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INTRODUCCION

Los triterpenos, como el lupeol, son constituyentes de la dieta humana y
estan presentes en diversas especies vegetales. Estos metabolitos secundarios
poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas. Aunque las propiedades
antiinflamatorias y de inhibicion del crecimiento de lineas de cancer humano del
lupeol han sido probadas, éste triterpeno se ha tomado como punto de origen para
la obtencién de varios derivados con mejores perfiles de actividad. Asi, algunos
estudios de relacion estructura-actividad de los derivados del lupeol han mostrado
que incrementando el grado de oxidacion del &tomo de carbono C-30 favorece la
inhibicién del crecimiento en algunas lineas de cancer humano (JP2009191018).
Tomando en cuenta lo anterior, es factible suponer que el 20,29-epoxilupan-3-§-ol
(3) pudiese incrementar la actividad citotoxica del lupeol. Una busqueda en la
literatura indicé que 3 ha sido aislado como metabolito secundario de especies

vegetales, sin embargo no se encontré su obtencion a partir del lupeol.

Con el fin de obtener el 20,29-epoxilupan-3-B-ol (3) y la 20,29-
epoxilupenona (4) a partir del lupeol (1) y lupenona (2), respectivamente, estos
triterpenos se trataron con el &cido m-cloro perbenzoico (m-CPBA). Contrario de lo
gue se esperaba, el producto de reaccion a partir de 1 fue la obtencion del 3B-
hidroxi-20-ox0-30-norlupano (5) mientras que de 2, adicionalmente al epd6xido 4,
se obtuvo la 29-norlupan-3,20-diona (6). La apertura del epdxido 4, en medio

acido, produjo la 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7).

1
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A pesar de que los derivados 5, 6 y 7 presentaron mayor grado de
oxidacion en el atomo de C-29, ninguno presentdé una mayor actividad de
inhibicién del crecimiento de células cancerosas que el lupeol. De todos los
derivados evaluados, 7 fue el que mostr6 mayor actividad antiinflamatoria en el

modelo de edema inducido por TPA.

2
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MARCO TEORICO

1. Terpenos.

Los terpenos son productos naturales estructuralmente diversos vy
ampliamente distribuidos en la naturaleza, algunos de ellos se han asociado con el
aroma de las especies vegetales. El nombre proviene de los primeros miembros
derivados del aguarras (“turpentine” en inglés, “terpentin” en aleman). Algunas
veces son referidos como “isoprenoides” porque las dos unidades biosintéticas el
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) y el pirofosfato de isopentenilo (IIP), de los
cuales provienen los terpenos son las unidades biogenéticas equivalentes al

isopreno.

1.1. Biogénesis.

Los terpenos inicialmente derivan de las reacciones entre el pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP) y su isémero el pirofosfato de isopentenilo (IPP) ambos
compuestos con cinco atomos de carbono. Estas unidades son biosintetizadas, en
las especies vegetales, ya sea por la via del acido meval6nico o por la via del

fosfato de la desoxixilulosa (Heinrich et al., 2004).

PP

Isopreno Isopentano
/l\/\opp )\/\OPP
DMAPP IPP

Figura No. 1. Unidades de los terpenos.
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1.2. Clasificacion.
Los terpenos se clasifican segun el numero de carbonos presentes en la
molécula en hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C),

diterpenos (20C), triterpenos (30C) y tetraterpenos (40C).

1.3. Triterpenos

Los triterpenos son compuestos que en su estructura fundamental contiene
30 atomos de carbono, procedentes de la ciclizacion del escualeno. En la
naturaleza existen varios tipos de triterpenos, entre ellos se encuentran los
ursanos, los oleananos, los tirucalanos, entre otros. Esta variedad estructural se
debe a la configuracion y a la conformacién adoptada por el escualeno antes de la

ciclizacion (Bruneton, 2001).

1.3.1. Biogénesis.

La biosintesis comienza con la unién de dos moléculas de pirofosfato de
farnesilo (FPP) para generar escualeno. Cuando el escualeno adquiere la
conformacién silla-bote-silla-bote se epoxida, para formar el intermediario A, el

cual se postula como el precursor de esteroides y esteroles como el lanosterol.

4
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PPO.

OPP

i Escueleno sintasa

-20PP

Escualeno

! NADPH

Epoxido de escualeno

Lanosterol

Intermediario A

Figura No. 2. Biosintesis de esteroles.

Si el escualeno adquiere una conformacion silla-silla-silla-bote, la ciclizacion
da la formacién del intermediario B, que por una serie de arreglos en la molécula,

da origen a triterpenos pentaciclicos.



6
APENDICE

Enz-H*
X
o =Y

Epoxido de escualeno (conformacion silla-silla-silla-bote)

W

Intermediario B

Triterpeno Tipo Lupano (lupeol)

Intermediario B

Triterpeno Tipo Oleanano (B-amirina)

Figura No. 3. Biosintesis de triterpenos pentaciclicos.

1.3.2. Lupeol.

|

7,
“,

H
/
///,/'

HO

7,
Z

Figura No. 4. Lupeol (2).
El lupeol [lup- 20(29)-en-3B-ol] (1) es un triterpeno pentaciclico que se

encuentra en un gran numero de plantas medicinales y en vegetales como la col,
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el pimiento, el pepino, el jitomate y las frutas como el higo, el mango, la fresa y la
uva roja. Adicionalmente, se ha aislado de la corteza de Crataeva nurvala Buch
Ham (Capparidaceae) con buenos rendimientos.

Se ha informado que el lupeol y algunos de sus derivados poseen

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiartriticas que pueden estar
vinculadas en la prevencion y cura de procesos inflamatorios. Propuesta que
puede ser apoyada por el hecho de que 1 ha mostrado una inhibicion significativa,
dependiente de la dosis, contra el incremento de edema inducido por TPA; asi
como la expresiéon de enzimas involucradas en procesos inflamatorios (Fernandez
et al., 2001, Vasconcelos et al., 2008).
También se ha informado que presentan actividades antimutagénicas,
antipaltdicas, antiurolitica, hepatoprotectiva y antilipidémica en animales de
laboratorio (Fotie et al., 2006; Srinivasan et al., 2002; Sudhahar et al., 2008). De
manera interesante, se ha demostrado, in vivo, que la administracién oral del
lupeol tiene efectos protectores contra la cardiotoxicidad que induce la
ciclofosfamida (Sudhahar et al., 2008).

Asimismo, se ha informado que 1 induce el arresto del ciclo celular seguido
de apoptosis en lineas celulares de melanoma metastasico (células 451Lu).
Ademas, en un modelo de xenotrasplante en ratén, 1 inhibié la propagacién de
estas ceélulas en los animales de estudio (Saleem et al., 2008). También, inhibio el
crecimiento de cancer de prostata, tanto en aquellos casos de células sensibles a
los andrégenos como aquellos que no respondieron a tratamientos hormonales sin

afectar las células normales. El arresto del ciclo celular y la modulacion del

7
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ensamblaje de los microtibulos fueron observados durante esta inhibicion
(Saleem et al., 2009).

También, se han observado que 1, en modelos in vitro, presenta efectos
sinérgicos de citotoxicidad al ser administrado en conjunto con el cisplatino. Ha
demostrado ser un inhibidor selectivo de la actividad catalitica de la topoisomerasa
Il (Chaturvedi et al., 2008).

Por otro lado, la administracion oral de dosis de 2g/Kg de peso en ratas y
ratones no produjo citotoxicidad ni mortalidad después de 96 horas de
administracién. Resultado que indica la baja toxicidad de este metabolito

secundario (Saleem et al., 2008).

2. Cancer
2.1. Definicion

El cancer es un término que agrupa mas de 100 enfermedades crénicas
degenerativas que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Se
caracterizan por un crecimiento anormal de células, transmitido a células hijas y
manifestado por un descontrol en el crecimiento y funcién celulares (OMS, 2010)

gue surgen como consecuencia de dafios irreparables en el ADN.

2.2. Cancer como problema de salud publica.
Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer es la primera causa
de mortalidad a nivel mundial (OMS, 2010). En el 2007 se le atribuyeron 7,9

millones de defunciones debidas a cancer de pulmén (primer lugar para hombres),

8
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estbmago, higado, colon y mama (primer lugar para mujeres). Se prevé que el
namero de defunciones anuales mundiales por cancer seguird aumentando.

Con la informacién disponible de 2004 a 2007, en México, existe un
incremento en los casos de cancer (INEGI, 2010). El cancer de mama fue la
principal causa de muerte para mujeres, seguido tumores en cuello del Gtero,
estbmago e higado. Para hombres el cancer de préstata fue la principal causa,
seguido de canceres de tradquea, bronquios y pulmon.

Las transformaciones de células normales a tumorales son resultado de la
interaccién entre los factores genéticos de una persona y agentes exteriores
fisicos (luz ultravioleta y radiacion ionizante), quimicos (asbesto y tabaco) y
biol6gicos (infecciones virales, bacterianas o0 parasitarias). Aunque el
envejecimiento, la alimentacién, el exceso de peso y la obesidad son factores

importantes para su desarrollo.

2.3. Tratamientos del cancer

Los tratamientos para el cancer tienen como objetivos eliminar células
cancerosas, prevenir o demorar su reaparicion o tratar los sintomas, si este no es
curable (OMS, 2010). Los tratamientos dependen del tipo de céancer y
ocasionalmente del estado del paciente, pueden abarcar cirugia, radiacion y

guimioterapia.
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2.3.1. Quimioterapia.

El término se refiere frecuentemente a medicamentos empleados para
combatir el cancer. Los productos naturales han tenido un gran impacto en el
descubrimiento de compuestos antineoplasicos, aproximadamente el 60% de los
medicamentos usados en clinica provienen de productos naturales. Segun su
origen los productos naturales pueden agruparse como marinos, microbianos y

vegetales (Heinrich et al., 2004).

2.3.1.1. Principios antineoplasicos aislados de especies vegetales.
A pesar de que s6lo un pequefio porcentaje de especies vegetales ha sido
investigado (Heinrich, M; et al.,, 2004), los mejores principios antineoplasicos

derivados de esta fuente se encuentran en el mercado:

Cuadro No 1. Principios antineoplasicos derivados de especies vegetales.

Especie vegetal Metabolito aislado Derivado sintetizado
Camptotheca acuminata Camptotecina y 10- Irinotecan y Topotecan
(Nyssaceae) hidroxicamptotecina
Taxus brevifolia Taxol (Paclitaxel®) Docetaxel (Taxotere®)
(Taxaceae)
Podophyllum peltatum podofilotoxina Teniposido y Etoposido
(Berberidaceae) (Vepesid®)
Catharanthus roseus Vincristina (Velbe®) y Vindesine (Eldisine®) y

(Apocynaceae) Vinblastina (Oncovin®)  Vinorelbina (Navelbine®)

10
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3. Inflamacion
3.1. Definicion.

La inflamacion se presenta como una respuesta del organismo cuando
existe dafio celular causado por diversos estimulos nocivos (agentes quimicos,
fisicos, infecciosos e inmunes) y tiene como objetivo eliminarlos. Consiste en la
acumulacién local de liquido acompafiado de edema, enrojecimiento y dolor,
producidos por cambios inducidos en los capilares sanguineos locales que
conducen a un aumento de su diametro, una reduccién de la velocidad del flujo
sanguineo y un incremento de la permeabilidad de la pared vascular (Roitt et al.,
1994).

El aumento del aporte de sangre a la regién causa el enrojecimiento local y
el calor asociados con la inflamacion. El aumento de la permeabilidad vascular
permite el desplazamiento del liquido, proteinas plasmaticas y leucocitos, lo que

causa edema y dolor (Roitt et al., 1994).

3.2. Inflamacién aguda e inflamacioén croénica.

La inflamacion segun su duracion se divide en aguda y cronica (Smith y
Reynard, 1993). La inflamacion aguda es de duracion corta, (minutos, horas o
algunos dias) y se inicia rapidamente; es caracterizada por aumento de la
irrigacidon sanguinea en el area afectada, exudado de fluidos plasmaticos y
migracion de neutrdfilos al sitio de la lesion.

La inflamacién crénica es de caracter sistémico (dura semanas, meses 0

incluso afos), se caracteriza por dolor persistente, tumefaccion y proliferacion

11
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celular, sin rubor ni calor, con una pérdida crénica e importante de la funcion. El
infiltrado celular estd compuesto por macrofagos, linfocitos y células plasmaticas,
principalmente, ademas de que se promueve la formacién de tejido fibroso sobre
el exudado de liquidos.

Los origenes de la inflamacién crénica son diversos: progresiéon de una
inflamacion aguda, episodios recurrentes de inflamacion aguda e inflamacién
cronica inicialmente, asociada a infecciones intracelulares (tuberculosis, lepra,

etc.).

3.3. Relacién cancer — inflamacion.

En 1863 Virchow propuso que el origen del cancer se encontraba en los
sitios de inflamacién cronica ya que algunas clases de irritantes junto con una
lesién de tejido y el proceso inflamatorio, generaban proliferacién celular.

Se considera que durante la inflamacién crénica o el dafio a un tejido se
puede promover el microambiente necesario para transformar la célula a través de
dafio al ADN o de factores proinflamatorios que producen células tumorales
(Lawrence, 2007). En el proceso inflamatorio se sintetizan productos
potencialmente genotdxicos 0 mutagénicos que pueden causar dafio al ADN
induciendo la transformacién de células normales a cancerosas, afectando su
crecimiento, induciendo la no diferenciacion, la proliferacién y la resistencia a la
apoptosis. Por otro lado, se ha establecido que el cancer puede promover y

exacerbar las infecciones y la inflamacion (Chaturvedi et al., 2008).
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En algunos canceres existe la sobreexpresion de las isoformas de la
ciclooxigenasa, implicando una produccibn anémala de prostaglandinas que
acentla el ambiente inflamatorio, se favorece la sintesis de compuestos que
inhiben la apoptosis o favorecen los procesos de angiogénesis. Ademas el factor
nuclear NF-kB se activa en respuesta a la inflamacién y su activacién se asocia a
procesos cancerosos (Chaturvedi et al., 2008).

La sobreexpresion de COX-2 ha sido implicada en varios tumores y se ha
demostrado que la administracion de inhibidores de COX-2 como el Celecoxib,
previenen la angiogénesis, el crecimiento tumoral y metéstasis en tumores de
mama (Folkman, 2007). La aspirina al ser inhibidor de ambas ciclooxigenasas, ha
sido utilizada como coadyudante en el tratamiento del cancer de colon (Larsson et

al., 2006).

4. Métodos para evaluar las propiedades de inhibicion del crecimiento de células
de cancer humano y antiinflamatoria.

4.1. Método de sulforrodamina B (SRB) in vitro.

El método fue establecido en 1990 y posteriormente fue adoptado como
método rutinario en el Instituto Nacional del Céncer (Papazisis et al., 1997).
Consiste en la incubacion de cultivos celulares de lineas tumorales en presencia o
ausencia de sustancias de prueba, el efecto de viabilidad se determina mediante
un ensayo colorimétrico con sulforrodamina B (SRB). El fundamento de este
método se encuentra en la tincion de proteinas celulares totales con el colorante

SRB, el cual es un aminoxanteno que contiene dos sustituyentes sulfénicos y en

13
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condiciones ligeramente &acidas, el caracter aniénico de la SRB forma enlaces
electrostaticos exclusivamente con aminoacidos basicos (arginina, histidina y
lisina) de células vivas. La intensidad del color es directamente proporcional a la
viabilidad celular (Vichai y Kirtikara, 2006). Este método es sencillo, seguro y

proporciona resultados reproducibles.

4.2. Modelo de edema inducido por TPA.

Comprende la aplicacion del 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA)
en el pabellon auditivo del animal. Se propicia una respuesta inflamatoria local
aguda (Masao et al., 2006). EI mecanismo por el cual el TPA induce al incremento
de los eicosanoides no es conocido completamente, pero se piensa que debido a
gue es un analogo conformacional del diacilglicerol, desencadena una cascada de
eventos bioquimicos vinculados con la proteina cinasa C (PKC) dependiente de
calcio (Robles, 2010); la induccién de la ciclooxigenasa y la traslocacién/activacion
de la lipooxigenasa.

Los farmacos de referencia mas adecuados son los inhibidores de la
sintesis de prostaglandinas, como la indometacina. La ventaja del método es la

rapidez y poca muestra necesaria para desarrollar el estudio (Masao et al., 2006).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

l. OBJETIVOS

Objetivo Principal

Evaluar las propiedades de inhibicidbn del crecimiento de células de céncer
humano y antinflamatoria del 20,29-epoxi-lupeol y la 20,29-epoxilupenona,
obtenidos mediante transformaciones quimicas, a partir de lupeol y la lupenona,

respectivamente.

Objetivos Particulares

e Obtener el 20,29-epoxi-lupeol y la 20,29-epoxilupenona mediante una reaccién
de epoxidacién con acido meta-cloroperbenzoico a partir del lupeol y lupenona
respectivamente.

e Evaluar la inhibicion del crecimiento de algunas lineas celulares de cancer
humano de los derivados obtenidos.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria de los derivados obtenidos.

Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se ha informado que a mayor grado de oxidacién en el C-30 del lupeol mayor su
actividad como agente citotoxico a lineas de cancer humano. Por lo tanto, es
factible suponer que el 20,29-epoxi-lupeol podria ser mas activo en contra de

células cancerosas que el lupeol.
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EXPERIMENTAL

5.1. Procedimientos generales.
5.1.1. Analisis cromatograficos.

Los andlisis cromatograficos en capa fina (CCF) de tipo analitica se
realizaron sobre placas de aluminio de 2.5 x 5 cm recubiertas con gel de silice
ALUGRAM® SIL G/UV3s4, con un espesor de pelicula de 0.25mm, empleando
diversos sistemas de elucion. Las placas se visualizaron con lampara de luz
ultravioleta a dos diferentes longitudes de onda (254 y 365 nm) y, posteriormente,
fueron reveladas con una solucion de sulfato cérico seguido de calentamiento.

La cromatografia de columna abierta (CCA) se realizé usando gel de silice
MN-Kieselgel G empacado en columnas de vidrio de 1.5 x 30 cm, 3 x 30 cmy 2.5
x 15 cm y empleando diversos sistemas de elucién.

El equipo de Cristalografia de Rayos X empleado fue Bruker Smart Apex

CCD diffractometer.

5.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas Yy
espectrométricas.

Los espectros de IR fueron realizados en un espectrofotometro FT-IR
Bruker Tensor 27.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y carbono se
adquirieron en espectrometros VarianUnity-300 MHz y Varianlnova-500 MHz, los
valores de los desplazamientos quimicos se reportan en ppm utilizando

tetrametilsilano como referencia interna.
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Los espectros de masas fueron realizados en un espectrofotometro de
masas JEOL GCmate utilizando impacto electrénico a 70 eV.
Los puntos de fusion fueron determinados en el equipo Fisher-Johns y se

reportan sin correccion.

5.2. Materia prima.
El lupeol (2.0696 @), utilizado en esta tesis como materia prima, fue

previamente aislado de Mortonia hidalgensis (Rodriguez-Hahn et al., 1986).

5.3. Caracterizacion del lupeol.

Lupeol (lup- 20(29)-en-3b-ol) (1), sdlido blanco, con formula minima
C30Hs500, peso molecular 426g/mol y punto de fusion 197-200<C. IR (KBr/pastilla),
Vmax €M™ 3310.96 (O-H), 2943.71, 2863.00 (C-H), 1641.62 (>C=CH.). RMN H
(300MHz, CDCls) & ppm: 0.770 (s, 3H, CHg), 0.841 (s, 3H, CHs), 0.948 (s, 3H,
CHs), 0.977 (s, 3H, CHs), 1.041 (s, 3H, CHs), 3.200 (dd, 1H, H-3), 4.572 (1H, H-
29b), 4.686 (1H, H29a). RMN **C (300MHz, CDCls) & ppm: 38.74 (C-1), 27,46 (C-
2), 79.02 (C-3), 38.87 (C-4), 55.33 (C-5), 18.33 (C-6), 34.32 (C-7), 50.48 (C-9),
37.18 (C-10), 20.96 (C-11), 25.19 (C-12), 38.10 (C-13), 42.85 (C-14), 27.46 (C-15),
35.62 (C-16), 43.01 (C-17), 48.34 (C-18), 47.99 (C-19), 150.96 (C-20), 29.89 (C-
21), 40.02 (C-22), 27,94 (C-23), 15.36 (C-24), 16.10 (C-26), 14.56 (C-27), 18.01
(C-28), 109.31 (C-29), 19.31 (C-30). EM-IE (70eV) m/z: 426 [M'], 409, 218, 207,

189.
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Figura No. 5. Estructura quimica de lupeol (1).

La identificacion de 1 como lupeol se logré mediante la comparacién de sus
datos fisicos y espectroscopicos con los datos en literatura (Burns et al., 2000,

Fotie et al., 2006).

5.3.1. Reaccién de 1 con acido m-cloroperbenzoico.

|

Z
%,

m-CPBA

CH,Cl,

@

Figura No. 6. Reaccion de lupeol con acido m-cloroperbenzoico.

A una solucion de lupeol (1.17mmol lupeol) en diclorometano (50 mL) se le
agreg06 acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA, 2.23 mmol). La mezcla de reaccion

se mantuvo a temperatura ambiente y en agitacién constante durante 3 horas.
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Posteriormente, la fase organica fue lavada sucesivamente con una solucién de
sulfito de sodio al 10% (3 x 30 mL) y con agua destilada (3 x 20 mL). Finalmente,
la fase organica fue tratada con sulfato de sodio anhidro y concentrada a presion
reducida. Se obtuvieron 533.3 mg de producto de reaccion el cual fue separado
por CCA (4266.4g de gel de silice se utilizaron para empacar la columna). La
elucion de la columna se realizé con diferentes mezclas de disolventes de
polaridad ascendente, iniciando con hexano 100%, seguido de mezclas de
hexano-acetato de etilo, continuando con acetato de etilo 100%, mezclas de

acetato de etilo-metanol y metanol 100%. Se obtuvieron 66 fracciones.

De las fracciones eluidas con hexano: acetato de etilo (9: 1), se obtuvieron
5.6 mg (rendimiento 1.1 %) de un sélido blanco cristalino 5 con punto de fusién de
221-224 <C. IR (SOl/CHCl3) Vmax cm™: 3469.17 (O-H), 2945.50, 2867.35 (C-H),
1702.54 (C=0). RMN H (500MHz, CD3COCD3) & ppm: 0.748 (s, 3H, CH3), 0.798
(s, 3H, CHs), 0.851 (s, 3H, CHs), 0.954 (s, 3H, CH3), 0.970 (s, 3H, CH3), 1.055(s,
3H, CHs), 1.843 (t, 1H, H-18), 2.102 (s, 3H, CHs), 2.627(ddd, 1H, H-19), 3.114(dd,
1H, H-3). RMN *3C (500MHz, CD3sCOCD3) & ppm: 39.57 (C-1), 28.19 (C-2), 78.43
(C-3), 39.60 (C-4), 56.30 (C-5), 19.10 (C-6), 35.10 (C-7), 41.61 (C-8), 51.27 (C-9),
37.99 (C-10), 21.69 (C-11), 27.92 (C-12), 37.96 (C-13), 43.40 (C-14), 28.16 (C-15),
35.78 (C-16), 43.70 (C-17), 49.95 (C-18), 52.87 (C-19), 211.39 (C-20), 28.25 (C-
21), 40.58 (C-22), 28.57 (C-23), 16.08 (C-24), 16.58 (C-25), 16.40 (C-26), 14.85
(C-27), 18.52 (C-28), 29.19 (C-29). COSY: *H/*H: 3.1/1.58, 2.62/1.82, 2.62/1.41,

1.06/2.83, 1.62/1.84, 0.75/0.95, 0.8/1.29, 0.8/1.42, 0.85/0.96, 0.97/1.32, 1.60/1.26,
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1.60/1.32, 2.102/1.42, 2.102/1.30. HSQC: 'H/*®C: 3.11/78.43, 0.74/56.30,
2.62/52.87, 1.35/51.27, 1.38/51.27, 1.84/49.95, 1.31/40.58, 1.44/40.58,
1.650/39.57, 0.94/39.57, 1.61/37.96, 1.41/35.78, 1.493/35.78, 1.407/35.102,
2.102/29.199, 0.954/28.577, 1.519/28.255, 1.065/28.196, 1.041/28.167,
1.106/27.925, 1.449/21.693, 1.537/19.100, 0.798/18.258, 0.851/16.588,
1.055/16.405, 0.748/16.083, 0.969/14.859. En el espectro de masas (EM) se
observo el ion molecular a 428 m/z que corresponde a una féormula minima de
CaoH1502. EM-IE (70 eV) m/z: 428 [M'], 410, 395, 367, 248, 207, 189, 163, 135,
121, 95, 81 43.

La identificacibn de 5 como 3B-hidroxi-20-oxo-30-norlupano se logro
mediante la interpretacion de los datos espectroscépicos y espectrométricos y el

analisis de los experimentos HSQC y HMBC.

5.3.2.1. Reaccidn de oxidacion de 1 con triéxido de cromo y acido sulfurico.

DMF

Figura No. 7. Reaccion de Oxidacion del lupeol.

A una solucion de lupeol (200 mg) en dimetilformamida (10mL) se

adicionaron 200mg triéxido de cromo (CrO3) y una gota de acido sulfurico (H2SO,).
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La mezcla se coloco en agitacién contante a temperatura ambiente por 16 horas.
Posteriormente, el producto de reaccion fue vertido sobre agua destilada en
agitacion constante y se mantuvo por 30 minutos, transcurrido el tiempo la mezcla
fue filtrada obteniendo un sélido (3) como producto de oxidacion (Urban et al.,
2004).

Por otro lado, el filtrado fue extraido con porciones de acetato de etilo (3 x
50 mL), y la fase organica se traté con sulfato de sodio anhidro y concentrada a
presiéon reducida, obteniéndose un residuo el cual por comparacion en CCF resultd

ser el mismo que el producto de oxidacion previamente obtenido.

Se obtuvieron 185.6 mg (rendimiento 94.7 %) de un sodlido blanco 2. IR
(SOl/CHCl3) Vmax €M™ 2946.43, 2865.20 (C-H), 1698.14 (C=0). RMN *H (300MHz,
CDCl3) 6 ppm: 0.799 (s, 3H, CHj3), 0.934 (s, 3H, CH3), 0.958 (s, 3H, CHg3), 1.026 (s,
3H, CHs), 1.072 (s, 6H, 2 CH3), 1.685 (s, 3H, CH3), 4.696 (1H, H-29a), 4.574 (1H,
H-29b).

La identificacibn de 2 como lupenona se logré por comparacion de sus
datos fisicos y espectroscépicos con los datos en la literatura (Puapairoj et al.,

2005).
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5.3.2.2. Reaccion de 2 con acido m-cloroperbenzoico.

m-CPBA

CH,Cl,

6

Figura No. 8. Reaccion de la lupenona con acido m-cloroperbenzoico.

A una solucién de lupenona (200 mg, 0.47 mmol) en diclorometano (10 mL)
se le adiciond una solucién de m-CPBA (211.4 mg, 0.94 mmol) en diclorometano
(10 mL). La mezcla fue colocada en agitacion constante a temperatura ambiente
por 4 horas. Posteriormente, la mezcla de reaccién fue lavada sucesivamente con
una solucion de sulfito de sodio al 10% (3 x 30 mL) y agua destilada (3 x 20 mL).
Finalmente la fase organica fue tratada con sulfato de sodio anhidro y concentrada
a presion reducida. Se obtuvieron 199 mg de producto de la reaccion, los cuales
fueron separados por CCA (1.592 g de gel se silice para empacar la columna). La
elucion de la columna se realizé con diferentes mezclas de disolventes de

polaridad ascendente, iniciando con hexano 100%, seguido de mezclas de
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hexano-acetato de etilo, continuando con acetato de etilo 100%, mezclas de

acetato de etilo-metanol y metanol 100%. Se obtuvieron 56 fracciones.

De las fracciones eluidas con hexano: acetato de etilo (9.5: 0.5), se
obtuvieron 65.5 mg (rendimiento 34.0%), de un sélido incoloro cristalino 4, con un
punto de fusion 184-186 <C, el cual mediante difraccion de rayos X se identificd
como 20,29-epoxi-lupenona. En el espectro de masas (EM) se observé el ion
molecular a 440 m/z que corresponde a una férmula minima de C3oH430,.. EM-IE

(70 eV) m/z: 440 [M*], 425, 422, 382.

De las fracciones eluidas con hexano: acetato de etilo (9.5: 0.5), se
obtuvieron 5.1 mg (rendimiento 2.7%) de un sélido blanco cristalino 6 con un punto
de fusién de 207-209°C. IR (Sol/CHCls) Vmax CM™: 2942.95, 2866.90 (C-H),
1699.54 (C=0). RMN H (500MHz, CDCls) & ppm: 0.785 (s, 3H, CH3), 0.921 (s, 3H,
CHs), 0.979 (s, 3H, CHg), 1.024 (s, 3H, CHs), 1.055 (s, 3H, CH3), 1.073(s, 3H,
CHs), 1.843 (t, 1H, H-18), 2.153 (s, 3H, CHs), 2.580 (ddd, 1H, H-19). RMN *C
(500MHz, CDCls) & ppm: 39.53 (C-1), 27.32 (C-2), 218.05 (C-3), 36.88 (C-4),
54.82 (C-5), 19.68 (C-6), 33.47 (C-7), 40.69 (C-8), 49.62 (C-9), 47.28 (C-10), 21.46
(C-11), 27.20 (C-12), 37.15 (C-13), 42.75 (C-14), 34.09 (C-15), 34.92 (C-16), 43.03
(C-17), 49.51 (C-18), 52.56 (C-19), 212.70 (C-20), 27.64 (C-21), 39.83 (C-22),
21.02 (C-23), 26.74 (C-24), 15.96 (C-25), 15.70 (C-26), 14.41 (C-27), 18.00 (C-28),
29.19 (C-29). COSY: 'H/*H: 2.58/1.84, 2.85/1.480, 2.44/1.88, 2.44/1.38, 2.05/1.48,

1.85/1.60, 1.88/1.38, 1.67/1.50, 1.67/1.43, 1.68/0.97, 1.46/1.05, 1.46/1.13,
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1.28/1.05, 1.38/0.92, 1.46/0.78, 1.34/0.78. HSQC: ‘H/**C: 1.34/54.82, 2.58/52.56,
1.38/49.62, 1.40/49.62, 1.82/49.51, 1.84/49.51, 1.86/49.51, 1.36/39.83, 1.48/39.83,
1.40/39.53, 1.88/39.53, 1.59/37.15, 1.44/34.92, 1.51/34.92, 2.44/34.09, 1.43/33.47,
0.87/33.47, 2.15/29.19, 1.48/27.64, 2.05/27.64, 1.06/27.32, 1.67/27.32, 1.11/27.20,
1.12/27.20, 1.07/26.74, 1.45/21.46, 1.44/21.46, 1.47/19.68, 1.02/21.02, 0.78/18.00,
0.92/15.96, 1.05/15.70, 0.97/14.41. En el espectro de masas (EM) se observo el
ion molecular a 426 m/z que corresponde a una férmula minima de CyoH460, EM-
IE (70 eV) m/z: 426 [M"], 408, 383, 340, 231, 205, 177, 163, 149, 135, 121, 107,
95, 81, 55, 43.

La identificacién de 6, como 29-norlupan-3,20-diona, se logré mediante la
interpretacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos y el analisis de los

experimentos HSQC y HMVBC.

5.3.2.3. Obtencién de la 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7).

Figura No. 9. Obtencién de la 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7).

La obtencion de la 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7) se logré al disolver 4

en cloroformo. Se obtuvo un sdélido blanco 7, con punto de fusién de 163-166<C. IR
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(SOl/CHCl3), Vmax cm™Y: 3627.45 (O-H), 2952.94, 2868.91 (C-H), 1698.31 (C=0),
1604.58 (>C=CH,). RMN *H (300MHz, CDCl3) & ppm: 0.793 (s, 3H, CHs), 0.930 (s,
3H, CHa), 0.958 (s, 3H, CH3), 1.026 (s, 3H, CHs), 1.073 (s, 3H, CHag), .1.081 (s, 3H,
CHa), 4.122 (s, H-30), 4.911 (1H, H-29b), 4.945 (1H, H29a). RMN *3C (300MHz,
CDCl3) & ppm: 39.59 (C-1), 34.13 (C-2), 47.31 (C-4), 54.93 (C-5), 19.69 (C-6),
33.62 (C-7), 40.83 (C-8), 49.76 (C-9), 36.89 (C-10), 21.58 (C-11), 27.25 (C-12),
38.16(C-13), 42.87 (C-14), 27.41 (C-15), 35.42 (C-16), 43.03 (C-17), 48.88 (C-18),
43.80 (C-19), 154.73 (C-20), 31.78(C-21), 39.84 (C-22), 26.70 (C-23), 21.04 (C-
24), 15.96 (C-25), 15.81 (C-26), 14.47 (C-27), 17.74 (C-28), 106.96 (C-29), 65.07
(C-30). En el espectro de masas (EM) se observé el ion molecular a 440 m/z que
corresponde a una férmula minima de CzoHssO2 EM-IE (70 eV) m/z: 440 [M"], 422,
234, 221, 205, 55.

La identificacion de 7 como 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona se logré por
comparaciéon de sus datos fisicos y espectroscopicos con los datos en la literatura

(Bohlmann y Jakupovic, 1979; Tinto et al., 1992; Ribeiro et al., 2005).
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5.5. Evaluaciones de las propiedades de inhibicién del crecimiento de células de

cancer humano y antiinflamatoria.

5.5.1. Evaluacion de la inhibicion de crecimiento de células de cancer humano por

el método de sulforrodamina B (SRB) in vitro.

La evaluacién de los compuestos se llevo a cabo en las lineas celulares de
cancer humano: colon (HCT-15), mama (MCF-7), sistema nervioso central (U251),
leucemia mieloblastica crénica (K-562), pulmén (SKUL-1) y préstata (PC-3),
provenientes del Instituto Nacional del Céancer (NCI) de Estados Unidos de
América. EI método de sulforrodamina B empleado se siguié de acuerdo a los
procedimientos validados por el NCI.

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-1640 adicionado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y glutamina 2.0 yM. Los cultivos celulares se
incubaron en un ambiente saturado de humedad y una atmésfera de 5% CO, a
una temperatura de 37 “C. Posteriormente, las células que se adhirieron a las
paredes del frasco fueron removidas haciendo uso de una solucion de tripsina-
EDTA al 0.05%. La determinacion de la densidad y viabilidad de las lineas
celulares se llevo a cabo en un hematocitometro, utilizando la técnica de exclusion
con azul de tripano.

Contadas las células, se hizo una dilucion para obtener la densidad
adecuada. La suspension celular se sembré en placas de 96 pozos y se

sometieron a un periodo de incubacion de 24 h a 37<C.

26



APENDICE

Los compuestos fueron solubilizados en dimetilsulfoxido (DMSO) para ser
evaluados en una concentracion de 50 pmol/mL. Se agreg6 100 pL de la solucion
a cada uno de los pozos de las lineas celulares, para obtener un volumen total de
200uL por pozo. Se empledé como control negativo DMSO. Los cultivos se
incubaron durante 48 horas a 37°C en una atmosfera al 5% de CO, y una
atmésfera saturada de humedad. El crecimiento de los cultivos celulares se evalu6
mediante el ensayo de sulforrodamina B (SRB), usando como control positivo 5-
fluoracilo.

Transcurridas 48 horas de incubacion, los cultivos celulares se fijaron in situ
con 50uL de acido tricloroacético (TCA) frio (50% p/v), posteriormente se
incubaron durante 60 minutos a 4°C. Se deseché el sobrenadante y los cultivos
celulares se lavaron cinco veces con agua desionizada, dejandolos secar por 24
horas. Una vez secos, se adicioné 100 pL de SRB (0,4% p/v en acido acético al
1%), se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente el
exceso de SRB se removié lavando cinco veces con acido acético al 1% y dejando
secar por 24 horas. Finalmente, la densidad 6ptica (DO) fue medida en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 515 nm. Considerando que la
densidad Optica es proporcional a la cantidad proteica celular total e inversamente
proporcional a la capacidad del compuesto o extracto a prueba de inhibir el
crecimiento celular. La citotoxicidad fue reportada como porcentaje de inhibicion

del crecimiento celular y se determin6 de acuerdo a la siguiente expresion:

DOr (muestra)) OO]
*

% Inhibicion del crecimiento = 100 — [(DOr (vehiculo)
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Lineas celulares
de cancer humano
(HCT-15, MCF-7,
U251, K-562,
SKUL-1, PC-3)

Cultivo en medio
RPMI-1640 con 10%
suero fetal bovinoy

glutamina 2.0 uM

Control negativo
DMSOy 5-
fluoracilo como
control positivo

Incubaciéna 37°C,
48 h con 100% de
humedady una
atmosfera de 5% CO,

Adicion de100uL de
disoluciones de
compuestos en

Evaluaciéon del
crecimiento celular
(Técnicade
sulforrodamina B)

DMSO (50pmol/mL)
Incubacién en
ambiente saturado de »
humedad, atmésfera |nCU°baCIOn a
de5% CO,y 37°C 37°C,24 h
Remocién de .
células con Siembraen
tripsina-EDTA placas de 96
0.05% pozos
Determinaciénde Al q
densidady viabilidad dJUSt% S
(tecnicade exclusidn ensida
con azul de tripano) celular

Figura No.

Fijacién in situ de
cultivos con 50uL de
acido tricloroacético

frio (50% p/v)
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Medicidn de
Densidad

Optica (A = 515
nm)

Incubacién por

60 min a 4°C.

Lavados con acido
acéticoal 1%y
secado por 24 h.

Lavados con agua
desionizada y secado
por 24 h

Adicion de 100 ulL
de SRB e
incubacidn por 10
min. a temperatura
ambiente

10. Esquema de Trabajo de Modelo de Citotoxicidad.
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Cuadro No. 2. Porcentaje de Inhibicion del crecimiento por la linea celular.

Muestra U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKUL-1
1 sa 23.5 0.39 19.5 46.3 16.1
4 49.39 sa 26.5 sa 26.18 0.6
5 5.37 sa 7.35 sa 4.85 9.83
5-fluoracilo 56.9 52.0 60.5 73.28 63.5 77.3

Concentracion (50 uM) en DMSO. U251= glia de sistema nervioso central, PC-3=
prostata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF7=mama, SKUL-1 adenocarcinoma de

pulmén, sa = sin actividad.

90
80
70
60 m 5-fluoracilo
50 [ 1
40 4
30
m5
20
10 _ Concentracion
50 uM
0

U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKUL-1

Figura No. 11. Derivados del lupeol. Porcentaje de Inhibicion del crecimiento por la

linea celular.
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5.5.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido
por TPA.

Se emplearon ratones machos (cepa CD1, de 20 a 25g) los cuales fueron
pesados y separados al azar en grupos de tres: dos grupos control (positivo y de
vehiculo) y un grupo tratado. Cada grupo (n=3) fue anestesiado con pentobarbital
sédico a una dosis de 0.1 mL de pentobarbital/10 g de peso de ratén via
intraperitoneal. En cada grupo se aplico topicamente una solucion etandlica de
TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol 25 pug/mL) sobre la superficie
posterior e inferior de la oreja derecha del raton (10uL x cada lado) para inducir la
inflamacion. Posteriormente se aplico 20uL de etanol en la superficie posterior e
inferior de la oreja izquierda. Diez minutos después de la aplicacion del TPA al
grupo tratado se le aplicé 20uL del compuesto de estudio disuelto en su vehiculo
correspondiente a una dosis de de 0.31 pmol/oreja, en ambas caras de la oreja
derecha, mientras que la oreja izquierda solo se aplico 20 pyL de vehiculo. Se
empled indometacina como control positivo. Transcurridas 4 horas después de la
aplicacion de cada grupo, sacrificado en una camara saturada con CO,, se tomé
biopsia de cada oreja con un sacabocados de 7 mm de diametro. Las orejas
control como las orejas tratamiento fueron pesadas. Una vez obtenidos los pesos,
se calculd el porcentaje de la inhibicion de la inflamacién segun la siguiente

expresion:

i X tratado
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Los resultados se analizaron mediante la prueba de t de Student, con un

nivel de significancia de p<0.01, usando el programa Sigma-stat (2.0).

Ratones machos
Cepa CD1

Anestesia con pentobarbital sédico (0.1 mL/10g)

20puL etanol en oreja
izquierda

20uL solucion
etandlica en oreja
derecha

10 minutos después

n=3

Control positivo

Control de vehiculo Tratamiento

n=3 n=3

20uL de la sustancia

20uL Indometacina 20uL de vehiculo en a evaluar disuelta en

en oreja derecha orejaizquierda el vehiculo en oreja
derecha

Despuésde 4 horas

toma de

Sacrificio en camara de CO, y

biopsias de 7 mm de

diametro de cada oreja

Obtencion de diferencia de pesos
entre la oreja control y la oreja
tratada de cada animal

Figura No. 12. Esquema de Trabajo de Modelo edema inducido por TPA.
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Cuadro No. 3. Actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido por

TPA.
Muestra Dosis Edema (mg) Inhibicion (%)
Acetona - 16.53 +0.44 -
1 1umol/oreja 7.95+1.01 51.92*
4 1umol/oreja 12.87 £0.65 21.24**
5 1umol/oreja 8.30+1.41 49.80**
7 0.7umol/oreja 6.20 +1.50 56.64**
Indometacina 1umol/oreja 2.88+0.73 78.76**

Los valores de p<0.01 (**) se consideran como diferencia significativa con respecto al

920
80
70
60
50
40
30
20
10

control.

Derivados del Lupeol

B Indometacina
(1umol/oreja)

-m7(0,7umol/oreja)

Figura No. 13. Derivados del Lupeol. Porcentaje de inhibicion de edema inducido

por TPA.
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DISCUSION

Son varias las razones, que pueden explicar, que hoy en dia exista un
interés creciente en el estudio de los triterpenos naturales. Una de ellas, es tratar
de conocer el papel que desempefian estos metabolitos secundarios en las
especies que los sintetizan, por ejemplo, se conoce que estos metabolitos
secundarios son importantes componentes estructurales de sus membranas
celulares (Liby et al, 2007). Otra, es el posible papel que desempeiian en el ser
humano ya que es conocido que los triterpenos son componentes naturales de la
dieta humana. En los paises occidentales un promedio de 250 mg por dia de
diferentes triterpenos, contenidos principalmente en aceites vegetales, cereales,
frutas y verduras son consumidos. (Moreau et al., 2002). Sin embargo, la mayoria
de las investigaciones realizadas es acerca de sus propiedades bioldgicas
(Ovesna et al., 2004). Mucho de este interés se debe al hecho de que varios de
estos metabolitos secundarios han demostrado bajar los niveles de colesterol en la
sangre y evidencia de este interés son por lo menos 25 estudios clinicos, 20
patentes y la venta de por lo menos 10 productos conteniendo principalmente
triterpenos (Moreau et al., 2002).

Uno de estos metabolitos secundarios es el lupeol (1). La estructura
pentaciclica de 1 es evidenciado por sus datos espectroscépicos y
espectrométricos. Asi, en el espectro de masa de alta resolucion se observa el i6n
molecular a 426.3861 para una férmula de CzoHs0O mientras que en el espectro

de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) se observan los siete
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singuletes asignados a los grupos metilos, asi como para los protones vinilicos

(Martelanc et al, 2007).

Debido a sus efectos antiinflamatorios, tanto in vitro como in vivo,
(Fernandez et al., 2001), su actividad anti mutagénica en sistemas in vitro e in vivo
(Lira Wde, et al., 2008 y Nigam et al., 2007) y su capacidad de inhibicién del
crecimiento de tumores de melanoma humano, sin afectar melanocitos normales
(Saleem et al.,, 2008), el lupeol ha sido extensamente estudiado y todos los
hallazgos encontrados sugieren que este triterpeno puede ser utilizado como un
agente quimiopreventivo y terapéutico en el cancer de piel. (Hata et al., 2005)

Adicionalmente, estudios de relacion de la actividad bioldgica con la
modificacién estructural del lupeol indicaron que modificaciones en el C-30,
principalmente la formacién de grupos aldehidos y acidos carboxilicos aumentan
la apoptosis de células de algunos canceres humanos. Estos hallazgos sugieren
gue aumentar el grado de oxidaciéon en C-30 aumenta la actividad citotéxica a
lineas de cancer humano. (JP2009191018) Siguiendo este orden de ideas es
factible suponer que un epoxido formado en la doble ligadura entre C-20 y C-29
del lupeol podria aumentar la actividad en contra de células cancerosas.

Una busqueda en la literatura sefalé que el 20,29-epoxilupan-3-3-ol (3) ha
sido obtenido como metabolito secundario de algunas especies vegetales pero no
se encontré informes de la obtencion de este derivado, por métodos quimicos a

partir de lupeol.
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HO

3

Figura No. 14. Estructura quimica del 20,29-epoxilupan-3-3-ol (3).

Tomando en cuenta lo anterior, se decidié obtener de manera paralela los
derivados epoxidados del lupeol (1) y la lupenona (2). Esta ultima obtenida a partir
de la oxidacién, con triéxido de cromo y acido sulfdrico, de 1. El lupeol, punto de
partida de esta tesis fue previamente aislado de la especie vegetal Mortonia
hidalgensis (Martinez et al., 1982). La caracterizacion de 1 y 2 se logré por
comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con los informados en la

literatura. (Burns et al., 2000; Fotie et al., 2006; Puapairoj et al., 2005).

6.1.1. Caracterizacion del 38-hidroxi-20-ox0-30-norlupano (5).
De la reaccion de lupeol (1) con m-CPBA se obtuvo el 33-hidroxi-20-oxo-30-
norlupano (5), la elucidacién estructural de este compuesto se logré6 mediante el

analisis de sus datos espectroscépicos y espectrométricos.
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Asi en el espectro de masas (EM) de 5 se observo un ion molecular a 428

m/z correspondiente a una formula minima de CgH4s0>. Al analizar el espectro de
infrarrojo (IR), se observé una banda a 1702.54 cm™ correspondiente a la energia
de vibracion del enlace C=0. En el espectro de RMN *3C se observaron sefiales
correspondientes a 29 atomos de carbono, sefialados en la férmula minima.
También en este espectro se mostro la presencia de siete sefiales a 28.57, 16.08,
16.58, 16.40, 14.85, 18.52, 29.19 ppm, asignadas a siete grupos metilos
observados en el espectro del experimento DEPT. Ademas se observaron 6 CH,
10 CH. y por diferencia con el nimero total de sefiales observadas en el espectro,
se calcularon 6 atomos de carbono sin hidrégenos. La sefial a 211.3 fue asignada
a un grupo carbonilo que junto a la sefial del metilo a 29.1 ppm en RMN *3C (2.102
ppm en RMN *H) y la evidente pérdida de la sefial asignada al metileno vinilico en
C-29 indicaban la formacion de un radical metilcetona en C-20. Tomando en
cuenta lo anterior se propuso la estructura 5 para este compuesto. Propuesta

apoyada por el patron de fragmentacién asignado a este compuesto.

HO

Figura No. 15. Estructura quimica del 33-hidroxi-20-o0x0-30-norlupano (5).
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428M *t

-18 (H,0)

410 m/z
-15 (-Me)

395m/z

207m/z — 189m/z
Figura No. 16. Patron de fragmentacion propuesto para el 33-hidroxi-20-ox0-30-

norlupano (5).

Esta propuesta estructural fue comprobada mediante los experimentos

HSQC y HMBC.

HO

Figura No. 17. Principales interacciones C-H a tres ligaduras para el 33-hidroxi-20-
0x0-30-norlupano (5).
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En la literatura se encontré un solo informe acerca de la preparacién de la
cetona 5. En este trabajo se utilizO como compuesto de partida el 33-acetoxilup-
20(29)-eno el cual se traté con tribxido de osmio, seguido de LiAlH4 (Corbett et al.,
1987). Adicionalmente, 5 se ha aislado como metabolito secundario de especies
de liguenes como Pseudocyphellaria rubella (Corbett et al.,, 1987) y de otras
especies como Salvia nubicola (Ali et al., 2005), Koelpinia linearis (Koul et al.,
1999), asi como de la corteza del abedul amarillo, Betula alleghaniensis (Cole et
al.,, 1991; Habiyaremye et al., 2002), de las partes aéreas Salacia chinensis
(Zhang et al., 2008), y de Saussurea ussuriensis (Li et al., 2008), entre otras.
(Thompson y Bowers, 1968; Ponglimanont y Thongdeeying, 2005; Kotowicz et al.,

2005; Wang et al., 2008)

Aunque los datos espectroscopicos de RMN 'H y *C para 5 han sido
publicados (Thompson y Bowers, 1968; Cole et al., 1991; Koul et al., 1999; Ali et
al., 2005; Kotowicz et al., 2005), al comparar estos datos entre si se observaron
inconsistencias, las cuales fueron evidentes al compararlos con los datos
generados en el presente estudio. En el siguiente cuadro se observan las
asignaciones para la cetona 5, los cuales fueron confirmados por los experimentos

de HSQC y HMBC.
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Cuadro No. 4. Asignaciones en RMN **C para 3-hidroxi-20-ox0-30-norlupano
(5). (500MHz, CD3;COCD3)

Carbono 6 (ppm) Carbono 6 (ppm)

C-1 39.57 C-16 35.78
C-2 28.19 C-17 43.70
C-3 78.43 C-18 49.95
C-4 39.60 C-19 52.87
C-5 56.30 C-20 211.39
C-6 19.10 C-21 28.25
C-7 35.10 C-22 40.58
C-8 41,61 C-23 28.57
C-9 51.27 C-24 16.08
C-10 37.99 C-25 16.58
C-11 21.69 C-26 16.40
C-12 27.92 C-27 14.85
C-13 37.96 C-28 18.52
C-14 43.40 C-29 29.19
C-15 28.16

De acuerdo con lo anterior, este es el primer informe acerca de la obtencion

de 5 a partir del tratamiento de 1 con acido m-cloro perbenzoico (m-CPBA)

Con el fin de establecer un probable mecanismo de reaccion que explicara
la transformacion de 1 a 5, se realizé una busqueda en la literatura de reacciones
similares, el resultado indicé dos informes donde el acido m-cloroperbenzoico (m-
CPBA) promovio la fragmentacion oxidativa de dobles ligaduras endociclicas para

formar dicetonas (Borowitz et al., 1966 y 1968) y un informe donde el m-CPBA
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realizé la fragmentacién en dobles ligaduras terminales para formar benzofenonas

(Singh et al., 2009).

Tomando en cuenta estos informes, se propone el siguiente mecanismo

para la obtencion de la cetona 5 a partir del lupeol.

Cl

H\C/H
H H \
/\/C//_\& c|)/ ° /C%O
/C,/// ?\/ H '/\ o m
Y PNy
NN cl

OH Cl

[ X

Figura No. 18. Mecanismo de fragmentacion oxidativa del m-CPBA.

El bajo rendimiento obtenido (1.1 %) de esta reaccién se podria justificar
por la probable inestabilidad, especialmente en condiciones &cidas, del oxirano

gue se postula como intermediario de la metil cetona formada.
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6.1.2. Caracterizacion de 20,29-epoxi-lupenona (4).

La reaccién entre la lupenona (2) y el m-CPBA produjo dos productos los
cuales fueron separados mediante CCA de la mezcla de reaccion, el primero fue
caracterizado por difraccién de rayos X como la 20,29-epoxi-lupenona (4) y el
segundo fue caracterizado mediante el andlisis sus datos espectroscopicos como
la 29-norlupan-3,20-diona (6).

Los resultados de difraccién de rayos X de 4, indicaron la formacion de un oxirano
en las posiciones C-20 y C-29 y permitieron establecer la estereoquimica de la

molécula.

Figura No. 19. Estructura cristalina de la 20,29-epoxi-lupenona (4).
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El derivado 4 ha sido aislado como metabolito secundario de Flourensia
heterolepis (Bohlmann y Jakupovic, 1979). Sin embargo una busqueda en la
literatura no indicé que 4 haya sido obtenido por modificacion de la lupenona o por
otro triterpeno similar ni como producto de una sintesis total. De acuerdo con lo
anterior, éste es el primer informe de la obtencion de 4 a partir de fuentes no

naturales.

6.1.3. Caracterizacion de 29-norlupan-3,20-diona (6).

La elucidacion estructural de la 29-norlupan-3,20-diona (6) se logré
mediante el andlisis de sus datos espectroscopicos. En el espectro de masas (EM)
se observo un ion molecular a 426 m/z correspondiente a la formula minima de
CaoH4602. En el espectro de IR mostré una banda a 1699.54 cm™ correspondiente
a la energia de vibracién del enlace C=0. El espectro de RMN *3C evidenci6 la
pérdida de un atomo de carbono en la estructura triterpénica, mostrando 29
sefales correspondientes a 29 carbonos. Las sefales a 218.0 y 212.7 ppm, en el
espectro de RMN *3C, indicaron la presencia de dos grupos carbonilos en la
molécula. Todos estos datos indicaron que 6, podria corresponder al derivado
oxidado en C-3 con un residuo de metilcetona como 5. Propuesta que fue apoyada

por el patron de fragmentacion asignado a 6.
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426 M °*
-15 (-Mi/ yi (-COCH,)
411 m/z 383 m/z

205 m/z

Figura No. 20. Patron de fragmentacion propuesto para la 29-norlupan-3,20-diona

(6).

La estructura propuesta fue comprobada al hacer el andlisis de los

experimentos HSQC y HMVBC.

Figura No. 21. Principales interacciones C-H a tres ligaduras para la 29-norlupan-
3,20-diona (6).
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Figura No. 22. Estructura quimica de la 29-norlupan-3,20-diona (6).

Los rendimientos de la cetona 6 a partir de 2, resultaron muy pobres, al
igual que los rendimientos del derivado 5 a partir del lupeol. Estos resultados
indican, que aunque la reaccién se efectué, posiblemente el oxirano, propuesto
como intermediario para la formacion de la metil cetona, sea inestable. También,
es posible que los derivados 5 y 6 sean inestables en las condiciones de

separacion.

Por otro lado, resultado de una busqueda bibliografica se encontré que 6 ha
sido aislado como metabolito secundario de la corteza exterior de Betula
alleghaniensis (abedul amarillo) (Cole et al., 1991; Habiyaremye et al., 2002) y de
hojas de Salacia chinensis (Zhang et al., 2008). Sin embargo, no se encontraron
informes donde se obtenga por sintesis quimica. Por lo anterior, este es el primer

informe de la obtencién de 6 a partir de modificaciones quimicas.
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6.1.4. Caracterizacion de 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7).

A pesar de que la estructura de 4 fue determinada por analisis de rayos X,
los espectros de RMN, adquiridos en CDCI3, no correspondian a esta estructura.
Por lo que se decidié establecer la estructura del producto recuperado de estos

andlisis.

En el espectro de masas (EM) se observo un ion molecular a 440 m/z
correspondiente a una formula minima de C3oH4s0,. El espectro de IR mostré una
banda 3627.45 cm™ correspondiente a la energia vibracién del enlace O-H, una
banda a 1698.31 cm™ correspondiente a la energia de vibracion el enlace C=0.
Estos resultados indicaron que el oxirano presente en 4, sufri6 una apertura,
posiblemente por la acidez del disolvente, dando un alcohol. Propuesta que fue
apoyada por las sefiales observadas en el espectro de RMN *C donde se
observaron la presencia de seis sefales correspondientes a los carbonos de los
metilos, una sefal a 65.02 ppm correspondiente al C-30 unido al alcohol y las
seflales a 154.73 y 106.96 ppm correspondientes a los C-20 y C-29
respectivamente, que conforman el doble enlace. Por su parte el espectro de RMN
'H presenté seis singuletes asociados a los metilos con los que cuenta la
estructura, un singulete ligeramente desplazado a campo alto correspondiente al
proton del hidrégeno 30 y dos sefiales asociadas a los protones vinilicos de la

estructura.
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Figura No. 23. Estructura quimica de la 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7).

El derivado 7 han sido aislado como metabolito secundario de especies
vegetales como Flourensia heterolepis (Bohlmann y Jakupovic, 1979), Salacia
cordata (Tinto et al., 1992), Cassine papillosa (Drewes y Mashimbye, 1993), de
tallos y ramas de Maytenus imbricata (Ribeiro et al., 2005), Acacia mellifera (Mutai
et al., 2007), Maytenus nemerosa, donde mostré una inhibicion significativa de
crecimiento de células KB a 10 ug/mL, (Fang et al., 1984) y de Cassipourea
madagascariensis, (Prakash et al., 2006) en donde fue evaluada frente a células
de cancer de ovario, determinando una ICso = 16.4ug/mL. Los resultados de una
basqueda en la literatura indicaron que no existen informes acerca de la obtencién
de 7 mediante transformaciones quimicas. De acuerdo con lo anterior, este el

primer informe de la obtencion de 7 por métodos quimicos.

De acuerdo a la literatura y a nuestros resultados es posible que la
formacion de los derivados 5 y 6 sea a partir de los oxiranos respectivos, como se

ha propuesto en el mecanismo de reaccion. Aunque las consideraciones

64



, 65
APENDICE

termodinamicas y cinéticas involucradas en estas transformaciones estdn mas alla
de los objetivos de este trabajo, es evidente que existe una diferente estabilidad
en los epdxidos propuestos como intermediarios. El epoxido 4, obtenido a partir de
la lupenona 3, se logré aislar con un rendimiento de un poco mas del 30%,
mientras que el epoxido formado a partir del lupeol no fue posible aislarlo. Estos
resultados podrian indicar que el epéxido 4 es mas estable que aquel producido a
partir del lupeol. Por otro lado, el rendimiento de los derivados 5y 6 es muy similar

en ambos casos.

La formacién del alcohol 7 a partir del oxirano 4 ilustra la facilidad de

reaccion, frente a medios acidos, de este tipo de derivados.
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(2) m-CPBA/CH,Cl,; (b) CrOs, H,SO,/DMF; (c) m-CPBA/CH,Cl,; (d) CHCl,.

Figura No. 24. Esquema de semisintesis para la obtencion de derivados del
lupeol.
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6.2. Evaluaciones de las propiedades de inhibicion del crecimiento de células de

cancer humano y antiinflamatoria.

6.2.1. Evaluacion de la inhibicién de crecimiento de células de cancer humano por
el método de sulforrodamina B (SRB) in vitro.

En cuanto a los resultados de la capacidad de inhibicion de crecimiento de
lineas celulares de cancer humano, mostrados en el Cuadro No. 2 y la Figura No.
11, del lupeol (1) y sus derivados sintetizados (3B-hidroxi-20-oxo-30-norlupano (5)
y 20,29-epoxi-lupenona (4)), se observa que el lupeol fue poco activo en
comparacién con el 5-fluoracilo; de la misma forma, las modificaciones efectuadas
en los dos derivados no favorecieron la actividad y también resultaron poco activos
en comparacion al farmaco de referencia. Con esta informacién se puede
establecer que las modificaciones efectuadas en las posiciones C-3, C-20 y C-29
de la molécula del lupeol e incluso la pérdida del C-30 no estan involucradas con

su capacidad de inhibir el crecimiento celular de lineas de cancer humano.

6.2.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido

por TPA.

De acuerdo a los resultados mostrados en el Cuadro No. 3 y en la Figura
No. 13 se puede establecer que el lupeol (1) como su derivado 3B-hidroxi-20-oxo-
30-norlupano (5) no muestran una actividad antinflamatoria mayor a la
indometacina, por lo que la pérdida de un carbono y la formacion de un carbonilo

en C-20 del derivado no modifica la actividad antiinflamatoria. De la misma
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manera, para el derivado 20,29-epoxi-lupenona (4), la presencia del epdxido en

los carbonos C-20 y C-29 no favorece la actividad antiinflamatoria.

Sin embargo, para el derivado 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7) tanto la
presencia del grupo alcohol en el C-30, asi como la presencia del grupo carbonilo
en el C-3 favorece la actividad antiinflamatoria e inclusive supera a la

indometacina.

A pesar que se ha informado que un mayor grado de oxidacion en el &tomo
de C-30 del lupeol puede aumentar su actividad en contra de lineas de cancer
humano, la presencia de un grupo hidroxilo en el C-30, como en 7, o de grupos
carbonilo en los C-20 y C-3, como 5 y 6, e incluso la presencia del grupo epéxido
en los C-20 y C-29, como 4, no fueron suficientes para que estos derivados fueran
mas activos que el lupeol. Estos resultados indican que adicionalmente al grado
de oxidacion, debe existir otro factor, posiblemente estérico, para que se aumente

la actividad bioldgica.
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CONCUSIONES

Se obtuvieron el 3B-hidroxi-20-o0x0-30-norlupano (5) y la 29-norlupan-3,20-
diona (6) a partir de una reaccion de fragmentacién oxidativa de lupeol (1)
con m-CPBA.

Es la primera vez que se obtienen los derivados 5 y 6 a partir de
modificaciones a lupeol (1) y lupenona (2) respectivamente, usando m-
CPBA como reactivo.

La reaccion del lupeol (1) con m-CPBA no favorece la formacion del
derivado epoxidado en las posiciones C-20 y C-29, pero si para la lupenona
(2).

En disolventes &cidos se favorece la apertura del oxirano 4 permitiendo la
formacion de un producto mas estable el 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (7).
Las modificaciones efectuadas en los C-3, C-20, C-29 y C-30, e incluso la
pérdida de un carbono en la estructura triterpénica, no favorece la actividad
de inhibicion de crecimiento de células de cancer humano.

El derivado 7 fue el mas activo de todos los derivados obtenidos en el
modelo de edema inducido por TPA.

El grado de oxidacién de los derivados obtenidos del lupeol no es suficiente

para mejorar la propiedad citotoxica.
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