25% de rendimiento a partir de la resina). La identificacion de 1y 2
se realizé por comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con aquellos informados

en la literatura (Martinez-Vazquez, et al 1990, Parra et al 2005).
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Tabla 2. Obtencion de las argentatinas A y B, mediante cromatografia en columna de la resina del P.

argentatum.
Eluyente Proporcion | Fracciones reunidas | Compuestos |Rendimiento (%)
Hexano 100 - - -
Hexano:AcOEFEt 80-20 25-33 Argentatina B 13.53
Hexano:AcOEFEt 70-30 34-43 Argentatina A 17.25
AcOEt 100 - - -

Fig. 45. Estructuras de la argentatinas A (1) y B (2).
1.4. Obtencién de los derivados de las argentatinas [1] y [2].

La reaccion de las argentatinas A (1) y B (2) con el cloruro de hexadecanoilo (cloruro de
palmitoilo) permitié la obtencion de los respectivos ésteres. El cloruro de palmitoilo se
prepard, a partir del acido palmitico. A continuacion, se describen los métodos de
obtencion y los datos fisicoquimicos y espectroscopicos de los derivados obtenidos a partir

de las argentatinas A y B.

1.4.1. Obtencioén del cloruro de hexadecanoilo (cloruro de palmitoilo).

Esquema. 3. Obtencién del cloruro de hexadecanoilo.

En un matraz de tres bocas se coloco 0.15 mmol de 4cido palmitico, el cual, mediante un
agitador magnético, se mantuvo en agitacion constante. En una de las bocas se coloc6 un
refrigerante en cuya parte superior se coloc6 una trampa de humedad unida a una
manguera conectada a un vaso de precipitado que contenia una solucion saturada de

NaHCO,, las dos bocas restantes se mantuvieron cerradas con tapones de neopreno
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(septum). Posteriormente se inyectaron 2 mL de cloruro de tionilo, y la reaccion se colocod
en bano marfa a una temperatura de 50°C. Durante el calentamiento, la liberacién del
cloruro de hidrégeno se observdé como un burbujeo constante en el vaso de precipitado con
la solucion saturada de NaHCO, El calentamiento se dejé durante 30 minutos adicionales,
transcurrido este tiempo ya mno se observé burbujeo en el vaso de precipitado.
Posteriormente, mediante una destilacién a presion reducida, el exceso de cloruro de
tionilo, fue eliminado de la mezcla de reaccién. Con el fin de prevenir la hidrolisis del

producto, el sistema se mantuvo en atmosfera de helio (atmosfera inerte).

1.4.2. Obtencién de la 16,25-dipalmitoil- (16S, 17R, 20S, 24R)-20,24-epoxi-cicloartan-3-
ona (dipalmitato de argentatina A) [3].

B
2
-z

Esquema 4. Obtencion del dipalmitato de argentatina A (3).

A 0.15 mmol de cloruro de hexadecanoilo, previamente obtenido y en atmosfera inerte se
le adicion6 0.22 mmol de argentatina A, disueltos en 4 mL de diclorometano seco. La
reaccion se dejé en agitacion por 30 minutos. Transcurrido este tiempo, a la mezcla de

reaccion, se le agregd 15 mL de acetato de etilo y se colocd en un embudo de separacion.

La fase organica se lavd tres veces con agua destilada y tres veces con una solucién
saturada de NaHCO,, se sec6 con Na,SO, anhidro y se concentré a presion reducida. La
mezcla de reacciéon fue cromatografiada en columna abierta y empacada con silice. Como
mezcla de elucion se utilizo la mezcla hexano-acetato de etilo (7:3). De las fracciones 3-8
se obtuvieron 50 mg de de un sélido blanco amorfo con p.f. de 246 °C con un rendimiento

de 70 %.
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IR (solucion CHCL,) em™ 2920.70, 2851.35 (CH), 1732.60 (C=0), 1707.92 (C=O0),
1463.77, 1379.20, 1270.56, 1153.83.

EM-FAB * m/z, (%): 948 (1), 933 (5), 437 (77), 381 (34), 125 (100), 43 (93).

EM-IE (70 eV), m/z, (%): 692 [M ‘- ac. palmitico| (6), 436 (24), 381 (22), 256 (22), 125
(100), 43 (54).

RMN 'H (300 MHz, CDCL,) 8 ppm: 5.4 (1H, ddd J=5.4, J= 2.7 y J=12.3 Hz, H-16), 3.66
(1H, dd, J=6.9 Hz y J=8.51 Hz, H-24), 1.38 (3H, s), 1.25 (m, para dos grupos CH; y
varios CH, del residuo de palmitato), 1.14 (3H, s), 1.09 (3H, s), 1.04 (3H, s), 0.87 (3H, s),
0.81 (1H, d, J= 4.3 Hz, H-19a), 0.59 (1H, d, J=4.3 Hz, H-19b).

RMN “C (75 MHz, CDCl,) & ppm: 215.68 (C3), 175.46 y 172.91 (carbonilos de los
ésteres de palmitato), 81.91 (C24), 81.89 (C25), 74.45 (C16), 56.35 (C17), 49.58 (C4),
47.84 (C8), 47.15 (C5), 46.15 (C13), 46.02 (C14), 44.91 (C15), 35.97 (C2), 36.80 (C22),
33.64 (C1), 32.64 (C12), 29.56 (C19), 29.54 (metilenos del residuo de palmitato), 29.01
(C20), 26.30 (C11), 25.88 (C7), 27.90 (C26), 27.36 (C27), 24.40 (C23), 21.61 (C21), 21.61
(C18), 20.19 (C29), 19.63 (C30), 14.07 (Metilos del palmitato).

1.4.3. Obtencién de la 25-palmitoil-16[,-24-epoxi-cicloart-3-ona (palmitato de argentatina
B) [4].

7 .,

Esquema 5. Obtencion del palmitato de argentatina B (4).

A 0.15 mmol de cloruro de hexadecanoilo, previamente obtenido y en atmosfera inerte se
le adicioné 0.23 mmol de argentatina B disuelto en 4 mL de diclorometano seco. La

reaccion se dejo en agitacion por 30 minutos. Transcurrido este tiempo se le agregd 15 mL
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de acetato de etilo y se colocod en un embudo de separacion. La fase organica se lavo tres
veces con agua destilada y tres veces con una solucion saturada de NaHCO,, se secé con
Na,SO, anhidro y se concentr6 a presiéon reducida. El residuo solido resultante fue
purificado por cristalizaciones sucesivas con hexano y CH,Cl,. Se obtuvieron 70 mg de un

solido blanco amorfo con p. f. de 237 °C con un rendimiento de 80%.

IR (Disolucién CHCL) em™: 2925.93, 2854.13 (CH), 1732.04 (C=0), 1708.51(C=0),
1462.96, 1379.60, 1235.63, 1183.89.

EM-FAB™: Analisis elemental. Experimental 694.5907 m/z, para una formula C,H.O,
calculado 694.5900.

EM-IE (70 V), m/z, (%): 694 (3), 438 (100), 397 (78), 379 (24), 311 (35), 43 (18).

RMN 'H (300 MHz, CDCl,) & ppm: 4.61 (1H, dd J=7.98 y J=14.83 Hz, H-16), 3.80 (1H,
dd, J=1.92 y J=12.51 Hz, H-24), 143 (3H, s), 1.40 (3H, s), 1.25 (m, CH, del residuo de
palmitato), 1.16 (3H, s), 1.09 (3H, s), 1.04 (3H, s), 0.93 (3H, d, J=6.3 Hz, H-21), 0.81
(1H, d, J= 4.3 Hz, H-19a), 0.58 (1H, d, J=4.3 Hz, H-19b).

RMN “C (75 MHz, CDCL,) 8§ ppm: 216.35 (C3), 173.00 (carbonilo del palmitato), 84.81
(C24), 80.50 (C25), 74.44 (C16), 57.28 (C17), 50.21 (C4), 48.45 (C5), 47.35 (C8), 45.72
(C13), 45.72 (C14), 44.85 (C15), 37.4 (C2), 35.35 (C22), 33.80 (C1), 32.74 (C12), 29.70
(C19), 29.54 (metilenos del residuo de palmitato), 29.01 (C20), 26.30 (C11), 26.00, (C7),
95.26 (C27), 23.36 (C23), 22.19 (C29), 21.08 (C30), 14.07 (Me del palmitato).
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1.5. Obtencién de la 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina (glucosido de acacetina) [5].
1.5.1. Material vegetal.

Las partes aéreas del toronjil morado (Agastache mexicana susp. mexicana), fueron

recolectadas en Ozumba Estado de México.

1.5.2. Obtencién del precipitado soluble en metanol.

Se colocaron 500g de flores de toronjil morado en 2 litros de metanol, dejandose en reposo
durante 3 dias. Posteriormente, se filtro desechando el residuo vegetal y la solucion se
concentr6 mediante destilacién a presién reducida utilizando un rotavapor. Al extracto
obtenido, se le realizdé extracciones con 300 mL de hexano separando la fase hexénica
(H1). La fraccion metanolica se extrajo con 300 mL de diclorometano, separando de igual
manera la fase de diclorometano (DC). Las fases Hl y DC se concentraron para su
posterior separacion. El disolvente de la fracciéon metanodlica fue eliminado por destilacion
a presion reducida obteniéndose un residuo solido (S1). Con el fin de disolver S1, se trato
con metanol a temperatura ambiente, obteniéndose una solucién metanoélica (M1) y un
solido el cual se filtro (S2). El residuo S2 se traté con metanol caliente, obteniéndose una
solucion (M2) y un solido (S3) el cual se filtro. Al colocar la solucion M2 sobre hielo

precipito un solido (S3).

1.5.3. Obtencioén de la 7- O-B-D-glucosil-acacetina (glucosido de acacetina) [5].

El precipitado S3 (10 g), fue cromatografiado en una columna abierta empacada con silice
(30 g). Inicialmente el sistema de elusion fue hexano, obteniéndose 5 fracciones.
Posteriormente, se cambio de polaridad, utilizando una mezcla de elucién conformada por
9.9 acetato de etilo y 0.01 mL de una mezcla constituida por 0.05 mL de metanol y 0.05
ml de agua. La polaridad de elusiéon se incrementd, aumentando la proporciéon de la
mezcla metanol agua, como se indica en la tabla 3. Se obtuvieron 5 fracciones en cada
mezcla Todas las fracciones presentaron precipitados, los cuales fueron filtrados y

purificados con mezclas de metanol, éter isopropilico.
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Tabla 3. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna del extracto metandlico de

Agastache mexicana susp. mexicana.

Eluyente Proporciéon Fracciones |Compuestos
reunidas
Hexano 100 ) -
AcOEt:mezcla a. 99:9-0.1 5 A
AcOEt:mezcla b 99.8-0.2 5 B
AcOEt:mezcla ¢ 99.7-0.3 5 C
AcOEt:mezcla d 99.6-0.4 ) D

Mezcla a: metanol:agua (0.05:0.05 mL), mezcla b: metanol:agua (0.1:0.1 mL), mezcla c:
metanol:agua (0.15:0.15 mL), mezcla d: metanol:agua (0.2:0.2 mL). La comparacion de los
corrimientos en ccf de los cuatro precipitados obtenidos (A-D) indico que se trataba del
mismo compuesto. La identificacién de este producto se logré por la comparacion de sus
datos fisicos y espectrales con aquellos publicados para la 7-O-B-D-glucopiranosil-

acacetina | 5 | (R. Estrada R. et a/2004).

1.6. Obtencion del pentacetil 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina [6].

o=
OCH;
0
HOH,C o o o o o}
o. o
HO o,
HO o.
OH | o o
—_—
o
Piridina
OH e} %

(¢]

Esquema 6. Obtencion del pentacetil 7- O-B-glucopiranosil acacetina.

Se pesaron 0.22 mmol de 7-O-B-D-glucopiranosil-acacetina y se colocaron en un matraz
redondo de 50 ml., al cual se le agregé 2 ml: de piridina y 2 ml: de anhidrido acético. La
mezcla de reaccidon se calentoé a 60°C por 24 horas. Posteriormente, la mezcla de reaccion
se vertié sobre hielo, precipitandose el producto de acetilacion el cual se filtré. El soélido,

asi obtenido se disolvié en acetato de etilo. Para eliminar el agua residual, la soluciéon
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organica fue tratada con sulfato de sodio anhidro, se filtré para eliminar el desecante y se
concentré6 a presion reducida. Obteniéndose un soélido el cual fue purificado por

cristalizacion con éter isopropilico, obteniéndose un s6lido amorfo con un punto de fusién

de 295°C.

IR(Pastilla  KBr) cm™ 2950.13, 2845.12 (CH), 1752.74 (C=0), 1645.51(C=O0,
1610.47(C=C),1037.09(-0-), 1430.96, 1303.25, 1221.42, 1176.59.

EM-IE (70 eV), m/z, (%): 656 (5) formula molecular C,;,H,,0,;, 331 (38), 169 (100), 109
(44), 43 (45).

RMN 'H (300 MHz, CDCL,) & ppm:: 7.79 (2H, d, J= 9 Hz, H-6" y H-2" ), 7.00 (2H, d, J=
9 Hz, H-5" y H-3" ), 6.99 (1H, d, J= 1.5 Hz, H-8), 6.67 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-6), 6.53 (1H,
s, H-3), 5.34-3.95 (7H, m, glucosa), 3.88 (3H, s, OCH,), 2.43 (3H, s, CH,COO), 2.02-2.04
(12H, m, CH,COO).

RMN C (75.5 MHz, DMSO), & (ppm): 176.27 (C-4), 170.43 (CH,COO, C-6"), 170.08
(CH,COO, C-4"), 169.54 (CH,COO, C-27), 169.34 (CH,COO, C-3"), 169.17 (CH,COO, C-
5), 162.52 (C-7), 162.42 (C-9), 159.83 (C-5), 158.31 (C-2), 150.69 (C-4), 127.88 (C-2, C-
6'), 123.35 (C-1"), 114.49 (C-3", C-5'), 112.82 (C-10), 109.17 (C-6), 107.09 (C-3), 102.72
(C-8), 98.16 (C-17) 72.50 (C-5"), 72.45 (C-27), 70.95 (C-47), 68.19 (C-3"), 61.98 (C-6"),
55.52 (OCH,), 21.10 (CH,COO, C-5), 20.57 (CH,;COO de glucosa)

72



2. ACTIVIDAD BIOLOGICA.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad citotoxica en lineas celulares de cancer
humano, el efecto antiinflamatorio y la modulacién de la producciéon de 6xido nitrico en
macrofagos, de derivados menos polares de la argentatinas A y B asi como de la 7-O-3-D-

glucopiranosil-acacetina y su derivado penta acilado.

En esta investigacion se emplearon dos modelos de experimentacion biologica:
Un experimento in vivo:

- Edema inducido por TPA en la oreja de raton.
Dos experimentos in vitro:

- Produccion de NO en macrofagos peritoneales de raton,

- Citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano.

Los animales utilizados en los ensayos se adquirieron en el bioterio del instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se manipularon de
acuerdo con la condiciones establecidas por el Comité de Usos y Cuidados de Animales de
Experimentacion, de acuerdo a la Ley General de Salud (PROY-NOM 087-ECOL-SSA1-
2000). Esta norma establece la colocacion de los animales de experimentacion dentro de
cajas de polipropileno translucidas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, y en
condiciones ambientales controladas (20-22 °C de temperatura y 50-60% de humedad).

Los animales recibieron agua y una dieta estandar de laboratorio.
2.1. Métodos in vivo.

2.1.1. Modelo de edema inducido por TPA.

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH con un peso comprendido entre 25-30g. Los
animales se dividieron al azar en los siguientes grupo (n=4-9) control (recibieron TPA
més el vehiculo), de prueba (recibieron TPA maés las sustancias problema) y de referencia

(recibieron TPA mas indometacina o acido ursdlico).

73



2.1.1.1. Procedimiento.

El ensayo se realiz6 conforme a la técnica establecida por De Young et al 1989 y con
algunas modificaciones (Oviedo-Chavez et al, 2004). A continuacion se describe el

procedimiento realizado (Figura 46).

Los ratones se anestesiaron con 0.25 mL de pentobarbital (Sedalforte", 0.063 g/mL) por
via intraperitonial (ip). Posteriormente, una disolucion etanolica de 2.5 pg de TPA
(sigma) se administro en el pabellon de la oreja derecha de todos los animales (5 UL en
cada lado. Las sustancias de prueba y los farmacos de referencia se aplicaron 10 min.

Después (10 pL en cada lado).

La oreja izquierda sirvié como control negativo; primero se administraron 10 pL de
etanol (EtOH), y luego 20 UL del vehiculo correspondiente. Después de 4 h, los animales
se sacrificaron por dislocacién cervical y de ambas orejas se obtuvieron las biopsias con

ayuda de un sacabocados circular.

El edema se determino de la diferencia de pesos (en mg) del tejido tratado (oreja
derecha), respecto al tejido no tratado (oreja izquierda). Los porcentajes de inhibicion del
edema (%/ZE) se calcularon de acuerdo con la ecuacion (1). En donde A corresponde el
valor promedio del edema en el grupo control, B el valor promedio del edema en el grupo

de prueba o de referencia.

% IE =100 - [B / A x 100 (1)
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Vehiculo (EtOH) TPA o los compuestos a evaluar disueltos en

gon N ¥

GRUPOS TRATAMIENTOS
Control (+) |TPA+ Vehiculo

Prueba TPA+ compuestos
Referencia TPA+

Indometacina

l 4h
Edema = diferencia de Sacrificar los animales y
pesos de las biopsias obtener las biopsias
tratada y no tratada

A\ 4

Inhibicién de
Edema (%) »| edema (%)

Fig. 46. Modelo de edema agudo inducido por TPA en la oreja de ratéon.

2.1.1.2. Resultados.

Los resultados (tabla 4) se expresaron en valores de media y error estandar (media +/-

EEM)

Tabla 4. Resultados obtenidos en el modelo de TPA de los derivados sintetizados a partir de las
argentatinas A, B y del glucosido de acacetina.

Dosis Edema Inhibicién
Muestra mg (mg) (%)
Control | = -——-- 14.35 | -
Argentatina A [1] 1 4.4 83.65
Dipalmitato de 1 7.7 47.50
argentatina A [3]
Argentatina B [2] 1 4.7 84.99
Palmitato de 1 3.87 73.05
argentatina B [4]
Glucosido de 1 14.45 - 3.07
acacetina [5]
Pentacetilado de 1 2.30 81.94
acacetina [6]
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2.2. Métodos in Vitro.
2.2.1. Produccién de 6xido nitrico en macréfagos peritoneales de raton.

Las células se obtuvieron de la cavidad de ratones Swiss y CD-1, hembras de 25-30 g (n =
3-5). El lipopolisacarido (LPS) provenia de Escherichia coli. Serotipo 055:B5 (Sigma). Se
evaluaron las argentatinas A, B y la 7-O-B-D-glucosil-acacetina [1] [2] [5], asi como sus

derivados esterificados [3] [4] [6].

2.2.1.1 Procedimiento.

El procedimiento (Figura 47) se realizo de acuerdo con las especificaciones establecidas
por Fushiya et al (1998). Con algunas modificaciones (Oviedo-Chéavez et al, 2004 y
2005).

2.2.1.1.1. Aislamiento y cultivo primario de macréfagos.

En el peritoneo de los animales se aplico 1 mL del medio tioglicolato de Brewer (BD
bioxon, becton Dickinson de México) al 3% p/v. después de 72 h, se sacrificaron por
inhalacion de CO, en la pared abdominal se administraron 10 mL de medio de cultivo
modificado duilbecco’s (DMEM) (GIBCO, Gran isla, Nueva York, Estados Unidos),
suplementado con penicilina 8 (50 pg/mL), estreptomicina (50UI/mL) y suero bovino
fetal (SBF,GIBCO) al 5%. Se realizo un masaje abdominal vigoroso, y se extrajo el
liquido peritoneal. A continuaciéon se coloc6 en tubos de polipropileno y se centrifugd
durante 6 min a 3400 rpm y una temperatura de 20°C, los eritrocitos contaminantes se
destruyeron con agua desionizada. El extracto celular final se suspendi6 en DMEM, y se
deposité en platos de cultivo de 24 pozos (Becton Dickinson, Oxnard, California, Estados
Unidos) a una concentracion de 1 x 10°células/mL. Las placas se colocaron en una
incubadora de CO, al 5% durante 2h a 37 °C. Posteriormente, se lavaron con medio fresco

adicionado SBF al 10%.

2.2.1.1.2. Produccion del 6xido nitrico.

Los macrofagos fijados (més de 95% de acuerdo con un analisis citomorfologico y tincion
de Giemsa observados en un microscopio de contraste de fases) se resuspendieron en

medio DMEM y se manipularon de dos maneras. En una, 100 p.  de un cultivo de
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macr6fagos 80.5 x 10°células/mL) se trataron con LPS (50 pL, 10 pg/mL), en ausencia o
presencia de sustancias de prueba o de referencia (50 pL). La adicion de LPS se efectud en
tiempos diferentes; en el protocolo I se agregd simultaneamente con las sustancias a
evaluar; y en el protocolo II se adicion6 4 h después de las sustancias. Las placas se

incubaron durante 24 h, a 37°C (Oviedo-Chavez et al., 2004).

El otro procedimiento comprendi6 el tratamiento preliminar de los macrofagos (0.5 x 10°
células/mL) con una disolucién de enzima dismutasa de superoxido (SOD), a una dosis
de 60 U/mL. Posteriormente, las células se trataron con o sin LPS (10 pg/mL), en
ausencia o en presencia de los triterpenos o acido ursélico como referencia. Las placas se

incubaron durante 24 h a 37 °C (Oviedo-Chavez et al., 2005).

2.2.1.1.3. Determinacién del 6xido nitrico.

La producciéon del 6xido nitrico en los sobrenadantes de cultivo celular se efectud
mediante la cuantificacién de nitritos, la cual se realizo a través de la reaccion de Griess
(Dirsch et al, 1998). Primero se prepar6 el reactivo constituido por una mezcla, en una
relacion 1:1, de una disolucion de sulfanilamida al 1% en &cido fosforico al 5%, y
diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina al 0.1% en agua desionizada. A continuacion,
en una placa de 96 pocillos se mezclaron 100 PL de cada sobrenadante con 100 pL del

reactivo de Griess.

La placa se mantuvo a temperatura ambiente y sin agitacion, durante 10 min.
Posteriormente, las absorbancias se determinaron en un lector de placas 8 Ei_ 808, BIO-
TEK instruments, Inc, a una longitud de onda de 515 nm. La concentracion de 6xido
nitrico (MM) se obtuvo por la interpolacion de los resultados de densidades opticas (DO)
en una curva estandar de nitrito de sodio; la cual se construy6 con concentraciones desde
0.01 hasta 50 M. Las absorbancias se relacionaron directamente con la concentracion del
oxido nitrico. La inhibicion de la cantidad del 6xido nitrico (% I) se calcul6 de acuerdo
con la ecuacion 2, en donde A corresponde al valor promedio de concentraciones de 6xido

nitrico en el grupo control y B es la cantidad de éxido nitrico de cada grupo de ensayo.

%1100-[B/Ax100] (2)
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2.2.1.1.4. Viabilidad celular.

Los efectos de las sustancias de ensayo sobre la viabilidad celular se determinaron
mediante el método colorimétrico de MTT (Mossman, 1983). A continuacion se describe
el procedimiento. Se preparo una disolucion de MTT (Sigma) en amortiguador de fosfatos
(Sigma) a una concentracion final de 5 mg/mL, enseguida, la disolucion se adiciono a la
placa con células tratadas (10 PL/pozo). Posteriormente, la placa se incubé durante 4 h a

37°C, en atmosfera de CO, al 5%.

Los cristales de Formazan generados en cada pozo se disolvieron en DMSO (100uL). La
placa se mantuvo en agitacion durante 10 minutos, posteriormente se midieron las
absorbancias a 515 nm y 690 nm de referencia. En la figura 47, se describe el
procedimiento mencionado. Los porcentajes de citotoxicidad se calcularon considerando

las absorbancias de cada grupo de ensayo con respecto a las del grupo control.

Grupos Tratamientos

Control positivo | Sin LPS / con LPS

¥ Extraccion
de celulas

Prueba Sin LPS / con LPS +
compuesto
Referencia LPS+ Ac.ursolico

LPS-+ Pritimerina
LPS+Aminoguanidina
LPS+ Indometacina

' — Viabilidad

Cantidad de D'et‘ermlnamor.lrde « » | celular

NO (M) nitritos (reaccion (método de
de Griess) MTT)

Fig. 47. Produccion del 6xido nitrico en macrofagos peritoneales de raton.
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2.2.1.2. Resultados.

En la tabla 5 se muestran los resultados (media +/-EEM) como concentracion del 6xido
nitrico (UM) y porcentajes de inhibicion (%I) en macréfagos estimulados por LPS, y
tratados con las argentatinas A, B y la 7- O-B-D-glucosil-acacetina asi como sus derivados

esterificados.

Tabla 5. Resultados obtenidos del modelo de oOxido nitrico por macréfagos sensibilizados con
lipopolisacaridos de los derivados sintetizados a partir de las argentatinas A y B asi como del glucésido de

acacetina y su derivado.

Grupo Concentracion de NO | Viabilidad (%I)
(M)
Control 15.14 100
Argentatina A [1] 13.30 63.00
Dipalmitato de Argentatina A [3] 16.86 99.03
Argentatina B [2] 12.20 53.03
Palmitato de argentatina B [4] 15.26 96.3
Glucosido de acacetina [5] 10.6 100
Pentacetilado de acacetina [6] 9.26 56.78

2.3. Ensayo de citotoxicidad.
2.3.1. Condiciones generales.

La citotoxicidad en lineas celulares tumorales se determiné de acuerdo con los protocolos
establecidos por el Instituto Nacional de Cancer (INC) de Estados Unidos (Skehan et al.,
1990; Monks et al., 1991). Se evaluaron las argentatinas [1], [2] y la 7-O-B-D-glucosil-
acacetina [5]. También se evaluaron los siguientes derivados dipalmitato de argentatina A
(16,25-dipalmitil- (16S, 17R, 20S, 24R)-20,24-epoxi-cicloartan-3-ona) [3], palmitato de
argentatina B (25-palmitil-160,-24-epoxi-cicloart-1,2-en-3-ona) [4] y la pentacetil 7-O-
glucopiranosil acacetina [6]. El ensayo se efectu6 en las siguientes lineas celulares de
cancer humano: colon (HCT-15), mama (MCF-7), SNC células glia (U-251), prostata
(PC-3) pulmén (SKUL) y leucemia promielocitica (K-562. Las lineas se obtuvieron del

INC. La doxorrubicina (Sigma) y el 4cido ursolico se usaron como farmaco de referencia.
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2.3.2. Procedimiento.

Para la evaluacion citotoxica de los compuestos aislados se emplearon 6 lineas celulares:
HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), K-562 (leucemia), U-251 (sistema nervioso central), PC-
3 (prostata) y SKUL (pulmoén), provenientes del Instituto Nacional Céncer de Estados
Unidos (NCI). La citotoxicidad de los compuestos fue determinada en microcultivos,
midiendo la viabilidad y crecimiento celular de manera indirecta por el método de la
sulforrodamina B de acuerdo a los procedimientos validados por el INC. La metodologia

(Figura 48) se describe a continuacion:

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal de
bovino (SFB) y glutamina 2.0 pM. Las células se mantuvieron en incubacién en un
ambiente saturado de humedad en una atmosfera de CO, al 5% a una temperatura de 37°
C. Posteriormente la células que se adhirieron a los frascos de cultivo fueron removidas
suavemente con una solucién de tripsina-EDTA al 0.05% utilizando una pipeta. La
determinacién de la densidad y de la viabilidad de las lineas celulares se llevé a cabo en
un hematocimetro, utilizando la técnica por exclusion con azul de tripano. Después de que
se contaron las células, se hizo una dilucién para obtener una densidad adecuada. La
suspension celular se sembré en placas de 96 pozos. Todas las lineas celulares se incubaron
por un periodo de 24 horas a 37 °C y fueron estabilizadas antes de adicionar los
compuestos a evaluar. Los compuestos fueron evaluados a una concentracion de 50 pM y
solubilizados en dimetil sulfoxido (DMSO), las disoluciones preparadas fueron depositadas
en cada uno de los pozos y estos fueron incubados por 48 horas a 37°C, en una atmosfera

CO, al 5% y 100% de humedad.

El crecimiento y viabilidad celular se determind mediante la técnica de la sulforrodamina
B. Posteriormente a la incubacion, los cultivos celulares fueron fijados in situ con 50 pL
de acido tricloroacético fri6 (50% m/v) y se incubaron 1 hora a 4°C. Transcurrido este
tiempo, se procedié a desechar el sobrenadante y los cultivos se lavaron 5 veces con agua
desionizada. Posteriormente, a cada pozo se le adicionaron 100 pL de solucién de
sulforrodamina B (0.4% p/v en acido acético al 1%), después de 10 minutos el exceso de
sulforrodamina B se removié lavando 5 veces con &cido acético al 1%. Finalmente se

obtuvo el boton de células el cual se solubilizo6 con buffer base Tris (Sigma), para
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determinar su densidad optica, la cual es inversamente proporcional al grado de
citotoxicidad de un compuesto de prueba y proporcional al crecimiento celular. Esta
dltima se realiz6 en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 515 nm. La
intensidad del color es directamente proporcional al nimero de células vivas, por lo tanto,
a mayor coloracion menor porcentaje de inhibicién del crecimiento celular. La
citotoxicidad se calculé conforme con la ecuacion (3). En donde A corresponde al valor de
DO de las células sin tratar, y B al valor de DO de las células tratadas con las sustancias

de prueba o de referencia.

% / C =100 - [B /A x 100] (3)

Grupos Tratamientos
Control Vehiculo Cultivar las lineas
<+«—— | celulares en medio

Prueba Compuestos RPMI-1640

Referencia | Doxorrubicina
Fiar 1 Tul Determinar el Inhibicién de

CllJ;r 'ZS celu a}s d crecimiento celular DO crecimiento

a‘ eri ?LS cpn dcido |——» (Método de » > (%1C)
tricloroacetico Sulforhodamina B)

Fig.48. Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano.

2.3.3. Resultados.

En la tabla 6 se muestran los datos de percentaje de inhibiciénde crecimiento (%IC) de
las argentatinas A, B y la 7- O-B-D-glucosil-acacetina asi como sus derivados esterificados
en lineas celulares humanas de cancer de prostata (PC-3), sistema nervioso central
(U251), colon (HCT-15), leucemia, (K562) pulméon (SKUL) y mama (MCFT)

respectivamente.
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Tabla 6. Citotoxicidad de las argentatinas A, B y la 7-O-B-D-glucosil-acacetina asi como sus derivados
esterificados.

% de inhibicion del crecimiento (50 UM)
Linea celular PC-3 | U251 | HCT-15 | K562 | SKUL | MCF7
Argentatina A [1] 20.2 | 27.3 31.7 38.6 0.0 26.6
Dipalmitato de argentatina A[3]| 14.7 | 54.0 | 37.69 86.9 19.2 2.98
Argentatina B [2] 334 | 36.4 | 24.14 79.4 0.0 31.39
Palmitato de argentatina B [4] | 23.2 | 6.7 11.4 17.3 7.27 39.8
Glucosido de acacetina [5] 37.4 | 27.5 55.1 42.6 52.5 29.3
Pentacetilado de acacetina [6] 29.9 | 25.9 0 17.2 66.6 26.1
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V. DISCUSION.

V. DISCUSION.
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Nuestro grupo ha informado de las propiedades antiinflamatorias y citotoxicas de las
argentatinas A [1] y B [2] (Figura 49), triterpenos del tipo del cicloartano que constituyen
los principales metabolitos secundarios en la resina proveniente de la extraccion de hule

natural del Parthenium argentatum, cominmente conocido como guayule.

"

Argentatina A Argentatina B

(1) (2)
Fig.49. Argentatinas A [1] y B [2].

Tomando en cuenta lo anterior, y con el fin de establecer relaciones de actividad
citotoxica en funcion de cambios estructurales realizados por métodos quimicos, hemos
sintetizado varios derivados de estos triterpenos. Los resultados de estos estudios, indican
que los derivados con mayor actividad citotéxica son aquellos que presentan una doble
ligadura en C1-C-2 conjugada al carbonilo en C-3, como el 2-formil-(16(,24R)-16,24-epoxi-
25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [7] (Figura 50).

)

Fig.50. 2-formil-(16pB,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [7].

El compuesto [7] mostré mayor actividad citotoxica que la argentatina B [2], el compuesto
lider, y fue menos toxico a linfocitos que la doxorrubicina que fue el farmaco de referencia
(Parra 2006). No obstante, los buenos resultados mostrados por algunos de los derivados
de las argentatinas A y B, existen otras aproximaciones que mejorarian atn mas las
propiedades citotoxicas de estos triterpenos, entre estas se ubica la sintesis de los llamados

conjugados. Estos compuestos sintéticos se caracterizan por ser la uniéon quimica de por lo
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menos dos compuesto, con propiedades complementarias, las cuales al estar presentes en

un solo compuesto se esperaria mejoraran la acciéon biologica.

Por ejemplo, se ha publicado que la unién de la heparina, el 4cido félico y el litocolato, el
cual presenta propiedades anfotericas que le permiten entrar a la célula donde ejercera sus
propiedades apoptoticas y antiangiogénicas. (Mi Kyung 2007). Por otro lado, se conoce
que la lipofilicidad de los diversos principios activos es muy importante para su accion
biologica. Facilmente se puede suponer que a mayor grado de lipofilicidad mayor facilidad

para entrar al interior de la célula.

Tomando en cuenta lo anterior, en este proyecto se propuso la sintesis de los conjugados a
partir de las argentatinas A y B con el 4cido palmitico. La idea fundamental de sintetizar
estos conjugados es combinar las propiedades citotoxicas y antinflamatorias de estos
triterpenos con la liposolubilidad del acido palmitico. Para la obtencién de los conjugados
se tomo en cuenta que las argentatinas poseen grupos hidroxilos, los cuales pueden ser
utilizados para la esterificacion con el acido palmitico y de esta manera obtener los
compuestos requeridos. Para llevar a cabo la reacciéon de esterificacién se procedié a
obtener el cloruro del acido palmitico (Figura 51), a partir del acido palmitico y el cloruro

de tionilo.

(0]
o I o

SN
J\/\/\/\/\/\/\/\ ar )J\/\/\/\/\/\/\/\
HO — > ¢l

Fig.51. Obtencion del cloruro del acido palmitico.

Una vez obtenido el cloruro del acido palmitico este se hizo reaccionar, por separado, con

las argentatinas A y B (Figura 52).

Fig.52. Formacion del conjugado dipalmitato de argentatina A [3].
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La formacion del dipalmitato de la argentatina A [3] fue evidente por sus datos
espectroscopicos. Asf en el espectro de IR de [3] se observa una sefial a 1732 cm™ asignada
al carbonilo del ester formado (espectro 4), adicional a la banda en 1709 cm™ asignada al
carbonilo de la cetona en C-3 de la argentatina A. También, se observa en el espectro de

IR de [3], la eliminacion de la banda asignada a los grupos hidroxilos.
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Espectro (4) de IR del dipalmitato de argentatina A [3].

El espectro de masas adquirido baja la modalidad de bombardeo rapido de electrones
(FAB") mostro el ion molecular a 948 m/z, que corresponde a la formula Cg,H, O, del
dipalmitato de argentatina A. Por otro lado, el espectro de masas adquirido por impacto

electronico mostré un pico a 692 m/z que corresponde a la pérdida de una molécula de

acido palmitico a partir de [3].
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En el espectro de RMN de 'H de [3], se observo las senales caracteristicas de la
argentatina A aunadas a una senal intensa a 1.25 ppm asignada a los grupos metilenos del

acido palmitico (espectro 6).

Las senales a 178.5 y 173.1 ppm del espectro de RMN de “C de [3], asignadas a los
atomos de carbono de dos grupos carbonilos del éster, asi como también la senal intensa a
29 ppm asignada a los grupos metilenos del residuo del &cido palmitico, claramente
senalan la formacion de los dos esteres, también se observan las senales asignadas a la

argentatina A (espectro 7).
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Espectro (7) de RMN "*C de [3].
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Por otro lado, el tratamiento de la argentatina B con el cloruro del acido palmitico

(Figura 53) proporciono el palmitato de la argentatina B [4].

/1y, ,

III'$O Ry

4)

o=

Fig.53. Formacion del palmitato de argentatina B [4].

El espectro de IR de 5 muestra las bandas a 1732 y 1708 cm™ asignadas a los carbonilos
del ester formado y a la cetona en C-3, respectivamente (espectro 12). También es

evidente la eliminacion de la banda asignada a los grupos hidroxilos de la argentatina B.
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Espectro (12) de IR del palmitato de argentatina B [4].

El espectro de masas adquirido (espectro 13) senalan un peso molecular de 694.5907 m/z,

[H" 1] para una formula C,¢H. O, que es la esperada para el palmitato [4].
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El espectro de RMN de 'H de [4] claramente seniala una sefial intensa 1.25 ppm asignada a

los metilenos del residuo del éster palmitato que junto a la senal a 173 ppm, en el espectro

de "C, asignada al atomo de carbono del carbonilo del ester formado
formacion del conjugado [4]. En ambos espectros se observan las senales

parte correspondiente de la argentatina B (espectros 14 y 15).
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Espectro (14) de RMN "H del compuesto [4].
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Espectro (16) de DEPT del compuesto [4] donde se observaron sefiales para 8 CH,, 5 CH y varios CH,.

Por otro lado, continuando con la determinacion de actividad biolégica de compuestos de
polaridad diferente a los compuestos originalmente aislados, se propuso la obtencion de la
pentacetil 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina [6] a partir de la 7-O-B-D-glucopiranosil-
acacetina [5] (Figura 54), mediante una reaccion de acetilaciéon en piridina y anhidrido

acético.
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Piridina

Fig.54. Formacion del pentacetil 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina [6]

La 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina [5], fue aislada de la planta medicinal toronjil morado
(Agastache mexicana subsp. Mexicana) como se describié y su identificacion se logré por

la comparacién de sus datos fisicos y espectroscopicos con aquellos publicados para esta

flavona (M.R. Cholbi, 1991, Y.H. Liao 1999, C. Kraft 2003).

100

90

80

0

Transmittance [%]
60
—.
201118

e

40
3409.02 — {_

30

160830 — ——
1030.28

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Espectro (17) de IR de la 7-O-B-D-glucopiranosil-acacetina [5].

El espectro de IR de [6] muestra una banda a 1752 cm™ asignada a los carbonilos de los
grupos acetilos, también se muestra una clara disminucién de la banda asignada a los

grupos hidroxilos (espectro 20).
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Espectro (20) de IR del compuesto [6].

En el espectro de masas de [6] (espectro 21) obtenido por impacto electrénico se observa
el i6n molecular a 656 m/z correspondiente a la molécula C;,H;,0,;, también se observa
una senal a 331 m/z la cual corresponde al fragmento de glucosa peracetilada cuya

formula es C,H,,O, .

Asi mismo se observa un pico a 284 m/z correspondiente a la formula C,H,,0O;, las
fragmentaciones que se observan en 169 y 109 m/z corresponden a los fragmentos
C,H;0, y CH;0, También se observa una pico a 43 m/z la cual corresponde a la
fragmento C,H,0. Todos estos datos confirman la acetilacion de la 7-O-B-glucopiranosil

acacetina.
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Espectro (21) de masas del compuesto [6] adquirido por impacto electrénico a 70 eV. .

En el espectro de RMN 'H del compuesto [6] (espectro 22) se observan dos dobletes a 7.79
y 7.00 ppm, cada una de ellas integran para dos protones, con una constante de
acoplamiento de 9 Hz. Este patrén se senales se identifica como un sistema de
acoplamiento AA’ BB’ y se asigna a los protones H-2’, H-6’ y H-3’, H-5’ respectivamente.
FEl singulete que integra para tres protones a 3.88 ppm se asigna a los protones del grupo
metoxilo unido al C-4’. A 6.99 ppm se observa un singulete que integra para un proton, el

cual fue asignado al protén H-3.

El conjunto de senales que se observa en 5.34-3.95 ppm corresponden a los protones
unidos a los atomos de carbono del anillo de glucosa. El doblete que integra para un
protéon a 6.67 ppm se asigno al protén H-8, a campo alto con respecto a al doblete en
6.53 ppm se que integra para un protén, el cual corresponde a H-6. En 2.43 ppm se
observa un singulete que integra para tres protones del grupo acetato (CH,COO), el cual
se encuentra unido al C-5. En la regién ente 2.078 y 2.048 ppm, se observan cuatro
singuletes, cada uno de ellos integra para tres protones y fueron asignados a los grupos

metilos (CH;COO) de los acetatos formados.
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Espectro (22) de RMN 'H del compuesto [6].

En el espectro de RMN *C del compuesto [6] (espectro 23) se observan 27 sefiales. En la
zona de campo bajo a 176.27 ppm se tiene una senal asignada al carbonilo de la cetona
conjugada en el carbono C-4. También se observan las senales de los diferentes tipos de
atomos de carbono aromaticos que conforman los anillos del esqueleto principal (anillos A
y B). El conjunto de sefiales que se observan a 170.43, 170.08, 169.54 y 169.34 ppm,
corresponden a los carbonos de carbonilos de los grupos acetatos (CH,COO), presentes en

el anillo de glucosa.

Por otro lado, la senal en 169.17 ppm corresponde a un carbono de carbonilo de un grupo
acetato (CH,COQO), que se encuentra unido al C-5. En 162.52, 162.42, 159.83, 158.31 y
150.69 ppm se observan las senales de C-7, C-9, C-5, C-2 y C-4’ respectivamente, todas
estas seniales corresponden a los &tomos de carbono aromaticos unidos a un oxigeno. Las
sefiales para los &tomos de carbono sp’no protonados aparecen en 123.35 ppm para el C-1’
y 112.82 ppm para el C-10, esta tltima senal se encuentra a campo alto con respecto a la
anterior debido a la proteccion que generan los atomos de oxigeno en posiciéon orto. Por
otra parte las sefiales de los atomos de carbono sp” protonados del anillo B, se observan en
127.85 ppm para C-2’ y C-6’, 114.49 ppm para C-3’ y C-5’, la senal en 109.17 ppm
corresponde al C-8, mientras la senal a 107.09 ppm se asign6 al C-6 y la senal a 102. 72

ppm se asigno al C-3. Con respecto a los carbonos que se encuentran formando el anillo de
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glucosa se observan las senales en 98.16 ppm, el cual corresponde a en carbono anomérico
C-17, en 72.50, 72.45, 70,95, 68.19 ppm, corresponden a los CH y la senal en 61.99 ppm
corresponde a el CH, presente en el anillo. Para finalizar, en la regiéon de los carbonos sp?®,
se observan las senales en 55.52 ppm que corresponde a el OCH, unido al C-4, en 21.10
ppm que corresponde a un carbono de metilo de un grupo acetato (CH;COO) que se
encuentra unido al C-5 del anillo A del esqueleto principal, y en 20.57 ppm se observa
una senal asignada a cuatro carbonos de metilo de grupos acetato que se encuentran

unidos al anillo de glucosa.
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2. ACTIVIDAD BIOLOGICA.
2.1. Modelo inducido por TPA.

2.1.1. Actividad de las argentatinas [1] [2], la 7- O-B-D-glucosil-acacetina [5] y
sus derivados acilados [3] [4] [6].

Como ya se menciond, en la induccion del edema por TPA participan varios mecanismos
y una variedad de mediadores quimicos y celulares. No obstante, esta falta de
especificidad del TPA, los resultados que se obtienen indican en cierta medida Ia
potencialidad como antiinflamatorios que tienen los diferentes compuestos que se ensayan.
En la grafica (1) se muestra los resultados de la actividad antiinflamatoria de los diversos

compuestos que se ensayaron.

Como se observa las argentatinas A [1] y B [2] presentaron mayor actividad
antiinflamatoria que sus respectivos conjugados [3] y [4]. Estos hallazgos indican que la
accion de los derivados, no depende de una mayor lipofilicidad, a pesar que Ia
administracion sea toépica, sino que sugieren que la actividad biolégica depende de la
accion de las argentatinas libres sobre los blancos de acciéon y no asi de sus conjugados.
Por el contrario, el derivado pentacetilado de la 7- O-B-D-glucosil-acacetina mostr6é una
actividad antiinflamatoria del 82% que comparada con la nula actividad de la flavona
original [5], sugieren que una mayor lipofilicidad puede resultar en una mayor actividad
biolégica.

% Inhibicién en el modelo TPA.

%

Grafica 1. Actividad antiinflamatoria de las argentatinas A y B, de los conjugados de palmitato y de la 7-O-
B-D-glucosil-acacetina y su derivado peracetilado
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2.2. Modelo de produccion de 6xido nitrico.

2.2.1. Actividad de las argentatinas [1] [2], la 7- O-B-D-glucosil-acacetina [5] y
sus derivados acilados [3] [4] [6].

El 6xido nitrico es un neurotransmisor que de manera constitutiva sintetizan varias
células. Existen tres isoformas de la enzima que sintetiza el 6xido nitrico a partir de L
arginina para producir L citrulina., dos son constitutivas, la neuronal nNOS y la
endotelial eNOS y una inducible la iNOS. Esta tltima enzima se expresa en condiciones
patoldgicas, ya que al incrementar la produccién de éxido nitrico se favorece el proceso
de inflamaciéon y se incrementa la producciéon de peroxinitritos y las nitrosaminas,
responsables de iniciar y sostener procesos cancerosos (Liva 2005). Por lo anterior, la
inhibicién de la produccién de 6xido nitrico es de interés en la busqueda de farmacos

anticancerosos.

Nuestros resultados de la inhibicién de la produccion de 6xido nitrico en macréfagos
sensibilizados con LPS por las argentatinas A y B, asi como por sus conjugados y las dos
flavonas, se muestran en la tabla 5. Las argentatinas A y B mostraron inhibicién en la
produccion de o6xido nitrico, sin embargo esta disminuciéon se debié a que ambos
triterpenos fueron citotoxicos a los macréfagos. Mientras que el dipalmitato de
argentatina A [3] y el palmitato de la argentatina B [4] no fueron toxicos a los
macrofagos, sin embargo no inhibieron la produccion de 6xido nitrico. Estos hallazgos
indican que al incrementar la lipofilicidad de los triterpenos ensayados, éstos muestran
una toxicidad menor a los macréfagos, aunque no inhibieron la producciéon de o6xido

nitrico.

Por otro lado, la 7-O-B-D-glucosil-acacetina [5], presento una inhibicion del 30 % en la
producciéon de o6xido nitrico y no mostrdé ser toxica los macréfagos. Mientras que su
derivado pentacetilado [6] resulto ser toxico a los macrofagos con una viabilidad del 56.78
%. Estos resultados indican que un aumento en la lipofilicidad de la flavona, aumenta la
citotoxicidad a los macréfagos. De manera general estos hallazgos indican que los
conjugados [4] y 5 fueron menos toxicos a los macrofagos que las argentatinas A y B.

Mientras que el derivado peracetilado [6] fue mas toxico a éstas células que la flavona [5].
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Este comportamiento de toxicidad puede verse reflejado en la citotéxicidad de células
cancerosas. Asi los conjugados [3] y [4] deberian ser menos toxicos que las argentatinas A

y B, mientras que el derivado acetilado [6] seria mas citotoxico que la flavona [5].

Grupo Concentracion de NO Viabilidad (%I)
(uM)
Control 15.14 100
Argentatina A (1) 13.30 63.00
Dipalmitato de Argentatina A (3) 16.86 99.03
Argentatina B (2) 12.20 53.03
Palmitato de argentatina B (4) 15.26 96.3
7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina (5) 10.6 100
pentacetil 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina (6) 9.26 56.78

2.3. Citotoxicidad en lineas celulares por las argentatinas [1] [2] y la 7-O-B-
D-glucosil-acacetina [5] y sus derivados acilados [3] [4] [6].

Los resultados de la determinacion citotoxica de los compuestos [1], [2], [3], [4], [5] ¥ [6] en
varias lineas de cédncer humano, se muestran en la tabla 6. En general se observa que los
conjugados [3] y [4] son menos toxicos que las argentatinas [1] y [2], resultado que esta de
acuerdo con la toxicidad a los macrofagos, previamente determinada en el ensayo de
producciéon de 6xido nitrico en macréfagos activos con LPS. Por el contrario el derivado
peracetilado [6] no mostr6 ser mas toxico que la flavona [5], resultado contrario a la
toxicidad a los macrofagos, en el ensayo de produccion de 6xido nitrico, donde [6] resulto

ser mas toxico a éstas células que la flavona [5].

% de inhibicién del crecimiento (50 pM)
Compuesto PC-3| U251 | HCT-15 | K562 | SKUL | MCFE7
Argentatina A (1) 20.2 | 27.3 31.70 38.6 0.0 26.6
Dipalmitato de argentatina A (3) 14.7 | 54.0 37.69 86.9 19.2 2.98
Argentatina B (2) 33.4 | 36.4 24.14 79.4 0.0 31.39
Palmitato de argentatina B (4) 23.2 | 6.7 11.40 17.3 7.27 39.8

Lineas de cancer humano: colon (HCT-15), mama (MCF-7), SNC células glia (U-251), prostata
(PC-3) pulmén (SKUL) y leucemia promielocitica (K-562)
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% de inhibicién del crecimiento (50

Compuesto LM)

7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina (5) 3741 27.5 | 55.10 42.6 52.5 29.3
pentacetil 7- O-B-D-glucopiranosil-acacetina | 29.9 | 25.9 0 17.2 66.6 26.1
(6)

Lineas de cédncer humano: colon (HCT-15), mama (MCF-7), SNC células glia (U-251), prostata

(PC-3) pulmén (SKUL) y leucemia promielocitica (K-562)
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VI. CONCLUSIONES.

VI. CONCLUSIONES.
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CONCLUSIONES

En general las propiedades antiinflamatorias y citotoxicas de los conjugados [3] y [4] fueron
menores que aquellas de los triterpenos [1] y [2] respectivamente. Estos hallazgos indican
que un aumento de la lipofilicidad en los compuestos [3] y [4] no mejoran su perfil
antiinflamamtorio ni citotoxico, en comparacion con los triterpenos originales [1] y [2]. Esta
disminucion de las propiedades biologicas, posiblemente se deba a que el éster formado no
es metabolizado por la célula impidiendo de esta manera la acciéon de las argentatinas, no
obstante, de que estos conjugados posiblemente atraviesen la membrana celular con mayor

facilidad.

Por el contrario, el peracetilado [6] mostré una mayor actividad antiinflamatoria que la 7-
O-B-D-glucopiranosil-acacetina [5], posiblemente debido a que atraviesa con mayor facilidad
la epidermis del animal de prueba. También, mostré6 una mayor toxicidad a los macréfagos
en la prueba de inhibiciéon de la produccién de 6xido nitrico, citotoxicidad que no se vio
reflejada en la prueba de inhibicion de crecimiento de lineas de céncer humano flavona

original [5].

En conclusion, los conjugados [3] y [4] no presentaron actividades biologicas superiores a los
triterpenos originales [1] y [2], posiblemente a que el éster formado no es metabolizado por
las células impidiendo con esto la accidén biolégica de las argentatinas. Por el contrario, el
compuesto peracetilado [6] mostré un mejor perfil de actividad antiinflamatoria que la
flavona original. Debido, posiblemente, a que [6] atraviesa con mayor facilidad que [5] la

epidermis de los animales de prueba.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.

AcOEt acetato de etilo

AINES antiinflamatorios no esferoidales

AMPc monofosfato ciclico de adenosina

°C grados centigrados

BC-DEPT espectros de engrandecimiento de transferencia

polarizacién de menor distorsién de "C

cc cromatografia en columna

ccf cromatografia en capa fina

CDCl, cloroformo deuterado

CHCI, cloroformo

CH,CI, cloruro de metileno

COX ciclooxigenasa

) desplazamiento quimico

€ coeficiente de extincion molar
DMEM medio de cultivo modificado duilbecco “s
DMSO sulfoxido de dimetilo

%EIL porcentajes de inhibiciéon del edema
EM espectrometria de masas

ERN especies reactivas derivadas de nitrégeno
ERO especies reactivas de oxigeno

EtOH etanol

FNT-[J factor de necrosis tumoral tipo alfa
GCs glucocorticoides

HCT-15 lineas celulares cancerosas de colon
Hex Hexano

Hz Hertz

INC Instituto Nacional de Céncer

1P intraperitonial

1L-O interleucina 1 tipo beta

K562 lineas celulares cancerosas de
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L-Arg
LO
LPMN
LPS
MCF-7
MeOH
NF kB
NO
NOHLA
IR

PAF
PAL
PC-3
PEP
PGG,
PGH,
PGI,
PKC
ppm
RMN 'H
SNC
SKUL
SRB
TMS
TPA
U251

L-arginina
lipooxigenasas
leucocitos poliformonucleares
lipopolisacarido
lineas celulares cancerosas de mama
metanol
factor de activacion nuclear tipo kappa B
6xido nitrico
N’-hidroxi-L-arginina
espectrofotometria de infrarrojo
masa respecto de la carga
factor activador de plaquetas
fenilalanina amoniolias
lineas celulares cancerosas de prostata
eritrosa 4-fosfato con el fosfoenolpiruvato
prostaglandina G,
prostaglandina H,
prostaciclina
proteina c kinasa
partes por millon
resonancia magnética nuclear protonica
sistema nervioso central
pulmoén
Sulforhodamina B
tetrametilsilano
acetato de tetradecanoilforbol

lineas celulares cancerosas de células glia
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