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Resumen

La inflamacion es un mecanismo de defensa del organismo, se presenta como respuesta a estimulos
de diversa naturaleza, se caracteriza por dolor, enrojecimiento e hinchazén, por otra parte el cancer
es una de las enfermedades con mayor impacto en las ultimas décadas; en México es la segunda
causa de muerte. Actualmente se sabe que la inflamacién crénica esta involucrada en varios pasos
que de la tumorigenesis, incluyendo la transformacién celular, promocién, sobrevivencia, proliferacion,
invasiéon angiogenesis y metastasis. Para el tratamiento del cancer se utilizan un gran numero de
terapias como quimioterapia, radioterapia, quirdrgicos, entres otros. Una de las fuentes de principios
activos mas importantes dentro de la farmacéutica son los metabolitos secundarios producidos por las

plantas y animales.

La familia Cactaceae es una de las mas importantes en México dentro de esta se encuentra el género
Stenocereus del cual se han aislado triterpenos; los cuales poseen propiedades antiinflamatorias y
citotoxicas. Por lo anterior en esta investigacion se realizd es estudio fitoquimico y la evaluacion de la
actividad antiinflamatoria y citotéxica de extractos organicos y de algunos metabolitos aislados de

Stenocereus zopilotensis.

De los extractos organicos de S. Zopilotensis se aislaron tres compuestos, los cuales fueron
identificados como peniocerol, Ester del 3-O-D-glucopiranosil 28-O-B-glucopiranosil(1—4)a-L-

ramnopiranosil acido oleandlico y acido oleandlico”

Por otra parte, tanto el extracto de las partes aéreas (SZPAM) y el de las raices (SZR) mostraron

actividad antiinflamatoria asi como actividad citotéxica moderada en 5 lineas de cancer humano.

De acuerdo con los resultados del estudio quimico de S. zopilotensis podemos concluir que esta
especie sintetiza principalmente triterpenos y glicsidos al igual que otras especies del mismo género.
El peniocerol se aisla por primera vez en una especie del género Stenocereus, asi mismo cabe
sefialar que el Ester del 3-O-D-glucopiranosil 28-O-B-glucopiranosil(1—4)a-L-ramnopiranosil acido

oleandlico constituye una nueva molécula que se aisla por primera vez de una fuente natural.



Introduccion.

1. Inflamacion.

La inflamacion forma parte de los mecanismos de defensa del organismo, como respuesta a
estimulos de naturaleza diversa. Entre los que se cuentan, los traumatismos mecanicos, el contacto a
productos quimicos, las lesiones provocadas por procesos isquémicos asi como los procesos
patologicos provocados por microorganismos como virus y bacterias y los autoinmunes.

La inflamacién se localiza generalmente en el tejido conectivo, en donde ocurre la degeneracién 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 penetran en el espacio intersticial y emigran
hacia la zona dafada.

A nivel macroscopico, el proceso se manifiesta por la presencia de eritema, edema, calor o dolor.
Estas expresiones clinicas fueron sefialadas como los signos cardinales de la inflamacion por Celso
en siglo | d. C. Posteriormente en el siglo XIX Virchow adicioné la pérdida de la funcion tisular
(Nathan, 2002).

1.1 Inflamacién aguda y crénica

El proceso de inflamacion puede ser agudo o crénico. La inflamacion aguda se caracteriza por ser
inmediata y de corta duracion. Por otro lado, la inflamacion cronica es de mayor duracion y se
caracteriza por una sintomatologia del proceso inflamatorio poco evidente. (Espinos et al; 2004).

La inflamacion aguda contribuye con la neutralizacion de infecciones locales y la promocion de la
accion del sistema inmune. La respuesta aguda es controlada por mediadores celulares y
moleculares. Los componentes celulares incluyen células endoteliales, eosindfilos, neutrdfilos,
monocitos-macréfagos, mastocitos-basdfilos, linfocitos y plaquetas.

La inflamacién crénica es una respuesta prolongada con evidentes signos de inflamacién activa y
notable destruccién tisular. Situacion patolégica donde de manera simultdnea y descontrolada
funcionan los mecanismos de aislamiento, destruccion y eliminacién xenobidtica asi como la
reparacion del tejido dafiado.

La evolucion persistente e incontrolada de la inflamacion constituye el origen de una variedad de
enfermedades, como reumatismo, asma, esclerosis multiple, arterosclerosis, osteoporosis, cancer y

otras. Por lo tanto, la regulacién de los mecanismos celulares y moleculares de la inflamacion resulta
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de gran interés terapéutico (Nathan, 2002). Los mediadores de la inflamacion crénica comprenden
las proteasas plasmaticas, asi como algunos mediadores lipidicos como las prostaglandinas, los
leucotrienos y el factor activador de las plaquetas. También participan varios neuropéptidos, aminas
vaso activas, especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno asi como algunas citocinas (Espinos et al;
2004).

2. Cancer.

2.1 Definicion.

Una de las maneras mas faciles de definir a este padecimiento es la propuesta por la Sociedad
Americana de Cancer (American Cancer Society), la cual enuncia que el cancer es un grupo de
enfermedades caracterizadas por un crecimiento descontrolado de células que no responden a los
controles de crecimiento y diferenciacion las cuales se dispersan a través de todo el organismo.

Asi, se puede entender al cancer como un proceso de crecimiento tisular producido por la
proliferacién continua de células con capacidad de invasion y destruccién de otros tejidos.

El cancer, que puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal, no es
una enfermedad Unica, sino que en realidad es un conjunto de enfermedades que se clasifican en
funcién del tejido y célula de origen (Gibbs, 2000).

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
suscitd su inicio (Cotran y Cols., 1995). De manera formal, una neoplasia no constituye un cancer
hasta que presente metastasis. Las neoplasias malignas tienen la capacidad de sufrir metastasis y
formar tumores secundarios.

Una caracteristica del cancer es la alteracion en los mecanismos de control que regulan la
proliferacion y diferenciacion de las células (Katzung, 1999). Dichos cambios son el resultado de
anomalias génicas que puede aparecer por la mutacion de un grupo especifico de genes. De manera
natural varios de estos genes actuan suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y su

pérdida o inactivaciéon da lugar a una division celular acelerada (Gibbs, 2000).



2.2 Inflamacién y cancer

La percepcion de que el proceso de inflamacion, puede causar cancer no es nueva. En 1863 Virchow,
hipotetizd, que el origen del cancer se encuentra en sitios de inflamacion crénica, en parte su
hipotesis se baso, en que algunas clases de irritantes junto al tejido dafiado, da como resultado la
inflamacién y el aumento de proliferacion celular (Aravena, 2007).

La proliferacion celular es un proceso rico en células inflamatorias, que hace que aumenten los
factores de riesgo, activando el estroma y causando un dano prominente al ADN, ya que estos
promueven riesgos de neoplasia (Aravena, 2007).

Se conoce que los procesos infecciosos generalmente generan inflamaciones, muchas veces,
cronicas. Hoy en dia es conocido que varios tumores tienen un origen infeccioso. Generalmente el
patdgeno es el responsable de establecer la infeccién crénica, causando una persistente respuesta
inflamatoria. Asi por ejemplo, el Helicobacter pylori es un factor de riesgo para el cancer de
estomago, o el virus del herpes en cancer cervical y esquistosomas en cancer de vejiga. Continuas
irritaciones tales como, asbestos, silica y fumar cigarrillos también incrementa la probabilidad de
desarrollar cancer bronquial (Aravena, 2007).

Recientemente se ha sefalado el papel que desempefa, en los procesos inflamatorios y cancerosos,
el factor de necrosis (NF-kB), una proteina que es activada por estimulos inflamatorios. La activacion
de este factor de trascripcion desencadena la actividad de enzimas como la oxido nitrico sintasa
inducible, o la disminucién de enzimas pro-apoptoticas bcl2 entre otras, lo que privilegia el aumento y
sostenimiento de la inflamacién y el surgimiento de neoplasias (Karin, 2006).

Por lo tanto, la inhibicién o atenuacion de procesos inflamatorios puede ayudar en los tratamientos de

cancer.

2.3 El cancer como problema de salud publica.

El cancer constituye una de las principales causas de muerte de la humanidad. Anualmente son
diagnosticadas mas de 10 millones de personas con este padecimiento, de las cuales, 6 millones
mueren, representando el 12% del las muertes a nivel mundial y se estima que para el 2020 el
numero de nuevos casos se incrementara en un 50% (Klug y Cummings, 1999). Por lo anterior, el
cancer constituye un problema de salud a nivel mundial ocupando un lugar de especial importancia
en los programas de salud publica, asistencia médica, prevencion e investigacion (Chabner, 2005).

En México, segun los registros de la Secretaria de Salud, desde 1990 el cancer ocupa el segundo
lugar como causa de muerte (Sistema Epidemiolégico y Estadistico de las Defunciones, 2001). En el

ano 2002, el cancer provocé 58,599 defunciones en el pais. En el caso de los varones, el numero de



fallecimientos por este padecimiento represent6 11.2% de las muertes. Mientras que en las mujeres,
correspondi6 al 14.7%. Sin embargo, es alarmante el hecho de que para el grupo de mujeres entre 35

y 64 afios de edad, el cancer constituye la primer causa de muerte a nivel nacional (INEGI, 2005).

2.4 El tratamiento del cancer.

Por su etiologia, se sabe, que el cancer se desarrolla de manera muy particular en cada paciente. Asi
para el tratamiento de este padecimiento se debe tomar en cuenta lo anterior, hoy en dia, se tratan de
establecer terapias individuales en las cuales se combinan los procedimientos quirdrgicos con

regimenes de radioterapia y de quimioterapia (Chabner, 2005).

2.4.1 Quimioterapia.

Aunque existen algunos antecedentes histéricos que sustentan el 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 utilizd para tratar a un paciente con leucemia (Parra 2005). Sin embargo, la
guimioterapia moderna inicio en la década de los afios de 1940. Los resultados de las autopsias de
las victimas de los gases mostazas, armas quimicas utilizadas en la segunda guerra mundial,
indicaron que la mayoria presentaban una hipoplasia linfoide generalizada asi como mielosupresion.
En 1942 L. Goodman y A. Gilman fueron reclutados por el departamento de defensa de los Estados
Unidos con el fin de evaluar el potencial terapéutico de esta serie de toxinas desarrolladas para la
guerra quimica. Asi, tomando en cuenta los datos obtenidos por las autopsias, Goodman y Gilman
propusieron que en dosis bajas, de un agente similar podria causar una regresion de un tumor
linfatico. Después de evaluaciones exitosas en ratones, el cirujano G. Lindskog trato a un paciente
que sufria de un linfoma del tipo no-Hodgkin con la mecloroetamina, una mostaza nitrogenada. No
obstante, que se produjo una remisién del tumor por algunas semanas, este continué su crecimiento
hasta la muerte del paciente. A pesar de este resultado, se establecid por primera vez que la
administracion sistematica de algunos farmacos puede inducir la regresion de tumores cancerosos.
Estos derivados nitrogenados se caracterizan por su habilidad alquilante, propiedad que permite su
desarrollo para el uso clinico (Chabner, 2005).

En 1955 en los Estados Unidos de América, se autorizd la creacidon del Centro de Servicio Nacional
de la Quimioterapia de Cancer en el Instituto Nacional del Cancer. Desde entonces se han aprobado

mas de 30 farmacos para el uso en el tratamiento de los pacientes con enfermedades malignas



(Chabner, 2005). Algunos de estos farmacos, curan a la mayoria de los pacientes con
coriocarcinoma, cancer testicular, leucemia linfocitica aguda y diversos tipos de linfomas.

El tratamiento combinado de farmacos antineoplasicos, mejora la respuesta farmacoldgica en
pacientes con cancer de ovario o con leucemia mielocitica aguda, aunque, la tasa de curacién
alcanza solo es del 10 al 20%. Desafortunadamente, otros tipos de cancer son menos susceptibles al
tratamiento quimioterapéutico.

Uno de los usos terapéuticos mas frecuentes de los farmacos antineoplasicos es su empleo como
adyuvantes. Para ello, los farmacos se administran antes (neoadyuvante) o después del tratamiento
definitivo (cirugia o radioterapia).

En el siguiente cuadro, se nombran algunos de los agentes antineoplasicos mas representativos.

Agentes alquilantes y de unién a ADN

Antimetabolitos

Mecloroetamina
Melfalan
Ciclofosfamida e Ifosfamida
Clorambucil
Busulfan
Nitrosoureas
Cisplatino y carboplatino
Dacarbacida y Procarbacida

Mitomicina C

Antibioéticos
Actinomicina D
Doxorrubicina, daunorrubicina

Epirrubicina, Bleomicina

Diversos
L- Asparaginasa

Hidroxiureas

Metotrexato
5-Fluorouracilo
Arabindsido de citosina
Gemcitabina
6- mercaptopurina y 6-tioguanina

2-clorodesoxiadenosina

Compuestos de origen natural y/o sus

derivados

Vincristina, Vinblastina

Vinorelbina, Etopdsido, Tenipdsido
Paclitaxel, Docetaxel
Derivados de la camptotecina
Hormonas
Glucocorticoides
Tamoxifeno
Agentes progestacionales

Agentes antiandrégenos

Cuadro 1. Clasificacién de agentes antineoplasicos segin su mecanismo de accidon o su origen

(Moore y Goldenberg en Kalant y Roshlau, 1998).



2.5 Plantas medicinales en México.

Desde su aparicion en la tierra el hombre requirié de los recursos naturales para su sobrevivencia. Su
relacién con la naturaleza se fue estrechando y pronto descubrié los caminos para vincularse con su
entorno, y las plantas y los animales empezaron a formar parte del mundo. En ellos encontro la base
de su alimentacion y la principal fuente de los remedios para sus males.

Una larga experiencia le permitié6 comprobar, en el caso de las plantas, sus propiedades curativas, y a
partir de ese momento pudo ir dando forma a lo que hoy se conoce como medicina tradicional (Cragg
et al; 2005).

Desde tiempos prehispanicos, en México, existe una fuerte tradicion en el uso de las plantas con fines
terapéuticos, constituyendo un rasgo cultural de la sociedad mexicana. (Martinez, 1996). En el pais
existen aproximadamente 26,000 especies vegetales y se tienen registradas aproximadamente 5000
especies con atributos medicinales (15% de la flora total). Sin embargo, se considera que en México y
el mundo, la validacion quimica farmacoldgica y biomédica solo se ha llevado a cabo en 5% de las
especies medicinales (Bellucci, 2002).

Adicionalmente, México es considerado como un pais megadiverso lo cual le confiere un interés muy
especial en el aspecto biolégico y etnografico. La diversidad de unidades climaticas que presenta,
origina una riqueza de flora, fauna y micologia variada. Aunada a esta diversidad, también persiste,
en la sociedad, un conocimiento tradicional en sus distintas regiones geograficas por el que
prevalecen conceptos, tecnologia y formas de vida que contienen conocimientos ancestrales que se
manifiestan principalmente en grandes nucleos de la poblacion tanto rural como urbana (Cragg et al;
2005).

2.6 Principios activos de origen natural.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima, que en el afio 2008, aproximadamente el 80% de
la poblacién mundial utilizo la medicina tradicional en sus cuidados de salud. Adicionalmente, se
calcula que los productos naturales representan alrededor del 50% de los farmacos de uso clinico en
paises desarrollados y de estos el 25% derivan de plantas superiores.

El aislamiento de compuestos anticancerosos de origen natural se ha efectuado a partir de diferentes
estrategias. Una de ellas es tomar en cuenta los antecedentes etnomédicos de las especies bajo
estudio. Otra es el tamizaje, utilizando una prueba biolégica como la citotoxicidad a lineas de cancer
humano, y la evaluacion directa de estructuras novedosas.

Debido a que en la practica tradicional es dificil distinguir entre un proceso inflamatorio y un desarrollo



canceroso, la busqueda de especies con probados antecedentes etnomédicos anticancerosos no es
facil. Sin embargo, en 1982, Hartwell informé6 de aproximadamente 3000 especies con antecedentes
etnomédicos se habian referido como anticancerosas (Harwell, 1982).

En la medicina popular de diversas regiones del mundo se describen las propiedades beneficiosas de
la "vinca" (Vinca rosea Sin. Carthantus roseus), una especie de mirto (Figura 1). Esta especie habia
sido referida como hipoglucemiante, sin embargo, cuando se estudiaron sus efectos farmacoldgicos
se encontré que provoca granulocitopenia y depresion de la medula ésea de la rata. Investigaciones
posteriores demostraron que algunas fracciones de alcaloides de esta planta tenian actividad contra
la neoplasia linfocitoca murina. El estudio quimico permiti6 el aislamiento de cuatro alcaloides
diméricos activos, vinblastina, vincristina, vinleurosina y vinrosina. Los dos primeros, se convirtieron
en agentes clinicamente importantes para el tratamiento de leucemias, linfomas y cancer testicular

(Figura 2) (Calabresi y Chabner en Harman et al; 1996; Cragg y Newman, 2005).

Figura 1. Flor de Catharanthus roseus Vinblastina R=CH; Vincristina R=CHO
Figura 2. Estructura quimica de vincristina
y vinblastina

Las actividades biolégicas de los alcaloides de la vinca se explican por su capacidad de ligarse
especificamente a la tubulina y bloquear la facultad de dicha proteina para polimerizarse en
microtubulos. Asi, la vinblastina se une a las subunidad p de los dimeros de tubulina a una regién
denominada "dominio de unién Vinca". La unidn de la viblastina a la tubulina soluble es rapida y
reversible. De manera importante, la vinblastina induce cambios conformacionales en la tubulina que
hace que esta proteina se autoasocie (Jordan y Wilson, 2004).

Asi mismo la vinblastina también se une directamente a microtubulos disminuyendo la dinamica de
los mismos. Como consecuencia se previene la formacion del huso mitético y se reduce la tensiéon de

los cromosomas en la region cinetocérotica (Jordan y Wilson, 2004).



La especie Podophyllum peltatum (Figura 4) se empled como remedio popular por los indigenas de
América y los primeros colonizadores por sus efectos eméticos, catarticos y antihelminticos. A partir
de esta planta, se aislo la pidofilotoxina, partir de la cual se obtuvieron los glucésidos semisintéticos,
el etoposido y el tenipdsido (Figura 3), los cuales tienen aplicacién en el cancer testicular y el
carcinoma de células pequefas de pulmoén (Mann, 2002).

El etdéposido y el tenipdsido, forman un complejo ternario con la topoisomerasa Il y el ADN. La
formacion de dicho complejo ocasiona rupturas en el ADN que conlleva a la detencion del ciclo y

posterior muerte celular (Mann, 2002).

Etopdsido,
R:CH3
Tenipodsido,
R=

CH; ©OH CH,

Figura 3. Estructuras quimicas del tenipésido Figura 4. Flor de Podophyllum

y etopésido. peltalum.

Como resultado de la evaluacion de las propiedades citotoxicos de cientos de extractos de especies
vegetales por el Instituto Nacional del Cancer (EUA), en los afios sesenta, se logré el descubrimiento
de un potente diterpeno nombrado paclitaxel (Newman, 2003). Este compuesto, se aisl6 a partir de la

corteza de arbol milenario conocido como tejo del Pacifico (Taxus brevifolia) (Figura 5).

El paclitaxel (Figura 6) estimula la formacién de microtubulos a bajas temperaturas y en ausencia de
guanosin trifosfato (GTP). Especificamente, el paclitaxel, se une a las subunidades de B-tubulina de
los microtubilina y al parecer antagoniza el desensamble de esta proteina citoesquelética, induciendo

estructuras aberrantes de microtibulos. En consecuencia, el ciclo celular se detiene en la mitosis



(Jordan y Wilson, 2004). En 1993, se aprobd el uso de paclitaxel para el tratamiento de cancer
ovarico refractario a cisplatino y ha tenido actividad promisoria contra lo cancer de mama, pulmones,
es6fago cabeza, y cuello (Jordan y Wilson, 2004). El paclitaxel es sin duda, el compuesto
anticanceroso mas vendido en el mundo. En el 2000, las ganancias por la venta de este compuesto
superaron 1500 millones de ddélares (Mann, 2002).

Figura 5. Taxus brevifolia Figura 6. Estructura quimica del paclitaxel

-~ - . -

Otros compuestos con importancia clinica son la camptotecina y sus derivados, el irotecano y le
topotecano. Asi como la homoharringtonina, la elipticina y su derivado, el eliptinium este ultimo

empleado en Francia para el tratamiento del cancer de mama (Newman, 2003) (Figura 7).
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Campotecina

HO
CHj,
_CH3
% ol
N =
H
CHj3
Eliptinium

CHj
QL

Topotecano

Homoharringtonina

O Irotecano

Figura 7. Algunos compuestos de origen natural y derivados con importancia clinica en el tratamiento

de cancer.
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Aunque los compuestos antes mencionados son los de mayor importancia clinica, existe una gran
cantidad de metabolitos estructuralmente diversos, con probada actividad contra lineas celulares de
cancer. Es posible encontrar en cada grupo de metabolitos secundarios algun representante con
propiedades anticancerosas. Algunos de estos grupos son las cumarinas, los flavonoides, los
sesquiterpenos, los diterpenos y los triterpenos. Los mecanismos de accién, responsables de la
actividad citotoxica de estos grupos de compuestos, son diversos (Newman, 2003).

Sin duda, las plantas y microorganismos continuan siendo una fuente invaluable de sustancias
bioactivas. Asi, en el 2000, se estimé que aproximadamente el 53% de los farmacos en estudios
clinicos correspondia a metabolitos secundarios y sus derivados 0 a compuestos obtenidos a partir de

un farmacoforo de un producto natural (Newman, 2003).

2.7 Triterpenos como posibles agentes anticancerosos potenciales

Los triterpenos constituyen un grupo importante de metabolitos secundarios los cuales presentan una
gran diversidad estructural. Se estiman cerca de 200 tipos de esqueletos triterpenicos, los cuales
poseen una amplia distribucién en el reino vegetal.
El estudio sistematico de plantas con antecedentes etnomédicos, ha conducido frecuentemente al
aislamiento de diversos triterpenos biodinamicos. Asi, se conocen antioxidantes, antiinflamatorios,
hepatoprotectores, cardioprotectoes, antagonistas de los receptores de estrogeno, antiproliferativos,
citotoxicos en lineas de cancer humano, antiangiogenicos y proapoptoticos.
Hasta la fecha, se han descrito mas de cien triterpenos con actividad citotoxica. La variedad
estructural de estos metabolitos secundarios es diversa ya que se han aislado ursanos, oleananos,
cicloartanos, lupanos, asi, como quinonas metiluricas. Los compuestos referidos mas frecuentemente
en la literatura pertenecen a los dos primeros tipos (Setzer y Setzer, 2003).
Por otro, lado se han encontrado extractos organicos con actividad citotoxica en un gran numero de
lineas de cancer humano. (Setzer y Setzer, 2003). Por ejemplo, el extracto etandlico de las hojas de
la especie Perilla frutescens, mostré tener actividad citotdxica. El estudio fitoquimico de este extracto
permitié el aislamiento de triterpenos que demostraron tener actividad antinflamatoria en el modelo de
TPA (13- acetato 12-O-tetracaidoforbol). Asi como actividad antitumoral utilizando DMBA (7,12-
dimetilbenz(a)antraceno) como iniciador y TPA como promotor. Ambos ensayos fueros realizados en
raton (Banno, 2004).
Por otro lado, se han estudiado distintos extractos organicos de especies del género Stenocereus y
algunas otras especies de la familia Cactaceae. Los resultados mostraron que estos extractos poseen
propiedades antiinflamatorias inducida por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecailforbol), (Kinoshita,
1998)
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Tomando en cuenta lo anterior, nuestro grupo ha realizado una busqueda sistematica de extractos y
metabolitos secundarios de origen vegetal con propiedades antiinflamatorias y citotoxicas (Martinez-
Vazquez et al 2001, 2007, Parra-Delgado et al 2005, 2006). En el presente trabajo se informa de los
resultados, las propiedades antiinflamatorias y citotoxicas de extractos organicos de Stenocereus
zopilotensis (Arreola y Terrazas, 2004) una nueva especie del género Stenocereus de la familia de las
Cactaceas.

Hasta la fecha, diversas investigaciones han demostrado que el acido oleandlico posee actividad
citotoxica sobre diferentes lineas celulares de cancer (Setzer y Setzer, 2003). Ademas, este
compuesto induce la diferenciacion en lineas celulares de leucemia murina y humana. En la figura 8 y
en el cuadro 2 se muestran las estructuras quimicas y la actividad citotdxica de algunos triterpenos de

tipo oleanano.

Compuesto Clso(uM) Linea celular Referencia
o1 35.9 A549 Kim et al; 2000
27.2 SK-OV-3
40.5 SK-MEL-3
26.5 HCT15
02 168 HepG2 Selzer et al; 2000
03 35.7 KB Camacho et al; 2000
74.1 P-388
04 7.9 HCT-15 Rios et al; 2000
8.5 uisoO
11.6 KB
05 41 A549 Kim et al; 2000
38.9 SK-OV-3
41.9 SK-MEL-3
324 HCT-15
06 6.6 MDA-MB-231 Deng et al; 1999
o7 1.6 MDA-MB-231 Deng et al; 1999
08 2.6 A549 Kim et al; 2000
2.6 SK-OV-3
2.8 SK-MEL-3
2.9 XF498
2.8 HCT-15
09 4.91 KB Kashiwada et al; 1993
010 3.74 KB Kashiwada et al; 1993
o1 2.7 Ab549 Lee et al; 2000
2.1 HCT-15
3.9 MCF7
34 HT-1197
012 1 Ab49 Lee et al; 2000
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013

014

015

016

017

018

019

020

021

022

023

027

032

033
034

25.8

125
172

12.1
8.6
13.7

>4.3
>4.6
0.9

HCT-15
MCF7
HT-1197

A549
HCT-15
MCF7
HT-1197

A549
HTC-15
MCF7
HT-1197

MCF7
PC-3
HCT-15
MCF7
PC-3
HCT-15

KB
HT29

KB
HT29

KB
HT29

CEM
CEM/VLB
SW620
SW620/Ad-300

A2780

A2780

GLC4
COLO320

A549
HCT-8
P-388

KB
KB
KB

Lee et al; 2000

Lee et al; 2000

Yun et al; 1999

Yun et al; 1999

Chang et al, 2004
Chang et al, 2004
Chang et al; 2004

Ramachandran et al,
2003

Chaturvedula et al,
2002

Chaturvedula et al,
2002

Atopkina et al; 1999
Yamagishi et al; 1988
Ikeda et al; 1997

Ikeda et al; 1997
Ikeda et al; 1997

Cuadro 2. Actividad citotéxica de algunas triterpenos del tipo oleanano (Parra, 2006).

Se ha informado que los 3-p-cumaratos (cis y trans) del acido oleandlico son capaces de inhibir la

polimerasa del ADN (Syrovets, 2000).
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01, Ac. Oleandlico, R=H
02 Ac. 3-O-acetiloleandlico, R=H

H3C CHg

04 Ac. moronico O5 Ac. maslinico

HyC CH, HC,  CHs

‘s
‘7

07, remangilona C

HaC III//CH3
08, R= trans cafeato 09, Ry, R,=trans cumarato
010, R4, cis cumarato R,, trans cumarato

Figura 8. Algunos triterpenos del tipo oleanano con actividad anticancerosa (Parra, 2006).
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011, R= cis ferulato
012, R= trans ferulato
013, R= cis cumarato
014, R= trans cumarato

Ho? “CH,
016, R= cafeato

Hic? "CHy
020, amoorina

R-0

“CH,

015, R= cafeato

017, (23Z)-cumarol hederagenina,
R1=H, R2= cis cumarato

018, (23E)- cumarol hederagenina
R1= H, R2= trans cumarato

019, (3Z)- cumarol hederagenina
R1= cis cumarato R2=H

H3C CHj

Hic? “CH,
021, palmitato de B—amirina,
R=-CO(CH,)14CH;
022, acetato de B—amirina, R=Ac

Cont. Figura 8. Algunos triterpenos del tipo oleanano con actividad anticancerosa (Parra, 2006).



H3C R4

023, ginsenodsido-Ro R;= glc,-glucUA 024, olean-12-en-33,15a-diol,
R2= glc R1= Me, R2= H

025, olean-12-en-3f,24-diol,

R:= CH,OH, R2=H

026, olean-12-en-3f,15a24-triol,

R1= CHon, R2= OH

How ¥ CHs

027, Ac. Hiptatico 028, Ac. 3-O-acetil-a-boswélico

029, R= trans cumarato 031, zingibrésido R1
030, R= cis cumarato R= (Ac.-B-D-glucorénico)(Ac.-B-D-
glucurénico)’(B-D-glucopiranosil)

Cont. Figura 8. Algunos triterpenos del tipo oleanano con actividad anticancerosa (Parra, 2006).
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o OH H HO 0 oHy
00 OH
HO
OH H Ra
HO
OH
Ra

032, julibrésido | -O-gcl’
033, julibrésido Il -OH
034, julibrésido Il -NHAc

HO

(0] o 0
CHj
OH OH
HO HO 0o
2 HO
0O HO
OH OH
HO HO
HO OH

Cont. Figura 8. Algunos triterpenos del tipo oleanano con actividad anticancerosa (Parra, 2006).

El &cido oleandlico ha sido el punto de inicio para la obtencién de derivados para diversos fines. Las
primeras transformaciones realizadas en la década de los sesenta, se efectuaron con el fin de
obtener agentes antiinflamatorios novedosos. En 1984 Han y colaboradores, informaron de la sintesis
de 11-oxo derivados del acido oleandlico. Dichos derivados fueron concebidos como antiinflamatorios
corticomiméticos (Han et al, 1984).

Los descubrimientos obtenidos para algunos triterpenos del tipo oleanano hacen que este tipo de
compuestos junto con otros metabolitos secundarios, se consideren como promisorios para el

desarrollo de nuevos agentes antineoplasicos.
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3. Metabolitos Secundarios

Actualmente se sabe que la mayoria de los metabolitos secundarios cumplen funciones de defensa
contra predadores y patdégenos, actuan como agentes alelopaticos (que son liberados para ejercer
efectos sobre otras plantas), o para atraer a los polinizadores o a los dispersores de las semillas. El
reconocimiento de propiedades biolégicas de muchos metabolitos secundarios ha alentado el
desarrollo de este campo, por ejemplo en la busqueda de nuevas drogas, antibidticos, insecticidas y
herbicidas. Ademas, la creciente apreciacion de los altamente diversos efectos bioldgicos de los
metabolitos secundarios ha llevado a reevaluar las diferentes funciones que poseen en las plantas,

especialmente en el contexto de las interacciones ecoldgicas (Swain, 1973).

3.1 Caracteristica de los metabolitos secundarios

¢ Los metabolitos secundarios (MS) se caracterizan a grandes rasgos, por lo siguiente:

e Lagran heterogeneidad de su estructura quimica.

e Su distribucion restringida.

¢ Su formacién por medio de enzimas codificadas por material genético especial.

e EIl control estricto de su biosintesis, por medio de la regulacion de la cantidad de enzimas
involucradas y de la actividad de éstas.

e La compartimentacion de enzimas, precursores, intermediarios y productos involucrados en su
biosintesis, almacenamiento y desintegracién

e La expresion del metabolismo secundario como un aspecto de especializacién celular o de la
formacion de nuevas células especializadas que se integran en los programas de
diferenciacién y desarrollo del organismo productor.

e La importancia relativa para la célula sintetizadora como tal, y la mayor importancia para el
organismo como un todo.

e Lafalta de continuidad filogenética en muchos de ellos (Anaya, 2003).

19



3.2 Clases de metabolitos secundarios

Actualmente se conocen cientos de miles de MS, pero tal vez existan millones, y lo que es importante
recalcar, es que se siguen biosintetizando mas, gracias a las interacciones bidticas dentro y entre
especies y a la continua evolucion de los organismos. Entre los principales MS podemos citar:

» Compuestos alifaticos, carbociclicos y heterociclicos;

» Compuestos que contienen nitrégeno, fésforo y azufre;

» Compuestos saturados e insaturados;

* Glucosidos;

» Péptidos;

« Acidos hidroxamicos;

» Azometinas, que contienen grupos funcionales diversos: hidroxi, epoxi, ester, eter, amino, nitro,
carboxi (Anaya, 2003).

Estos grupos diversos de MS se forman durante los procesos biosintéticos de cambios simples en la
molécula de los precursores.

En un principio, se pensaba que la sintesis de MS estaba limitada a las plantas; superiores, pero muy
pronto se pudieron detectar este tipo de compuestos en los cultivos de microorganismos y en los
animales. La distribucién individual de los MS en los seres vivos, es restringida, la probabilidad de
que una via metabdlica se desarrolle independientemente durante la evoluciéon, en grupos diferentes
de organismos, disminuye a medida que aumenta su complejidad. Por lo tanto, los MS con
estructuras quimicas complicadas son importantes desde el punto de vista taxondmico.

La importancia metabdlica de algunos compuestos secundarios puede ser importante, pero también,
que su utilizacion es variable, lo cual hace dificil la comprensién de su “razén de ser”; por ejemplo, el
mismo compuesto que en un grupo de organismos tiene un papel hormonal, y es por lo tanto, muy
importante, en otros organismos no tiene efectos fisioldgicos aparentes.

A medida que se avanzd en su descubrimiento y estudio, se pudo constatar que entre los MS
podemos encontrar grupos de presencia y distribucion mas constante. Se ha comprobado que en
ellos, el control genético es determinante, y su biosintesis es mas o menos especifica en algunos
grupos de plantas. En los afios 70 se comprobd que los MS eran una expresion de la especializacion
celular y que ésta constituida la base de su heterogeneidad quimica. Lo cual explicaba también la
distribucién restringida de algunos de ellos, y el hecho de que el organismo productor se beneficiaba
mas de su existencia que la propia célula productora. La especificidad en su produccion puede
incluso determinar que en los diferentes 6rganos de una sola planta, se encuentre una gran variacion
en el contenido de MS.

A pesar de una cierta especificad en la produccion de MS en los organismos, en la mayoria de ellos
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pueden encontrarse dos similares. Esto hace su poner que los compuestos secundarios tienen de

una manen general, un origen similar en toda la materia viva (Anaya, 2003).

3.3 Clasificacion biosintética de los metabolitos secundarios

De acuerdo con Whittaker y Feeny (1971), los MS, con algunas excepciones, pueden clasificarse
desde el punto de vista biosintético en cinco grupos quimicos principales

1. Fenilpropano

2. Acetogeninas

3. Terpenoides

4. Esteroides

5. Alcaloides (Anaya, 2003).

3.4 Terpenoides

Este grupo de MS se produce a través de la via del acetato y estan formados por unidades de
isopreno (Cs Hg) n.

Su gran importancia como agentes de comunicacion quimica entre organismos, dentro y entre
especies, probablemente resulta de su volatilidad, combinada con la diversidad estructural tan
extraordinaria que poseen.

La dimerizacién del sesquiterpeno farnesol origina al escualeno, triterpenoide fundamental, fuente de
otros triterpenoides y de los esteroides. Existen pocas diferencias entre triterpenos y esteroides, por
lo que generalmente se consideran como un solo grupo de MS.

El colesterol y otros esteroides no son verdaderos triterpenos, en el sentido de que su estructura no
se apega al patrén C30. Poseen esqueletos C 27-29 (0 mas pequefios), pero estan correctamente
clasificados dentro del grupo de los triterpenos verdaderos ya que todos derivan del mismo precursor
C30, el escualeno (Anaya, 2003).
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4. Familia Cactaceae

La familia de las Cactaceas agrupa a plantas suculentas y en gran mayoria, espinosas, conocidas en
conjunto como cactus o cactos. Esta familia es exclusiva del nuevo mundo, lo que significa que son
endémicas del Continente Americano y las Antillas. Se cree que la colonizacion del Viejo Mundo por
algunas de estas especies es relativamente reciente (unos cuantos cientos de afos), probablemente
transportada en el tracto digestivo de pajaros migratorios en forma de semillas o en forma de plantas
adheridas a troncos impulsado por corrientes marinas. (Heinemann y Horst, 1980)

Esta familia ocupa el quinto lugar en diversidad, con alrededor de 55 géneros y 850 especies en el
ambito nacional (Rzedowski, 1983). México es el centro de diversificacion de cactaceas mas
importante, con un elevado indice de endemismos (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).
Hernandez y Godinez (1994) calculan que el grado de endemismos de las especies es del orden de
78% y de 73% a nivel de géneros, mientras que Arias (1993) estima que el endemismo a nivel de
géneros es de 35% y el de especies es de 84%; aunque las cifras difieren, ambos trabajos coinciden
en que el porcentaje de endemismos en México es muy alto. De las tres subfamilias, Cactoideae es la
que mas especies tiene y comprende aproximadamente 110 géneros (Mandujano, 2002).

La importancia de las cactaceas en la subsistencia y desarrollo diversas civilizaciones y tribus del
México antiguo quedo manifestado en diversos cédices. En estos documentos se plasmo el uso que
hacian estas tribus de las cactaceas, ya sea como alimento, para usos medicinales asi como
representaciones simbdlicas y en ceremonias religiosas (Batis, 2002).

Al igual que las suculentas, los miembros de la familia Cactaceae estan bien adaptados a la vida con
escasez de precipitaciones. Las hojas se han convertido en espinas, por lo cual, ademas de prevenir
la evaporacién del agua por transpiracion, sirven de defensa a la planta contra el ataque de

depredadores de esta especie (Azcédn, 2000).

4.1 Subfamilias

La familia Cactaceae comprende tres subfamilias de plantas perennes (es decir, que viven mas de
una estacion): Pereskioideae, Cactoideae y Opuntioideae (Britton y Rose, 1919- 1923; Bravo-Hollis,
1978).

4.2 Géneros

Hay mas de 200 géneros de cactus (alrededor de 2 500 especies), en su mayor parte estan

adaptadas a climas aridos (Heinemann, Horst 1980).
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4.3 Género Stenocereus

Stenocereus es el género de mas amplia distribucion de la tribu Pachycereeae de la familia
Cactaceae, incluye 23 especies de las cuales la mayoria son endémicas de México. A este taxén
pertenecen las plantas conocidas como pitayas, cuyos frutos se aprovechan para el consumo
humano. Todas habitan en el bosque tropical caducifolio y en el matorral xeréfilo del pais (Gibson y
Horak 1978).

En diferentes trabajos varia el nimero de especies incluidas en el grupo; Gibson et al. (1986) sefalan
que lo conforman nueve especies:

. beneckei (Ehrenb) Buxb

. chrysocarpus Sanchez-Mejorada

. fricii SAGnchez-Mejorada

. littoralis (K. Brandegee) L. W. Lenz

. montanus (Britton y Rose) Buxb

nu O L u u n

. queretaroensis (F. A. C. Weber) Buxb.,

S. quevedonis (J. G. Ortega) Bravo

S. pruinosus (Otto ex Pfeiff) Buxb.

S. thurberi (Engelm) Buxb.

S. zopilotensis (Arreola y Terrazas, 2004).

Mas tarde Gibson (1990) afiade a S. chacalapensis (Bravo et T. MacDoug.) Buxb. y S. martinezii (J.
G. Ortega) Bravo y excluye a S. friciiy S. pruinosus.

Arreola (2000) propone redefinir el grupo de aréolas morenas con base en los resultados de un
analisis filogenético e incluye unicamente siete entidades: Stenocereus beneckei, S. chrysocarpus,
S.martinezii, S. montanus, S. queretaroensis, S. quevedonis y S. thurberi. Estas especies conforman
un clado monofilético, a exclusion de S. chacalapensis, S. fricii, S. littoralis y S. pruinosus. Algunas de
las especies de Stenocereus con aréolas morenas no habian sido descritas en todas sus estructuras,
sobre todo las florales, y no existia material de referencia adecuado que permitiera compararlas, por
lo que a menudo se habian confundido entre ellas, en especial S. chrysocarpus, S. montanus y S.
queretaroensis (Nava y Terrazas, 2003). En cuanto a Stenocereus zopilotensis no se tienen registros
de sus usos antropologicos. En el cuadro 3 se muestran los distintos usos para algunas especies del

genero Stenocereus.
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Especie Tipo de uso Procedencia
Stenocereus beneckei 2,2,6 s
S. chacalapensis 1,2 S
S. chrysocarpus 1,2 s, m
S. eichlamii 1 s,m,c
S. fricii 1,2,4,6 S
S. montanus 1 s,m,c
S. pruinosus 1,2,6,7 s,m,c
S. queretaroensis 1,2,6 s,m,C
S. quevedonis 1,2,4,6 s,m,C
S. stellatus 1,2,3,5,6,7 s,m,c
S. standleyi 1,2,4,6 s.m.c
S. treleasei 1,2,4,6,7 s,m,c

Cuadro 3. Cactaceas columnares mesoamericanas.
Usos: 1 = frutos comestibles; 2 = forraje; 3 = bebida alcohdlica; 4 = semillas comestibles; 5 = tallos y
flores comestibles; 6 = cercas vivas; 7= lefia. Estatus cultural: s = silvestre recolectada; m = manejada

in situ; ¢ = cultivada. (Bravo-Hollis, H. 1978.)

4.4 Clasificacion taxonémica de Stenocereus zopilotensis

*Reino: Plantae
eDivision: Magnoliophyta
¢Clase: Magnoliopsida
*Orden: Caryophyllales
eFamilia: Cactaceae
eSubfamilia: Cactoideae
oTribu: Pachycereeae
eGénero: Stenocereus

eEspecie: Stenocereus zopilotensis (Arreola y Terrazas) (Figura 9).
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4.5 Caracteristicas taxonémicas de Stenocereus zopilotensis

eCactus columnar arborescente de 4 a 5m de altura.
eNumerosos talos verde claro, rectos, paralelos y juntos de 6 a 10 cm de diametro.
eTiene 7,8 6 9 costillas redondeadas y obtusas de aproximadamente 1cm.

eAreola de 5 a 6 mm y de 10 a 14 espinas blancas que se torna grises con la edad de 0.3 a 4.5

cm segun la posicion.

ePresentan floracion en junio-agosto con flores blancas de 5,6 6 7cm de longitud y 4 a 5¢cm de

diametro.

eoFrutos esféricos de 5 a 6cm de diametro que maduraran en los meses de agosto-septiembre.

(Arreola y Terrazas, 2004).

Figura 9. Stenocereus zopilotensis
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4.6 Quimica del género Stenocereus

La quimica de este género esta conformada por compuestos de tipo triterpeno como se muestra en

el cuadro 4.

Compuesto

Presente en Stenocereus

Estructura quimica

Ac. oleandlico

eruca, stellatus, hystrix, thurberi
longispinus, treleasi.

(Djerassi 1953, Djerassiy Lippman 1954)

Ac. betulonico

eruca, stellatus,
hystrix, griceus.

(Djerassi 1953, Djerassi y Lippman 1954,
Djerassi 1954)

H3C

CH,

Ac. machareico

eruca, stellatus

(Djerassi 1954)

Cuadro 4. Quimica presente en el genero Stenocereus
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Ac. querétaroico

queretaroensis,

benckey, quevedonis.

(Djerassiy Lippman 1954, Djerassi 1955)

dumortogenina

longispinus, dumortieri

(Djerassi 1954, Djerassi 1955)

Estalatogenina

eruca, stellatus,
treleasi

(Djerassi 1953, Djerassiy Lippman 1954,
Djerassi 1954)

Gumusogenina

gummaosus.

(Djerassi 1954)

H3C CH,
o}
CHsy =
CH
CH;® OoH
HO
H;C CHjy

Cont. Cuadro 4. Quimica presente en el genero Stenocereus

27




Longispinogenina

gummosus, hystrix, longispinus, griseus.

(Djerassiy Lippman 1954, Djerassi 1954)

CH,

H;C

CH3

CH,

OH

OH

Turberogenina

eruca, stellatus,
thurberi, longispinus, dumortieri.

(Djerassi 1953, Djerassi y Lippman 1954,
Djerassi 1954)

Stelatosido B

eruca

(Okazaki 2007)

Erucasaponina A

eruca

(Okazaki 2007)

Cont. Cuadro 4. Quimica presente en el genero Stenocereus

(Djerassi et al, 1953, Djerassi y Lippman, 1954, Djerassi et al ; 1954, Djerassi et al ; 1955, Okazaki

et al, 2007).
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5. Justificacion

Las plantas medicinales y sus extractos representan una alternativa en el tratamiento de diversas
enfermedades. De tal forma que en la actualidad varios farmacos son elaborados a partir de
metabolitos secundarios o incluyen moléculas de tipo natural. La aspirina, atropina, endrinal dioxina,
morfina, quinina, respina y tubocarina son ejemplos de estos farmacos (Anwarul y Atta-ur, 2005)

En México, la medicina tradicional se remonta desde tiempos prehispanicos lo que se ha traducido en
un gran conocimiento de la flora medicinal.

De acuerdo con estudios etnobotanicas, varias especies de la familia Cactaceae han sido usadas en
el desarrollo y subsistencia de diversas tribus de México antiguo, lo cual quedé manifestado en
diversos cddices. En estos documentos se plasmé el uso que hacian estas tribus de las cactaceas, ya
sea como alimento, o para usos medicinales. También, varias especies se utilizaron para
representaciones simbdlicas y ceremonias religiosas.

Dentro de las especies de la familia Cactacea se ubica Stenocereus zopilotensis, la cual
recientemente se ha incluido al género Stenocereus. Aunque es endémica y se ha mencionado que
esta en peligro de extincién. Como la mayoria de las especies de la familia, de S. zopilotensis no
existen informes acerca de la composicidén quimica asi como de su actividad biolégica.

Se ha reportado la existencia de una gran cantidad de metabolitos secundarios producidos por la
familia Cactaceae sin embargo, predominan los triterpenos. Se conoce que este tipo de metabolitos
secundarios presentan propiedades citotoxicas y antiinflamatorias. Del género Stenocereus se han
aislado compuestos de tipo triterpenoide con propiedades citotdxicas y antiinflamatorias, asi como
también bactericida, fungicida, antiviral, antialérgica, entre otras. Ejemplo de estos es el &cido
oleandlico el cual posee actividades citotoxicas y antiinflamatorias (Cantrell et al; 1996). Tomando en
cuenta lo anterior se realizé un estudio fitoquimico y farmacolégico de los extractos organicos de

raices y partes aéreas de Stenocereus zopilotensis.
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6. Hipotesis

De acuerdo con la literatura, se han obtenido extractos y compuestos con propiedades
antiinflamatorias y citotoxicas, de algunas especies de Stenocereus, entonces es
posible suponer que extractos y compuestos obtenidos a partir del Stenocereus

zopilotensis también presenten actividad antiinflamatoria y citotdxica.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotéxica de extractos organicos asi como de

algunos metabolitos secundarios aislados a partir de S. zopilotensis.

7.2 Objetivos particulares

e Obtener el extracto MeOH-CH,CI, (1:1) de la raiz de S. zopilotensis

o Obtener el extracto metandlico de las parte aéreas de S. zopilotensis.

e Determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos organicos de S.
zopilotensis en el modelo de edema inducido por el 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol (TPA), en oreja de raton.

o Determinar la actividad citotoxica de los extractos organicos de S. zopilotensis
en lineas de cancer humano U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7, SKUL-1,
mediante el ensayo de sulforrodamina B.

e Aislar e identificar, mediante métodos fisicos y espectroscopicos, algunos de

los metabolitos secundarios de los extractos organicos de S. zopilotensis
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8. Estrategia de trabajo

/ organicos

Extracto de las
partes aéreas
con metanol

\ Particion del extracto
metandlico con AcOEt y

Recoleccién de Stenocereus zopilotensis

y
Obtencioén de los extractos

n-Butanol

Extracto de la raiz con
metanol/diclorometano

(1:1)

> \ 4
Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria y citotdxica

\ 4

Separacion de los extractos por medio de
cromatografia en columna

A 4

Obtencidn de las fracciones mayoritarias y
evaluacion de su actividad antiinflamatoria y

A 4

Separacion y purificacion de los compuestos por
métodos fisicos y quimicos

y

Identificacion de los compuestos aislados
por métodos fisicos y espectroscopicos
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8.1 Materiales y métodos

Las cromatografias en columna (CC) se realizaron en columnas de vidrio de distintas
capacidades. Se utilizo gel de silice (Alugram malla 70-230 Merck) como soporte para
los distintos procesos cromatograficos.

Las cromatografias de capa fina se realizaron en cromatofolios de aluminio cubiertos
con gel de silice (DC Fertigplatter Sil G200, UV Merck de 0.2mm de espesor con
indicador de fluorescencia W254), como reveladores se emplearon una solucion de
sulfato cérico (Ce,SO,4) al 1% con (H,SO4) 2N; y una lampara de luz UV de 254 y
365nm (serie Cole Parmer 9815). La destilacion de las diferentes mezclas de
disolventes de las fracciones cromatograficas se realizaron a presion reducida en un
rotavapor Buchii 110.

Los espectros de absorcion infrarroja, se obtuvieron en los espectrofotometros Nicolet
modelo Magna 750 y Nicolet FT-IR5-5X. Las muestras se prepararon en mezcla con
KBr (pastilla) o en solucién de CHCIs. Las absorbancias se midieron en cm’”

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Fisher Johns y no fueron
corregidos. Los espectros de RMN"™ y C', se adquirieron en los equipos Varian-
Gemini 200, Unity 300.

8.2 Recolecta del Material Vegetal

Las partes aéreas asi como las raices de S. zopilotensis, estudiadas en este trabajo,
fueron recolectadas en el canon del zopilote, Guerrero el 10 de marzo del 2007. La
especie fue identificada por la Dra. Teresa Terrazas del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. Un ejemplar fue depositado en el Herbario
Nacional MEXU. El material fue fragmentado en pequefios trozos y secado en el

laboratorio a temperatura ambiente.

8.3 Obtencion de los extractos

Las partes aéreas secas se maceraron con metanol durante 24 h a temperatura
ambiente, repitiéndose tres veces el proceso. Con el fin de eliminar el material vegetal
las diferentes extracciones fueron filtradas. El disolvente se destilé a presion reducida,

mediante un rotavapor, obteniéndose el extracto metandlico. Una alicuota de 500 ml
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del extracto metandlico fue sometido a procesos de particion con acetato de etilo y con
n-butanol. La evaporacién de los disolventes permitié la obtencion de los extractos
respectivos. Por otro lado, la raiz se extrajo en una mezcla metanol/diclorometano
(1:1) durante 24 h a temperatura ambiente. El proceso se repitid tres veces, el

disolvente se elimino a presién reducida.

8.4 Fraccionamiento de los extractos organicos

El extracto metandlico de S. zopilotensis se separo por cromatografia en columna. Se
utilizé una columna abierta empacada con gel de silice y eluida con mezclas de
disolventes de polaridad ascendente, iniciando con hexano, siguiendo con mezclas de
hexano/AcOEt y terminando con MeOH. Las fracciones obtenidas fueron analizadas
por cromatografia en capa fina (CCF) y aquellas que mostraron el mismo patrén

cromatografico fueron reunidas.

8.5 Purificacion de los compuestos

Los compuestos impuros obtenidos de las fracciones cromatograficos fueron
purificados mediante cromatografia en placa preparativa, asi como por cristalizaciones

sucesivas por par de disolventes.

8.6 La identificacion de los compuestos

La identificacion de los productos aislados se llevo a cabo por la determinacién de sus
propiedades fisicas y el andlisis de sus datos espectroscépicos (IR, RMN 'H, C,
DEPT, HMBC).

8.7 Evaluacion de la actividad citotoxica

Para la determinacion citotéxica de los extractos y de los compuestos aislados, se
utilizaron las lineas celulares: HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), K-562 (leucemia), U-
251 (sistema nervioso central), PC-3 (prostata) y SKUL-1 (pulmén), provenientes del

Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (National Cancer Institute; NCI).

33



La citotéxicidad de los compuestos fue determinada en microcultivos, midiendo la
viabilidad y crecimiento celular indirectamente por el método de la sulforrodamina B de
acuerdo a los procedimientos validados por el NCI. La metodologia 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 yM. Las células se mantuvieron en incubacién en un
ambiente saturado de humedad en una atmosfera de 5% de CO, y a 37° C.
Posteriormente las células que se adhirieron a los frascos de cultivo, fueron removidas
suavemente con una solucion de tripsina-EDTA al 0.05% utilizando una pipeta. La
determinacion de la densidad y de la viabilidad de las lineas celulares se llevé a cabo
en un hematocitometro, utilizando la técnica por exclusion con azul de tripano. En
cuadro 4 se muestran las caracteristicas de las distintas lineas celulares.

Después de que se contaron las células, se hizo una dilucidn para obtener una
densidad adecuada. La suspensién celular se sembrd en placas de 96 pozos de 5000
a 1000 células viables segun los estandares propuestos por el NCI para cada linea
celular (Cuadro 5). Todas las lineas celulares se incubaron por un periodo de 24 horas

a 37 °C antes de adicionar los compuestos a evaluar.

Linea . _ Tiempo de Densidad del Cell/pozo
Tejido de origen o .
celular duplicacion (h) inoculo (Cel-mL) (100pL)
Sistema nervioso .
U-251 254 7.5 X10 7 500
central
PC-3 Prostata 28.7 7.5 X10* 7 500
HCT-15 Colon 18.1 10 X10* 10 000
Leucemia
K-562 19.0 5 x10* 5000
mioblastica cronica
MCF-7 Mama 20.1 5 x10* 5000
SKUL-1 Pulmoén 23.8 5x10* 5000

Cuadro 5. Caracteristicas de las lineas celulares

Tomando en cuenta las recomendaciones del Instituto de Cancer de los Estados

Unidos, los extractos fueron evaluados a una concentracion de 50 ug/mL solubilizados
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en dimetil sulféxido (DMSO), las disoluciones preparadas fueron depositadas en cada
uno de los pozos y estos fueron incubados por 48 horas a 37° C, en una atmésfera de
5% de CO, y 100% de humedad. El crecimiento y viabilidad celular se determiné
mediante la técnica de la sulforrodamina B.

Posteriormente a la incubacion, los cultivos celulares fueron fijados in situ con 50 pL
de acido tricloroacético frio (50% m/v) y se incubaron 1 hora a 4 °C. Transcurrido este
tiempo, se procedioé a desechar el sobrenadante y los cultivos se lavaron 5 veces con
agua desionizada. Posteriormente, a cada pozo se le adicionaron 100 pL de solucion
de sulforrodamina B (0.4% p/v en acido acético al 1%), después de 10 minutos el
exceso de sulforrodamina se removio lavando 5 veces con &cido acético al 1%.
Finalmente se obtuvo el botdn de células y se solubilizé con buffer tris, para determinar
su densidad 6éptica, la cual es inversamente proporcional al grado de citotoxicidad de
un compuesto de prueba y proporcional al crecimiento celular. Esta ultima se realizé
en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 515 nm (Lector de ELISA BIO-
TEK, ELx 808). El ensayo se llevo acabo deacuerdo a lo estipulado por el NCI. Los

compuestos de referencia fueron doxorrubicina y cisplatino.

8.8 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos asi como los metabolitos
aislados se realiz6 utilizando el método de induccion de edema por el 13-acetato de
12-O-tetradecanoilforbol (TPA), siguiendo la metodologia propuesta en 1994 por Della.
La disolucién de TPA, se prepard disolviendo 2.5 ug de 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol en 10 uml de etanol.

El compuesto a evaluar se aplicé por via cutanea 10 minutos después de la induccion
de la inflamacion por TPA, también por via cutanea en la oreja de raton. Se utilizaron
cinco ratones de la sepa CD1, para cada ensayo.

Se empled indometacina como farmaco de referencia. La diferencia en peso entre
ambas muestras se consider6 como medida de edema. Se calculd el porcentaje de
inhibicion del edema, el cual esta definido por la siguiente formula:

% Inhibicion= (Cr-Ct) / (Cr) X100

Donde Cr y Ct corresponden respectivamente al peso de la muestra de oreja tratada
con TPAy la tratada con TPA mas el compuesto a evaluar.

Los datos se analizaron por un analisis de varianza y una prueba de Dunnet.
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9. Resultados

9.1 Obtencidon de extractos organicos de S zopilotensis

Los rendimientos del extracto metandlico de las partes aéreas (PA) y del extracto de
MeOH-CH,CI, de la raiz (SZR), fueron de 25.97 y 11.43 % respectivamente (Cuadro
6).

Material vegetal () Extracto obtenido (g) Rendimiento (%)
PA 1399.43 363.444 25.97
SZR 134.99 15.433 11.43

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos.

Una alicuota (30 g) del extracto metandlico de las partes aéreas de S. zopilotensis fue
tratado, sucesivamente, con acetato de etilo, un disolvente menos polar que el metanol
y n-butanol, mas polar que el metanol. El siguiente cuadro muestra el rendimiento

para cada disolvente (Cuadro 7).

Particion Cantidad (g) Rendimiento (%)
Acetato de etilo 0.1045 0.02
n-Butanol 1.6759 0.46

Cuadro 7. Rendimiento de los extractos de Acetato de etilo y n-butanol

9.2 Evaluacion de las actividad citotoxica y antiinflamatoria de los

extractos organicos de S. zopilotensis

En el cuadro 8 se muestran los resultados obtenidos de la actividad citotéxica para los

diferentes extractos obtenidos de S. zopilotensis.

Inhibicion del crecimiento celular (%)

Extracto U251 | PC3 | K562 | HCT15 | MCF7 | SKUL

Partes aéreas extracto metandlico 257 | 7.26 |49.20| 39.14 | 13.42 | 21.86
(SZPAM)

Partes aéreas extraccion con AcOEt | 43.05 | 42.37 | 91.38 | 67.52 | 35.70 | 74.58
(SZPAA)
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Partes aéreas extraccion con n- 1754 | Sa 7112 | 50.28 | 22.47 | 74.58
butanol (SZPAB)

Extracto de la raiz (SZR) 2717 | 21.58 | 93.57 | 62.82 | 31.25 | 76.11

Doxorrubicina 2 pg/mL* 80.62 | 47.89 | 75.56 | 50.63 | 36.13 | 74.58

Cuadro 8. Inhibicidon del crecimiento celular de los extractos de S. zopilotensis ala
concentraciéon de 50 pg/mL (Sa= sin actividad)
*Valores histéricos del control positivo.

El cuadro 9 muestra los resultados de la evaluacion antiinflamatoria de los diferentes

extractos en el modelo de edema inducido por TPA

Muestra Dosis Edema (mg) Inhibicion (%)
control 14.97+0.45

SZPAM 1mg/oreja 4.23+.039* 67.91
SZPAA 1mg/oreja 6.4011.22 37.19
SZPAB 1mg/oreja 11.40+0.06 23.83
SZR 1mg/oreja 9.53+1.07* 36.30

Cuadro 9. Inhibicién de la actividad antiinflamatoria de los extractos de S. zopilotensis
Vehiculo: Metanol, Via de administraciéon: topica. (* diferencia significativa con

respecto al control p.005)

Los resultados de actividad de inhibicion de crecimiento celular por el método de
sulforramina B indicaron que el extracto de acetato de etilo (SZPAA) fue uno de los
mas activos en la linea K562. Sin embargo el poco rendimiento, a partir del extracto

metandlico, del extracto SZPAA no permitio realizar estudios posteriores.

9.3 Fraccionamiento del extracto metandlico

Del extracto metandlico de las partes aéreas (SZPAM) se tomaron 40 g, los cuales
fueron separados por cromatografia en columna empacada con 222.5 g de gel de
silice y eluida con mezclas de disolventes de polaridad creciente. Se obtuvieron un
total de 323 fracciones de 250 mL cada una.

En el cuadro 10 se muestran el numero de fracciones obtenidas, asi como los

disolventes utilizados para su elusion.
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Fracciones Disolvente (%)
1-12 100 Hexano
13-43 75/25 Hexano/AcOEt
44-88 70/30 Hexano/AcOEt

89-128 60/40 Hexano/AcOEt
129-147 50/50 Hexano/AcOEt
148-173 25/75 Hexano/AcOEt
174-215 100 AcOEt
216-300 75/25 AcOEt/MeOH
301-323 100 MeOH

Cuadro 10. Fracciones obtenidas del extracto de PA

De manera similar, al extracto de la de las raices de S. zopilotensis se tomaron 10 g,

los cuales se cromatografiaron en una columna abierta empacada con 30 g de gel de

silice obteniéndose un total 289 fracciones de 150 mL cada una. El cuadro 11 muestra

el nimero de fracciones obtenidas, asi como los disolventes utilizados para su

fraccionamiento.

Fracciones Disolvente (%)
1-20 100 Hexano
21-26 90/10 Hexano-AcOEt
27-52 70/30 Hexano-AcOEt
53-59 60/40 Hexano-AcOEt
60-68 50/50 Hexano-AcOEt
69-81 40/60 Hexano-AcOEt
82-95 30/70 Hexano-AcOEt
96-127 20/80 Hexano-AcOEt
128-145 100 AcOEt
146-213 80/20 AcOEt-MeOH
214-263 60/40 AcOEt-MeOH
264-282 50/50 AcOEt-MeOH
283-289 40/60 AcOEt-MeOH

Cuadro 11. Fracciones obtenidas del extracto de la raiz
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9.4 Evaluacion de las actividad citotéxica y antiinflamatoria de algunas

fracciones de los extractos organicos de S. zopilotensis.

Debido a que fueron las fracciones mayoritarias y que sus perfiles cromatograficos en
CCF fueron similares, las fracciones 219-238 del extracto metandlico de PA fueron
reunidas. Esta reunion se denominé A. De manera similar se reunieron las fracciones
245-283, la reunion resultante se denominé B. En el cuadro 12 se muestra los
resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de

edema inducido por TPA para Ay B.

Fracciones Dosis |Edema (mg)| Inhibicién (%)
control 14.97+0.45
Partes aéreas de la reunion de fracciones 1mg/oreja | 8.77+1.57 41.81*
219-238 (A)
Partes aéreas fraccion 245-283 (B) 1mg/oreja | 10.07+2.20 8.21

Cuadro 12. Inhibicién de la actividad antiinflamatoria de fracciones de extracto de S.
zopilotensis.

(* diferencia significativa con respecto al control p.005)

En el cuadro 13 se muestran los resultados obtenidos de la actividad citotéxica para A
y B.

Inhibicion del crecimiento celular (%)
Fracciones U251 PC3 K562 HCT15 | MCF7 | SKUL
A 29.37 23.01 27.96 10.96 Sa 9.54
B 100 69.80 | 85.76 77.79 53.24 | 84.89
Doxorrubicina 2 80.62 4789 | 75.56 50.63 36.13 | 74.58
pg/mL *

Cuadro 13. Inhibicién del crecimiento celular de Ay B.

Dosis 50 pg/mL

(Sa= sin actividad)

(*Valores histéricos del control positivo)

(A)= S. zopilotensis partes aéreas reunion de fracciones 219-238

(B)=S. zopilotensis partes aéreas reunion de fracciones 245-283
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10. Compuestos aislados
10.1 Peniocerol

A partir de las fracciones obtenidas en 7/3 Hexano/AcOEt de la columna
cromatografica del extracto SZR, se obtuvieron 378 mg de un sdlido amarillo. El
analisis mediante cromatografia en placa fina eluida con 1:1 Hexano-AcOEt revelé que
se trataba de una mezcla. La cromatografia, de ésta mezcla, en columna abierta
empacada con gel de silice y eluida con AcOEt-Hexano 3:1, permiti6 el aislamiento de
23 mg de peniocerol (Figura 10). La identidad de este compuesto se logré por la
comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos con aquellos informados en la

literatura (Djerassi, 1965).
H3C,

HO

Figura 10. Estructura quimica del Peniocerol

10.2 Ester del 3-O-D-glucuronopiranosil 28-O-B-glucopiranosil(1—>4)a-L-

ramnopiranosil acido oleandlico.

De la reunién A, se logré aislar 10.632 g de un sélido amarillo, el cual se purifico
mediante precipitaciones sucesivas obteniéndose 1.060 g de un sélido 1 con p. f. de
238-240° C.

En el espectro de IR (infrarrojo) de 1 se observaron bandas a 3397.28, 1729.37 y
1649.18 cm™ las cuales corresponden a los grupos funcionales: alcohol, éster y una

doble ligadura respectivamente.

En el espectro de masas de bombardeo rapido de atomos (FAB-MS) se observé un
pseudo i6n molecular a 979g/mol para una férmula [C4s H7601g] + [K'] asi como un pico

a 963g/mol para [C4s Hz04g] + [Na'], estos datos demuestran que el peso molecular
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de 1 es de 940g/mol para una formula de Cyg H7¢01s

El compuesto 1 presentd las siguientes senales:

RMN 'H 300 MHz (CsDsN)3: 5.387 (H-12), 1.22(H-23), 1.05(H-24), 0.918(H-25),
1.05(H-26), 1.326(H-27), 0.918(H-29), 1.030(H-30).

En el espectro de RMN "C adquirido a 75.4 MHz en disolucion de CsD:sN, se
observaron las sefiales de los 48 atomos de carbono sefialados en la formula
determinada en FAB-MS. En el experimento DEPT se observaron 8 CH;, 11 CH,, 18
CH y 11 atomos de carbono sin hidrogenos unidos. El analisis de las sefiales de este
espectro permitié elucidar que 1 es un glicésido del acido oleandlico de acuerdo con
las siguientes asignaciones.

RMN '3C: 39.486 (C-1), 28.041 (C-2), 78.569 (C-3), 39.878 (C-4), 55.642 (C-5), 18.607
(C-6), 33.110 (C-7), 39.878 (C-8), 47.965 (C-9), 36.904 (C-10), 23.632 (C-11),
1122.837 (C-12), 144.112 (C-13), 42.120 (C-14), 28.041 (C-15), 23.6 (C-16), 46.948
(C-17), 41.724 (C-18), 46.163 (C-19), 30.751 (C-20), 33.974 (C-21), 32.524 (C-22),
28.246 (C-23), 16.849 (C-24), 15.486 (C-25), 17.449 (C-26), 26.093 (C-27), 176.425
(C-28), 33.974 (C-29), 23.7 (C-30).

La comparacion de estas sefales con aquellas publicadas en la literatura permitié
deducir que el acido oleandlico forma parte de la molécula del compuesto 1.
Adicionalmente se observaron las siguientes sefiales:

RMN "®C 75.4 MHz (CsDsC): 107.034 (C'-1), 82.334 (C’-2), 78.906 (C'-3), 72.562 (C'-
4), 77.866 (C'-5), 172.665(C"-6).

La comparacidon de estas senales con aquellas publicadas en la literatura permitio
deducir que el &cido glucoéronico forma parte de la molécula del compuesto 1

RMN *C 75.4 MHz (CsDsC): 102.946 (C""-1), 89.205 (C""-2), 77.866 (C""-3), 71.654
(C"-4), 78.906 (C""-5), 62.605 (C""-6).

La comparacion de estas senales con aquellas publicadas con la literatura permitio
deducir que una molécula de glucosa forma parte de la molécula del compuesto 1.

Asi mismo se observaron las sefiales asignadas para una molécula de ramnosa. La
presencia de estos residuos en 1 fue confirmada por las fragmentaciones observadas
en los espectros de masas tanto de impacto electrénico (IE) como el de bombardeo
rapido de atomos (FAB-MS).

La identidad de 1 <como Ester del 3-O-D-glucuronopiranosil 28-O-3-
glucopiranosil(1—4)a-L-ramnopiranosil acido oleandlico se comprobdé por la

interacciones mostradas en el espectro de HMBC (figura 11).
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Figura 11. Principales interacciones en el espectro de HMBC

10.3 Acido Oleandlico

A una solucién metandlica (20 mL) de 1 (200 mg) se le adicion6 una solucion de HCI al
20% (20 mL). La mezcla de reaccion se reflujé durante 3 horas, pasado este tiempo se
neutralizdé con una solucion de NaOH al 10%. La fase acuosa fue extraida con AcOEt
(3 X 20 mL) y la fase organica se sec6 con Na,SO, anhidro. El disolvente fue destilado
a presién reducida en un rotavapor, obteniéndose 98mg de la mezcla de reaccién. La
separacion de esta mezcla se realizO mediante una cromatografia en una placa
preparativa eluida con AcOEt: MeOH (1:1), lo cual permiti6 el aislamiento de 8.9 mg de
acido oleandlico (Figura 12). La identidad de este compuesto se logré por la
comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con aquellos informados en la

literatura como acido oleandlico (Seebacher et al, 2003)
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Figura 12. Estructura quimica del Acido oleandlico
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11. Discusion

Del estudio quimico de la nueva especie S. zopilotensis podemos concluir que los
metabolitos secundarios sintetizados por esta especie, principalmente los glicésidos de
triterpenos, son similares a los aislados de otras especies de Stenocereus, lo cual
apoya la inclusion de esta especie en el género.

Sin embargo el aislamiento del peniocerol, un esterol aislado por primera vez de
especies del género Stenocereus, indica que aunque relacionada, con otras especies
del género, su quimica es ligeramente diferente. Cabe hacer notar que este esterol lo
hemos aislado de Myrtollocactus geometrizans, lo cual puede tener un interés
filogenético, por lo que se requiere realizar mas estudios al respecto.

En cuanto a la actividad citotdxica los diferentes extractos mostraron actividad
citotoéxica en rango de débil a fuerte. El aislamiento del peniocerol y derivados del
acido oleandlico en diversos extractos, de esta especie podrian justificar tanto sus
propiedades citotdxicas como antiinflamatorias, ya que es bien sabido las propiedades
antiinflamatorias y antitumorales de estos dos metabolitos secundarios.

Este estudio abre la posibilidad de utilizar los metabolitos secundarios presentes en el
Stenocereus zopilotensis como moléculas prototipo para la obtencion de posibles
farmacos antiinflamatorios y citotéxicos.

Los resultados de la evaluacion citotéxica de los extractos, mostraron que la linea de
leucemia (K562) fue la mas susceptible de todas las lineas evaluadas, principalmente
a los extractos de acetato de etilo (SZPAA), de n-butanol (SZPAB) ambos provenientes
de una particién del extracto metandlico de las partes aéreas y el extracto de raiz
(SZR).

El unico extracto que mostré una baja actividad citotoxica, fue el extracto metandlico
de las partes aéreas (SZPAM). Sin embargo, estos resultados indicaban que el
extracto metandlico contiene principios citotdéxicos tanto no polares, aquellos presentes
en el extracto SZPAA asi como polares presentes en el extracto SZPAB.
Desafortunadamente el poco rendimiento del extracto de acetato de etilo (SZPAA) a
partir del extracto metandlico no permitid estudios posteriores. Por otro lado, un
analisis de la cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos SZPAM y SZPAB
indico que eran mezclas similares. Tomando en cuenta lo anterior se decidi6 realizar el

fraccionamiento mediante una columna cromatografica del extracto SZPAM.

La separacion cromatografica realizada en columna empacada con gel de silice y
eluidas con disolventes de polaridad creciente permitieron la obtencion de 323

fracciones de 250 ml. Por su similitud cromatografica, mediante analisis en CCF, se
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reunieron varias fracciones. De esta manera, de las fracciones eluidas con una
mezcla de AcOEt-MeOH (75/25) de la cromatografia de las partes aéreas, se
reunieron las fracciones desde 219 hasta 238, obteniéndose 10.63 g de una mezcla
denominada A. También se reunieron las fracciones de 245 a 283, eluidas con la
misma mezcla de disolventes, obteniéndose 4.19 g de una mezcla llamada B.
(Okazaki et al; 2007).

Los resultados de la actividad citotéxica de A y B mostraron que B posee mejor
potencial citotoxico arrojando los siguientes resultados para las lineas celulares de
cancer SNC (U251) 100 %, prostata (PC3) 69.80 %, leucemia (K562) 85.76 %, colon
(HCT15) 77.79, mama (MCF7) 53.24 %, pulmén (SKUL) 84.89 %.

Sin embargo de manera contrastante A mostré una inhibicion del edema de 40.12%,
mientras que B solo mostré un 8.21%.

Con el fin de decidir que fraccién deberia analizarse primero, se tomo en cuenta los
siguientes criterios. Si bien es cierto que aunque la actividad citotéxica de la fraccién A
fue débil su actividad antiinflamatoria fue muy superior a la fraccion B, que solo mostré
actividad citotéxica. Por lo anterior se decidié el analisis cromatografico de la fraccion
A.

De la reunion A obtenida de las fracciones de la columna cromatografica de SZPAM
(ver experimental) se logré aislar el Ester del 3-O-D-glucuronopiranosil 28-O-f3-
glucopiranosil(1—4)a-L-ramnopiranosil acido oleandlico. La elucidacién estructural de
este se logré por métodos quimicos y espectroscdpicos como se detalla en la parte
experimental.

A partir del la purificacion de una reaccién de hidrdlisis a la que fue sometida una
alicuota de A. Se logro aislar acido oleandlico (Seebacher et al; 2003).

Por otro lado, a partir de la CC del extracto de la raiz se logré aislar peniocerol con un
rendimiento de 0.23% (Djerassi et al; 1965). La caracterizacion de los compuestos se
efectué por medio de la comparaciéon de los datos espectroscépicos informados
previamente en la literatura.

En estudios previos realizados en el laboratorio se conoce que el acido oleandlico y el
peniocerol tienen actividades antiinflamatorias y citotdxicas, por lo que en este estudio
estos compuestos no fueron biolégicamente evaluados. (Salazar et al 2007; Dzubak
et al 2006; Kim et al 2000; Parra 2006).

La presencia del Ester del 3-O-D-glucuronopiranosil 28-O-B-glucopiranosil(1—4)a-L-
ramnopiranosil acido oleandlico.en S. zopilotensis esta totalmente de acuerdo con los
resultados obtenidos del estudio fitoquimico de S. eruca especie que también sintetiza
glicésidos del acido oleandlico, estos datos refuerzan la relacion filogenética entre

ambas especies.
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12. Conclusiones

Los extractos organicos obtenidos de S. zopilotensis mostraron actividades

antiinflamatoria en el modelo de inhibicion del edema inducido por TPA.

Los extractos SZPAA, SZPAB, SZR, mostraron actividad citotoxica selectividad en las
lineas de cancer K-562, HCT15 y SKUL.

El extracto SZPA demostr6 mayor potencial antiinflamatorio que el resto de los
extractos y un menor potencial en la evaluacion de citotoxicidad que el resto de los

extractos.

La mezcla de compuestos (B) fue citotdxica en todas la lineas de cancer humano en
las que fue evaluado y por el contrario no mostré actividad antiinflamatoria en el

ensayo de edema inducido por TPA.

La mezcla de compuestos (A) mostré un alto porcentaje de inhibicion del edema en la
prueba de TPA y por el contrario un contrario un bajo potencial citotdxico en las lineas

en las lineas de cancer humano en las fue evaluado.

La cromatografia del extracto metandlico de las partes aéreas de S. zopilotensis,
permitié el aislamiento del &cido oleandlico y el Ester del 3-O-D-glucuronopiranosil 28-
O-B-glucopiranosil(1—4)a-L-ramnopiranosil acido oleandlico, el cual constituye una

nueva molécula.

La presencia del Ester del 3-O-D-glucuronopiranosil 28-O-3-glucopiranosil(1—4)a-L-
ramnopiranosil acido oleandlico y el acido oleandlico en S. zopilotensis refuerza la

relacion filogenética con otras especies del género Stenocereus.
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