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1 Introduccion.

1.1

Introduccion.

En este capitulo se describe:

A la Medicina tradicional como sistema sanitario, cuyo objetivo es la
procuracion de la salud, mediante el uso principalmente de especies
vegetales.

El cancer como un problema de salud a nivel mundial, el cual debe de ser
atendido con urgencia.

Las aportaciones de los productos naturales en el descubrimiento vy
desarrollo de farmacos anticancerosos, entre ellos los alcaloides
vinblastina y vincristina aislados de Catharanthus roseus, etc.

La relacion que existe entre los procesos inflamatorios y el desarrollo de
cancer.

El interés cientifico de la busqueda de farmacos antiinflamatorios y
anticancerosos en plantas para las cuales la tradicion indica acciones
etnomédicas o terapéuticas.




1.2 Introduccion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define la medicina tradicional como
diversas practicas, enfoques, conocimientos y creencias sanitarias, que
incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o minerales, cuyo objetivo
es prevenir, diagnosticar y tratar enfermedades, para la manutencion de la salud
(OMS, 2002-2005).

De acuerdo con ésta organizacion, aproximadamente tres cuartas partes de la
poblacion mundial recurre a los remedios tradicionales, para la procuracién de la
salud, principalmente mediante el uso de especies vegetales (OMS, 2002-2005).

A nivel mundial la medicina tradicional crece rapidamente, constituyendo un
sistema sanitario de gran importancia econdmica, debido a su facil accesibilidad.
(OMS, 2002-2005).

A lo largo de los mas de 500 afios en el que el mundo tiene noticias de la
naturaleza maravillosa de América y de México en particular, quiza lo que méas ha
llamado la atencion de propios y extrafios ha sido su flora y fauna.

Especificamente la flora mexicana destaca por su biodiversidad vegetal, donde
las plantas son wun recurso cuyos valores medicinales, alimenticios vy
ornamentales, necesitan ser conocidos para conservarlos y, en su caso
explotarlos de manera racional.

En México, se han utilizado las especies vegetales con fines terapéuticos,
estableciéndose una fuerte tradicién, lo que constituye un rasgo cultural de la
sociedad mexicana (Martinez, 1996).

Sin embargo, a la mayoria de las especies utilizadas en la herbolaria no se les
han realizado estudios farmacoldgicos o quimicos de manera sistematica. Por lo
tanto, para una verdadera contribucién en la busqueda de posibles farmacos
anticancerosos, de origen vegetal, es necesario realizar estudios sistematicos
sobre las actividades bioldgicas y reactividad quimica de los diferentes tipos de
metabolitos secundarios presentes, en las especies utilizadas en la medicina
tradicional.

A nivel mundial asi como en México, el cancer constituye un grave problema de
salud. Aunque existen varios farmacos anticancerosos en la clinica, el desarrollo
de resistencia de las células cancerosas a los diferentes tipos de farmacos y la
poca selectividad de algunos, hace imperiosa la necesidad de descubrir y
desarrollar nuevos farmacos anticancerosos.

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




provenientes de la podofilotoxina, o el taxol aislado del Taxus brevifolia, todos
ellos usados hoy en dia en la clinica (Mann 2002; Chabner y Roberts 2005; Cragg
y Newman 2005).

Por otra parte, la inflamacién es un mecanismo fisiolégico de defensa en
respuesta a la presencia de un agente xenobiotico. Este proceso comprende una
serie de eventos que inician con la permeabilidad vascular, la salida de fluidos y
células, preferente de leucocitos. Estas células en coordinacion con otras
producen una variedad de moléculas que regulan, mantienen y concluyen la
inflamacion tras la remocién del agente causal (Cirino, 1998).

Sin embargo, en procesos inflamatorios, donde células con dafio en el DNA que
contintan en proliferacién, sin lograr la remocién del agente causal, ubicadas en
micro ambientes ricos en células inflamatorias y factores de crecimiento, pueden
impulsar la instalaciéon y crecimiento tumoral (Katsung, 1999; Coussens y Werb.,
2002).

Recientemente se ha generado una vasta informacion que indica que los procesos
inflamatorios cronicos son contribuyentes o quizas la causa de gran variedad de
procesos cancerosos (Nathan, 2002).

El interés cientifico por la busqueda de farmacos antiinflamatorios vy
anticancerosos en especies con tradicion etnobotédnica como remedios
medicinales, se ha visto incrementado en los ultimos afios. Esto abre una amplia
ventana de investigacion, razon por la cual es mas frecuente la incorporacién de
programas de investigacion sobre las llamadas plantas medicinales.

Es en este contexto es que nuestro grupo de trabajo ha tomado gran interés sobre
el estudio de la especie medicinal Amphipterygium adstringens Schiede ex
Schlecht (cuachalalate), de uso etnomédico para el tratamiento de ulceras
gastricas, cancer de estomago, gastritis, inflamacién estomacal y algunas
lesiones cutaneas (Olivera et al., 1999).

Es conocido que los triterpenos, metabolitos secundarios con treinta atomos de
carbono, presentan una gran variedad de actividades bioldgicas, entre ellas estan
la antiinflamatoria (Safayhi et al., 1997), antimicrobiana (Cantrell et al., 1996),
citotoxica (Gan et al., 1998) e inmunomoduladora (Calis et al., 1997), entre otras.

Nuestros estudios han demostrado que los acidos masticadiendnico y 3a-
hidroximasticadiendénico son los principales triterpenos de tipo tirucalano
sintetizados por A. adstrigens, los cuales presentan actividad antiinflamatoria y
antiproliferativa en contra de lineas de cancer humano.

En este trabajo se dan a conocer los resultados de las evaluaciones de actividad
antiproliferativa contra algunas lineas de cancer humano de cinco derivados
quimicos del acido 3a-hidroximasticadienonico.




2 Marco Teorico.

2.1 Marco tedrico.

En este capitulo se define:

El Cancer de acuerdo con la Sociedad Americana de Cancer (American Cancer
Society).
e La clasificacién de los tipos de cancer de acuerdo al tipo de tejido donde el
tumor emerge.
e Los factores relacionados con la aparicion de cancer.
e El tratamiento del cancer.
e El cancer como problema de salud

Inflamacion.

La inflamacién aguda.

Inflamacion cronica.

Los mediadores moleculares de la inflamacidn.
Terapéutica de la inflamacion.

Relacion cancer inflamacidn.

Metabolito primario y secundario.

La especie medicinal Amphipterygium adstringens schiede ex schlecht
(cuachalalate).

e Los usos etnomédicos.

e Estudios fitoquimicos.

e Estudios farmacoldgicos.

Triterpenos.
e Biogénesis.
e Actividad bioldgica
e Acidos masticadienénico y 3a-hidroximasticadienénico.

Métodos para evaluar la actividad biolégica.
e Métodos in vivo.
e Métodos in vitro.




2.2 Cancer.

De acuerdo con la Sociedad Americana de Céancer (American Cancer Society),
esté se define como un grupo de enfermedades caracterizadas por un crecimiento
descontrolado de células anormales, asi como su dispersion a través del
organismo (World Health Organization, 2008).

Por lo tanto, se puede entender el cancer como un proceso de crecimiento tisular
producido por la proliferaciéon continua de células anormales, la cual establece
sus propias normas de crecimiento, no responden a diferenciacién ni
coordinacion.

El céncer se origina en cualquier tipo de célula y tejido corporal, no se pude
considerar como una enfermedad uUnica, si no que en realidad es un conjunto de
enfermedades que se clasifican en funcién del tejido y célula de origen.

Una neoplasia, es una masa anormal de tejido que no esta coordinado por los
mecanismos reguladores normales y cuyo crecimiento excede al tejido normal. De
manera formal, una neoplasia no constituye un cancer hasta que presenta
metastasis.

Virchow mencion6 que, toda célula proviene de otra célula, las enfermedades no
surgen en los 6rganos o tejidos en general, si no, de forma primaria en células
individuales (Virchow et al., 1859), es decir que todo cancer proviene de un
proceso celular. Estos procesos celulares producen células anormales
caracterizadas por su multiplicacion sin control, invaden los tejidos proximos y
se diseminan hacia o6rganos distantes reproduciendo alli el tumor, proceso
denominado metastasis. Las neoplasias malignas tienen la capacidad de sufrir
metastasis y formar tumores secundarios. Por tanto un tumor maligno siempre se
considera como cancer.

La transformacién maligna de las células normales consiste en la adquisicion
progresiva de una serie de cambios genéticos especificos, que actuan
desobedeciendo a los fuertes mecanismos antitumorales, produciendo el
desarrollo de: Angiogenesis (Crecimiento de vasos sanguineos, cuyo objetivo es
obtenciéon de alimento), crecimiento acelerado (incremento de la division celular,
que hace que las células tumorales se encuentren en un ciclo celular
incrementado), apoptosis lenta (las células no entran en apoptosis, esta se debe
de inducir), Inmunidad( escapa del sistema inmunoldgico, macréfagos asociados a
tumores), adherencia celular (la capacidad que tienen las células de unirse a
elementos del medio externo o a otras células), reparacion del DNA ( la célula no
envejece) (Gibbs, 2000).




2.2.1 Clasificacion de los tipos de Cancer.

Una clasificacion general se relaciona al tipo de tejido donde un tumor emerge,
los tres subtipos principales son: los sarcomas, los carcinomas y las leucemias.

1.- Los sarcomas proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios,
vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

2.- Los carcinomas proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que
tapizan las cavidades y d6rganos corporales; y de los tejidos glandulares de la
mama y prostata.

3.- Leucemias y linfomas, incluyen los canceres de los tejidos formadores de las
células sanguineas. Este tipo de enfermedades producen inflamacién de los
ganglios linfaticos, invasion del bazo y médula oOsea, y existe wuna
sobreproduccion de células blancas inmaduras.

2.2.2 Factores relacionados con la aparicion de Cancer.

De acuerdo con la OMS dentro de los factores principales asociados al cancer
encontramos:

La herencia.

La historia familiar puede identificar personas con un riesgo aumentado de
cancer. En algunos casos, exdmenes de ADN pueden ser utilizados para confirmar
una mutacion especifica como causa de este riesgo heredado.

Los agentes carcindgenos.

Carcinogenos fisicos: la luz ultravioleta y la radiacion ionizante.

Carcindégenos quimicos: el asbesto y el humo del tabaco.

Carcindgenos biolégicos: las infecciones causadas por determinados virus,
bacterias o parasitos.

La edad.

El envejecimiento es otro factor fundamental en el desarrollo de céncer. La
incidencia de cancer aumenta con la edad, muy probablemente a que con la edad
aumenta la acumulacion de factores de riesgo para el desarrollo de cancer,
combinado con la tendencia de los mecanismos de reparacidén celular a perder
eficacia con la edad.

Factores ambientales.

La ingesta insuficiente de frutas y hortalizas, las infecciones por virus como el de
la hepatitis B, hepatitis C y por virus del papiloma humano, son los principales
factores de riesgo de cancer en los paises de ingresos bajos y medianos.

En los paises de ingresos elevados, el consumo de tabaco, alcohol y el exceso de
peso son causas muy importantes para el desarrollo de cancer.




2.2.3 El cancer como problema de salud publica.

De acuerdo con estudios estadisticos de la OMS, el cancer constituye una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. Aproximadamente el 13% (7,9
millones) de las defunciones mundiales ocurridas en 2007, fueron debidas a
padecimientos asociados con el cancer. Se prevé que el numero de defunciones
anuales mundiales por cancer seguira aumentando y llegara a unos 14 millones en
2030.

En México, de acuerdo con los registros de la secretaria de salud, desde 1990, el
cancer ocupa el segundo lugar como causa de muerte. Con la informacidn
disponible en el informe realizado por INEGI en 2009, ver Tabla Il.1, en los afios
de 2004 a 2008 se observa que existe un incremento afio con afio en los casos de
cancer.

Tablall.1.  Informe de casos de cancer en México. (INEGI 2009).
Ao Casos reportados (miles) % Hombres %Mujeres
2004 135,522 43.7 56.3

2005 137,455 42.6 57.4

2006 145,144 43.5 56.5

2007 153,144 42.4 57.6

2008 158,445 421 57.9

De acuerdo con el INEGI 2009, ver Tabla Il.1, los mayores porcentajes de casos
de cancer se encuentran en las mujeres, teniendo una distribucién porcentual de
defunciones por tumores malignos principalmente en el cancer de mama, cuello de
utero, estbmago e higado. Entre los hombres, el cancer de traquea, bronquios y
pulmén, es la principal causa de muerte, asociados principalmente al tabaquismo,

ver Figura II.1.
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Figura Il.1. Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para
cada sexo. Tomada de INEGI, 2007-2008.

Sin duda, el cancer constituye un problema de salud publica a nivel mundial, el
cual debe de ser atendido con urgencia, mediante programas de asistencia
médica, prevencion e investigacion.




2.2.4 Tratamiento del cancer.

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

Quimioterapia.

Existen antecedentes histéricos que dan cuenta del empleo de compuestos
quimicos para tratar este tipo de padecimientos. Por ejemplo, hace
aproximadamente 500 afios, se utilizaron algunas preparaciones de plata, zinc y
mercurio, la llamada solucién de Fowler (arsenito de potasio) que Lissauer, en
1865, la utiliz6 para tratar a un paciente con leucemia (Parra, 2006). No obstante,
la era moderna de la quimioterapia se inicié en los afios de 1940-1950, con la
introduccion de las mostazas nitrogenadas, las cuales fueron sintetizadas como
armas quimicas. Las autopsias realizadas a los soldados muertos por exposicion
al llamado gas mostaza, indicaban que estas victimas presentaban una hipoplasia
linfoide generalizada asi como mielosupresion.

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

En mayo de 1942, después de evaluaciones exitosas en ratones, ambos
farmacdlogos convencieron a su colaborador, el cirujano Gustav Lindskong para
tratar a un paciente que sufria de un linfoma del tipo no-Hodking con la
mecloroetamina, una mostaza nitrogenada. Con el tratamiento se produjo una
remision del tumor por algunas semanas, éste continud su crecimiento hasta la
muerte del paciente. Sin embargo, por primera vez se estableci6 que la
administracién sistematica de algunos farmacos puede inducir la regresion de
tumores cancerosos.

No obstante de que los primeros resultados utilizando quimioterapia en contra del
cancer fueron limitados, fue claro que esta aproximacion mostraba un enorme
potencial para obtener farmacos antineoplasicos.

Este argumento, motivé la creacion de un programa de desarrollo de farmacos
anticancerosos, en especial en Estados Unidos de América. En 1955, se autorizé
la creacidén del Centro de Servicio Nacional de la Quimioterapia de Céancer 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 y Roberts, 2005), ver Tabla I1.2.




Algunos de estos farmacos, curan a la mayoria de los pacientes con cancer
testicular, leucemia |linfocitica aguda y diversos tipos de linfomas.
Adicionalmente, el tratamiento combinado de farmacos antineoplasicos, mejora la
respuesta farmacologica en pacientes con cancer de ovario 6 con leucemia
mielocitica aguda; aunque, la tasa de curacién alcanza solo 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) del tratamiento definitivo (cirugia 6 radioterapia).

Tablall.2.  Clasificacion de agentes antineoplasicos segun su mecanismo de
accion o su origen (Moore y Goldenberg en Kalant y Roshlau 1998).

Agentes alquilantes y de unién a ADN. Antimetabolitos.
Mecloroetamida. Metotrexato.
Melfalan. 5-Fluorouracilo.
Ciclofosfamida.

Clorambucil.

Busulfan.

6-mercaptopurina.
Nitrosoureas.

2- clorodesoxiadenosina.
Cisplatino y caboplatino.
Dacarbacida y Procarbacida.

Mitomicina C.

Antibioticos. Compuestos de origen natural.
Actinomicina D. Vincristina, Vinblastina.
Doxorrubicina. Etopdsido, Teniposido, Placlitaxel.
Epirrubicina. Derivados de la Camptotecina.
Diversos. Hormonas.
L-Asparaginasa. Glucocorticoides.
Hidroxiureas. Tamoxifeno.

Agentes progestacionales.
Agentes antiandrogenos.




2.2.5 Principios antineoplasicos aislados de especies vegetales.

Se ha reconocido que las llamadas plantas medicinales constituyen el principal
recurso terapéutico y en ocasiones la unica fuente de alivio en paises de bajo
desarrollo. La OMS estima que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial
ha utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de salud (Parra, 2006).

A lo largo del tiempo, se han utilizado varias estrategias para el aislamiento de
compuestos antineoplasicos de origen vegetal, como son el tamizaje y la
evaluacion de estructuras novedosas. Sin embargo, la mas utilizada es aquella
que toma en cuenta los antecedentes etnomédicos o etnofarmacoldgicos de la
especie de interés.

En 1982, se publicaron aproximadamente 3000 especies de plantas que
etnomédicamente se habian referido como anticancerosas (Hartwell, 1982). Uno
de los ejemplos mas importantes es el de Catharanthus roseus L, ver Figura Il1.2.
El estudio quimico de esta especie permitié el aislamiento de cuatro alcaloides
diméricos activos: vinblastina, vincristina, vinleurosina y vinrosina, ver Figura
I1.3. Los dos primeros se convirtieron en agentes clinicamente importantes para el
tratamiento de leucemias, linfomas y céncer testicular (Cragg y Newman 2005;
Calabresi et al, 1996).

B e »
Figura Il.2. Catharanthus roseus L.
Tomada de ( http:/personal.iddei.es/plantas/vinca.htm).

Vinblastina, R= CH3
Vincristina, R= CHO

Figura II.3. Metabolitos aislados de Catharanthus roseus L.
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Otro ejemplo lo constituye la mandragora, Podophyllum peltatum, ver Figura 11.4,
a partir de esta planta, se aislé la podofilotoxina, de la cual se obtuvieron dos
glucésidos semisintéticos, el etopdsido y el tenipdsido, ver Figura I1.5, los cuales
tienen aplicacion en el cancer testicular y en el carcinoma de células de pulmoén.

Figura I1.4. Podophyllum peltatum.
Tomada de ( http://personal.iddei.es/plantas/.htm).

Figura I1.5. Metabolitos aislados de Podophyllum peltatum.

En la década de los afios 60 se realizé una evaluacién masiva de las propiedades
citotoxicas de cientos de extractos de especies vegetales por el Instituto del
Cancer de Estados Unidos (USA). Como un resultado de esta busqueda, se
descubrié las propiedades citotéxicas del tejo del pacifico, Taxus brevifolia, ver
Figura |[l.6. Estudios posteriores permitieron el aislamiento y elucidacién
estructural del taxol, ver Figura Il.7, un diterpeno responsable de las propiedades
citotéxicas de la especie (Chabner y Roberts, 2005; Cragg y Newman, 2005;
Mann, 2002).

Figura 11.6. Taxus brevifolia.
Tomada de (www.cfr.washington.edu/confersas.htm)
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Figura Il.7. Taxol. Metabolito aislado de Taxus brevifolia.

Otros compuestos con importancia son la camptotecina y sus derivados, el
irinotecano y el topotecano. Asi también la homoharringtonina, la elipticina y su
derivado, el eliptinium (Cragg y Newman, 2005), ver Figura I1.8.

OH O Eliptimium
¢ HoN
[#]
E?(J\#"\ Homoharringtonina
Ho A
Y o]
I

Figura 11.8. Compuestos aislados de plantas, con importancia en la medicina.

No obstante que los compuestos antes mencionados ocupan wun lugar
preponderante en la clinica, existe una gran diversidad de metabolitos
secundarios, con probada actividad contra lineas celulares de cancer humano. Asi
es posible encontrar en cada tipo de metabolito secundario algun representante
con propiedades citotoxicas. Entre estas podemos mencionar las cumarinas
(Phuwapraisirisan, 2006), los flavonoides (Gonzalez de Mejia, 2006), los
sesquiterpenos (Lastra, 2004), los diterpenos (Zhang, 2006) y los triterpenos
(Oviedo, 2005; Parra-Delgado, 2006). Como era de suponer, los mecanismos de
accion involucrados en la actividad citotéxica de estos grupos de compuestos son
muy variados (Gorddn et al, 2005).

Por lo anterior, es facil entender, que las plantas y microorganismos son una
fuente invaluable de sustancias activas (Newman et al, 2003).
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2.3 Inflamacion.

La inflamacién es una respuesta fisiol6gica defensiva inespecifica y de naturaleza
vascular, la cual se desarrolla en consecuencia de estimulos de naturaleza
diversa (externos e internos). Externos: traumatismos mecanicos y productos
quimicos. Internos: lesiones provocadas por procesos isquémicos, patolégicos
(virus, parasitos y bacterias), autoinminues, entre otras.

Clasicamente la inflamacion se ha considerado integrada por los cuatros signos
de Celso: Calor, Rubor, Tumor y Dolor. El calor y rubor se deben a las
alteraciones vasculares que determinan una acumulacion sanguinea en el foco. El
tumor se produce por el edema y acumulo de células inmunes, mientras que el
dolor es producido por la actuacion de determinados mediadores sobre las
terminaciones nerviosas del dolor. Virchow sumo un signo mas, refiriendo la
pérdida de la funcion tisular (Nathan, 2002).

El proceso de inflamacidon, como parte de un mecanismo de defensa inmune, es
normal y, en consecuencia benéfico para el organismo. No obstante, en algunas
condiciones se prolonga en forma indebida dando lugar a dafio tisular y
manifestaciones clinicas muy importantes (Nathan, 2002).

La inflamacion se localiza generalmente en tejido conectivo, en donde ocurre la
degeneracién de las paredes de los vasos sanguineos y se produce un incremento
en la permeabilidad y flujo sanguineo. Estos eventos conducen a una extensa
salida de plasma y células, que luego penetran en el espacio intersticial y migran
hacia la zona dafiada.

La inflamaciéon segun su duracion se divide en aguda y crénica.

2.3.1 Inflamacién aguda.

La inflamaciéon aguda se caracteriza por ser inmediata y de duracién breve, donde
predominan los procesos vasculares (vasodilatacion, aumento de flujo y presién
sanguinea), cuya funciéon es contribuir con la eliminacién de células muertas, la
neutralizacion de infecciones locales y la promocion de la accién del sistema
inmune.

La inflamacion inicia con fendmenos vasculares y de reclutamiento celular.
Durante las primeras horas (6 a 24 h), los linfocitos polimorfonucleares (LPMN),
en especial los neutrofilos se encuentran en permanente actividad. Después, son
reemplazados por los monocitos, que al diferenciarse en macrdéfagos actian en la
fagocitosis y digestion de cuerpos extrafios y residuos celulares. Lo anterior a
través de la liberacion de una variedad de productos téxicos, como enzimas
hidroliticas y proteoliticas y, especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno
(ERN) (Lawrence et al., 2002).
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Por su parte, las citocinas controlan los mecanismos de proliferacion,
diferenciaciéon y activacion de las células que las producen, como linfocitos y
macrofagos activados. En especial, las citocinas como el factor de necrosis
tumoral tipo alfa (FNT-a) y la interleucina 1 tipo beta (IL-1R) activan las vias de
sefializacion que regulan la expresion de moléculas de adhesion celular en el
endotelio vascular. Estas citocinas de acciéon quimiotactica facilitan la salida de
leucocitos y su desplazamiento hacia el tejido dafiado (Shanley et al., 1995).

2.3.2 Mediadores moleculares de la inflamacion aguda.

La inflamacion aguda se controla por mediadores celulares y moleculares. Los
componentes celulares incluyen células endoteliales, eosinofilos, neutréfilos,
monocitos-macrofagos, mastocitos-basofilos, linfocitos y plaquetas.

En tanto, los mediadores moleculares de la inflamacién comprenden las proteasas
plasmaticas, incluidas dentro de los sistemas de complemento, los mediadores
lipidicos, como las prostaglandinas, los leucotrienos y el factor activador de
plaquetas; los neuropéptidos y las aminas vasoactivas; las especies reactivas de
oxigeno y de nitrogeno; y las citocinas (Espinds et al., 2004).

Si estos mecanismos inflamatorios no logran devolver al tejido lesionado su
estado original y no es posible la reparacion del tejido, la situacion evoluciona
hasta un estado de inflamacién cronica.

Son muchas las moléculas que intervienen en la inflamacién; sin embargo, las
prostaglandinas, los leucotrienos y el 6xido nitrico han sido considerados como
las moléculas méas activas durante el proceso. La produccién de estas moléculas
se promueve por el factor de activacion nuclear tipo kappa B (NF-kB).

El factor NF-kB se encuentra en todas las células del organismo, inactivo en el
citoplasma, unido a la molécula IkB. La activacion del péptido ocurre después de
la fosforilizacion de |kB, la cual se produce por estimulos diversos, como
radicales libres, mediadores proinflamatorios, carcinégenos, promotores de
tumores, endotoxinas, radiacién gamma, luz ultravioleta y rayos X. Una vez
activado se dirige hacia el nucleo y se une al acido desoxirribonucleico (ADN).

EI NF-kB promueve la expresion de moléculas proinflamatorias, como FNT-a, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, PAF (factor activador de plaquetas), ON (oxido nitrico), PGs y
LTs (Hayden y Ghosh, 2004).

El NF-kB participa en la expresion de aproximadamente 400 genes, quienes se
involucran en la supresion de la apoptosis, la induccién de eventos celulares
como transformacion, proliferacion, invasion y metastasis, la inflamacién, la
replicacion viral, la angiogénesis, el estrés oxidativo y la formaciéon de
osteoclastos (Aggarwal y Shishodia, 2004).
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2.3.3 Derivados del acido araquidonico.

Los eicosanoides son moléculas poliinsaturadas de 20 atomos de carbono, las
cuales provienen del acido araquidénico (AA). Dentro de este grupo se incluyen
las prostaglandinas (PGs), los tromboxanos (TXs), las prostaciclinas, los
leucotrienos (LTs) y las lipoxinas, ver Figura I1.9.

El AA se almacena en la membrana como glicerofosfolipido y se libera por la
acciéon de las fosfolipasas A2 (PLA2) y C (PLC) (Tithof et al., 1998).

Hasta el momento se han encontrado tres isoformas de la PLA2; |a de secrecion
(PLA2s), la independiente de calcio (PLAZ2i) y, la citosélica dependiente de calcio
(PLA2c). Los subtipos PLA2c y PLAZ2i liberan el AA intracelular; en tanto que la
PLA2s actua a nivel extracelular. Mientras las isoformas de secreciéon y la
citosdlica se involucran en la inflamacidn; la PLA2i se encarga de la homeostasis
celular y reconstruccién de las membranas. Se sabe que diferentes formas de
PLA2 pueden generar cancer; no obstante, los mecanismos aun no se conocen con
precision (Laye y Gill, 2003).

Las caracteristicas estructurales del AA y, en particular, la presencia de dobles
enlaces, determinan su reactividad con el oxigeno. Este evento puede ser
espontaneo o enzimatico. La via espontanea involucra la intervencidén de radicales
libres, que generan los isoprostanos, los cuales participan en el estrés oxidativo
(Montuschi et al., 2004).

La via enzimatica comprende tres oxigenasas: ciclooxigenasa (COX),
lipooxigenasa (LO) y epoxigenasa o citocromo P450. Los productos
correspondientes son las PGs y los TXs; los acidos hidroxieicosatetraenoicos
(HETEs) y los LTs; vy, los acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), isomeros de los
HETEs. Por ultimo, el AA intacto se reincorpora a la membrana mediante la accion
de la acetiltransferasa de lisofosfatidilo (Smith et al., 2000; Titos, 2004).

2.3.4 Prostaglandinas.

Las prostaglandinas son los autacoides mas abundantes, los cuales se encuentran
practicamente en todos los tejidos y fluidos del organismo.

Las ciclooxigenasas (COX) son las enzimas responsables de la produccion de
prostaglandinas. Se ubican en las membranas microsomal y nuclear. Las (COX)
catalizan tanto la ciclacién del AA a prostaglandina G2 (PGG2), como su
conversion inmediata en prostaglandina H2 (PGH2). Este endopero6xido es
sustrato de varias isomerasas especificas (Fung y Kirschenbaum, 1999). La
sintasa de prostaciclina convierte a PGH2 en prostaciclina (PGI2), la cual
participa en la vasodilatacion y en la inhibicion de la agregacién plaquetaria. En
tanto la sintasa de tromboxano transforma a PGH2 en tromboxano. Asi que posee
acciones opuestas a las de PGI2.
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También, a partir de la PGH2 y por la accion de tres sintasas, se originan las
prostaglandinas PGD2, PGE2 y PGF2a. En la siguiente tabla se hace la
comparacion de los distintos tipos de prostaglandinas y sus distintas funciones,
ver Tabla Il.3:

Tablall.3.  Comparacion de los tipos de prostaglandinas.
(Tomada de Nellson, 2002).

Tipo Receptor Funcién
PGI2 DP2 Vasodilatacion.

PGE2 EP1 Broncodilatador.
Contraccion del masculo liso.

EP2 Broncodilatador.
Vasodilatacion.
EP3
Contraccién del musculo liso del estomago.

PGF2a FP Vasoconstriccion.

Existen dos isoformas de ciclooxigenasa COX-1y COX-2. La COX-1 esta presente
en casi todas las células del organismo, con excepcion de los hematies. Esta
enzima constitutiva es responsable de la produccién permanente de PGI2. Las
prostaglandinas derivadas de COX-1 controlan el flujo y la distribucién sanguinea
renal, la reabsorcién de sodio y agua y la liberacion de renina (Malgor y Valsecia,
2000; Smith et al., 2000; Espinos et al., 2004).

La COX-2 es una enzima inducible, originada en la infamacidn.

La COX-2 puede ser inducida por varios factores: la interleucina 1 (IL-1), el factor
de crecimiento de fibroblastos b (bFGF), el factor de crecimiento de
transformacion (TGF), el factor de necrosis tumoral (TNF), los lipopolisacaridos
(LPS) y la activacion del factor de transcripcién nuclear (NFkB) mediante especies
reactivas de oxigeno.

La expresion de COX-2 se inhibe por citocinas antiinflamatorias y farmacos
esteroidales (Malgor y Valsecia, 2000; Espinds et al., 2004).

Desde hace afios se ha visto que la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas
es una opcidén terapéutica antiinflamatoria muy interesante (Espinds et al., 2004).
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2.3.5 Leucotrienos.

Reciben este nombre porque se forman en los leucocitos, en su molécula, de 20
atomos de carbono. Al igual que las prostaglandinas, derivan del AA, por la
accion enzimatica de la 5-lipooxigenasa (Espinds et al., 2004).

Las lipooxigenasas (LO) son enzimas citosélicas que incorporan una molécula de
oxigeno en la estructura del AA. Dependiendo de la posicién en la cual producen
la oxigenacion, existen tres formas de LOs: 5-LO, 12-LO y 15-LO. Los productos
correspondientes son los hidroperoxidos (HPETEs): 5-HPETE, 12-HPETE y 15-
HPETE (Titos, 2004).

La 5-LO es la enzima mas importante, se localiza principalmente en los
neutréfilos, los eosinéfilos, los macréfagos y los mastocitos. EI 5-HPETE es
sustrato de 5-LO y, se transforma en un epodxido inestable y muy reactivo, el
leucotrieno A4 (LTA4). Este intermediario puede convertirse en LTB4 el cual
estimula la quimiotaxis, adhesidén celular, produccién del i6n superoxido y
liberacion de enzimas hidroliticas de neutréfilos. Los LTs C4, D4 y E4 se conocen
como cisteinil-LTs y tienen accion en la constriccion de vasos sanguineos (Malgor
y Valsecia, 2000; Espinos et al., 2004).
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Figura 11.9. Metabolismo del acido araquidonico (A.A), Tomada de Titos 2004.
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2.3.6  Oxido nitrico.

El 6xido nitrico (ON) es un radical libre el cual es un importante regulador
endogeno de diferentes procesos fisiolégicos, como el control de la presion
sanguinea, la neurotransmision, la agregacion plaquetaria y la accidn citostatica
de los macrofagos (Wink y Mitchell, 1998; Devis et al., 2001).

El (ON) se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina a través de una reaccion
enzimatica, catalizada por las sintasas de o6xido nitrico (ONS), la cual requiere
oxigeno y que produce (ON) y L-citrulina, ver Figura 11.10.

L-arginina

(ONS)

L-citrulina + ON
Figura 11.10.Sintesis de ON.

Se han identificado tres isoformas de (ONS); dos constitutivas: la endotelial
(ONSe) y la neuronal (ONSn) y una inducible (ONSI).

Las formas constitutivas (ONSe y ONSn) se encuentran en células endoteliales y
en neuronas, respectivamente. Estos subtipos se encargan de la produccién basal
del (ON) responsable de la integridad endotelial, la funcién vascular normal y la
comunicacion interneuronal. En tanto, la ONSi se expresa en procesos de
inflamacion por macréfagos y fagocitos y, se inhibe por los glucocorticoides
(Moncada et al., 1991). EI ON producido por esta via es un vasodilatador potente,
promueve la permeabilidad vascular y la produccion de prostaglandinas,
asimismo, posee accién toxica contra bacterias, hongos, parasitos y otros agentes
patogenos (Wink y Mitchell, 1998; Wu, 2004), ver Tabla Il.4.

Las cantidades de ON producidas en procesos inflamatorios por la ONSi son
mucho mayores que las producidas en las formas constitutivas (ONSe y ONSn). El
exceso de ON producido contribuye a la produccion de peroxinitrilo,
un poderoso oxidante que dafa proteinas, lipidos y ADN. En enfermedades
neuroldédegenerativas como la enfermedad de Parkinson y Alzheimer hay
evidencias de un aumento de la formacion de ON y peroxinitrito, lo que abre una
linea de investigacion centrada en la busqueda de tratamientos con sustancias
que regulen la produccion de ON. Si bien estudios preclinicos con inhibidores
ONS apuntan a beneficios superiores frente al dafio neurolégico que los
tratamientos existentes (West et al., 2002), el progreso en la utilizaciéon de
farmacos que modifiquen la actividad ONS con finalidades terapéuticas requiere
mas trabajos para concretar la participaciobn del ON en los procesos
neurodegenerativos y sus potenciales propiedades neuroprotectoras.
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Tabla I1.4.

(Tomada de Moncada, 2002).

Aspectos diferenciales de la ONS constitutiva e inducible.

Constitutiva endotelial (NOSe) Constitutiva neuronal (NOSn) Inducible (NOSi)
Localizacion. Citosolica/membrana Citosolica Citosolica
Dependencia de
Calcio 2. Si. Si. No.
Expresion en Células del endotelio vascular, Sistema nervioso central Macréfagos, neutrofilos,
tejidos. plaquetas, células renales, (cerebelo,hipocampo y lébulos fibroblastos,
osteoblastos olfatorios). Musculo células endoteliales
y osteoclastos. esquelético humano. y hepatocitos.
Vasodilatadores Incremento en la concentracion Procesos de inflamacion o
Estimulo. (Acetilcolina, adenosina, intraneuronal de Calcio infeccion.
bradicinina,) y calcio. Citoplasmatico.
Volumen de Produccién puntual de pequefias Produccién puntual de pequefias Produccién continuada de
produccion de cantidades (pmol). cantidades (pmol). grandes cantidades (umol).
oxido nitrico.
Papel propuesto Regulacion del tono vascular y de Neurotransmisor central y Mediador de la respuesta
para el éxido la funcion plaquetaria. periférico. inmunitaria
Nitrico Inespecifica.

2.3.7 Inflamacion cronica.

La inflamacion cronica es una respuesta prolongada, con evidentes signos de
inflamacion activa y notable destruccion tisular, la cual puede durar semanas,
meses o0 incluso afios. Se caracteriza por la presencia constante de linfocitos,
monocitos, neutrofilos, fibroplastos, células plasmaticas, proliferacion de
pequefios vasos sanguineos, incremento de tejido conjuntivo y destruccion tisular.

La inflamacién crénica puede ser consecuencia de:
e Infeccion persistente: tuberculosis, sifilis, micosis.
e Exposiciones prolongadas a materiales inertes no degradables, como silice,
asbesto.
e Enfermedades autoinmunitarias: lupus eritematoso, artritis reumatoide.
e La evolucion persistente e incontrolada de la inflamacion.

Por lo tanto, la regulacion de los mecanismos celulares y moleculares de la
inflamacion resulta de gran interés terapéutico (Nathan, 2002).
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2.4 Terapeutica de la inflamacion.

Las estrategias terapéuticas de la inflamacion se han abordado considerando la
diversidad de mediadores celulares y moleculares. Desde hace algunos afios se
tenia la esperanza en la manipulacion farmacolégica de las citocinas
proinflamatorias, como las interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, quimiocinas y otras. Sin
embargo, la modulacion de estas moléculas no ha solucionado el problema.

El descubrimiento de ciertas citocinas de accién antiinflamatoria (como la IL-4 y
la IL-10) ha permitido conocer los mecanismos de accion de algunos farmacos
antiinflamatorios. También se ha dirigido la atencion hacia las enzimas
fosfolipasa A2, ciclooxigenasa, lipooxigenasa y sintasa de 6xido nitrico, enzimas
activas en la participacion en la inflamacidén. Los estudios acerca de las isoformas
inducibles de la COX y la ONS han ampliado las expectativas de encontrar
farmacos antiinflamatorios eficaces.

Aunque el control terapéutico de la inflamacién no se ha logrado por completo,
aun es un reto por conquistar, hoy en dia en la clinica se utilizan principalmente
los farmacos antiinflamatorios esteroidales y no esteroidales (AINES) para su
tratamiento. (Espinds et al., 2004).

2.41 Farmacos antiinflamatorios esteroidales.

Los glucocorticoides (GCs) representan un grupo de sustancias esteroidales de
accion antiinflamatoria endégena. Los GCs son hormonas de accién endocrina
producidas en la corteza suprarrenal. Estos se encargan del mantenimiento de la
glucemia y la tension arterial normal, asimismo modulan procesos de inmunidad,
inflamacion y de adaptacién por el estrés (Borne, 1995; Adcock, 2000; Newton,
2000).

Ciertos receptores hormonales citoplasmaticos especificos reconocen y se unen
con los GCs. Posteriormente, el complejo receptor-GC se dirige hacia el nucleo y
antagoniza la transcripcién de genes para moléculas proinflamatorias. También,
los GCs inducen la expresion de anexina -1 (o lipocortina-1), quien inhibe la
produccion de prostaglandinas e impide la migracién de neutrofilos y de
monocitos. Otras acciones de los GCs son el efecto inmunosupresor de linfocitos
T y la inhibicion de la mitosis celular (Adcock, 2000; Newton, 2000).

Sin embargo, los GCs producen una variedad de efectos secundarios, como la
exacerbaciéon de los niveles sanguineos de glucosa, insulina y lipidos; la
inhibicion de la accion de la hormona antidiurética, con incremento en la
eliminacion de agua; la accién mineralocorticoide con retencion de sodio y
eliminacion de potasio y la producciéon de hipertensién arterial (Espinds et al.,
2004).
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2.4.2 Farmacos antiinflamatorios no esteroidales.

Dependiendo de su selectividad por las dos isoformas de COX, los AINES se han
clasificado en 4grupos:
a) Selectivos a COX-1, se incluye solamente la aspirina, en dosis bajas.
b) No selectivos a COX, abarcan los farmacos AINES cléasicos, como
ibuprofeno, indometacina, piroxicam, entre otros.
c) Selectivos moderadamente a COX-2, como salicilatos y meloxicam.
d) Muy selectivos a COX-2, como celecoxib y rofecoxib.

Los AINES son farmacos ampliamente utilizados en la terapéutica general, debido
a sus acciones farmacologicas, ver Tabla II.5.

Tablall.5.  Acciones farmacolégicas de los AINES.
(Tomada de Katzung, Bertram, 2007).

Accion analgésica.  Alivian el dolor. En combinacion con opioides alivian el dolor
postoperatorio y pueden reducir su dosis.

Accion antitérmica.  Tienen efecto antipirético por inhibicién de la produccion de
prostaglandinas e interferencia en los mecanismos de regulacion de la

temperatura.
Accion Reducen los componentes de la respuesta inflamatoria en los que los
antiinflamatoria. productos de la COX desempefian un papel importante como es: la

vasodilatacion, el edema y el dolor.

MECANISMO DE ACCION.

El mecanismo de accién principal de los AINES clasicos consiste en la inhibicion
de la COX. Sin embargo, se han asociado con complicaciones como la enfermedad
ulcerosa péptica, la hemorragia digestiva y la insuficiencia renal (Espinds et al.,
2004).

2.5 Relacion cancer inflamacion.

La percepcidon que indica que procesos de inflamaciéon crdnica, puede causar
cancer no es nueva. En 1863 Virchow, hipotetizo que el origen del cancer se
encuentra en sitios de inflamacion crénica, su hipotesis se fundamento,
principalmente, en la observacion que algunos irritantes, aunado a un dafio tisular
y un proceso inflamatorio causaban un incremento en la proliferacion celular
(Nathan, 2002).
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Hoy en dia se conoce que la proliferacion celular sostenida, en un microambiente
rico en células inflamatorias, factores de crecimiento, ciertamente potencian y
promueven riesgos neopléasicos (Pollard, 2004; Coussens y Werb, 2002).

De manera natural, durante un dafio tisular asociado a una herida, la proliferacion
celular se aumenta mientras el tejido se regenera. La proliferacion y la
inflamacion asociada al dafio, desaparecen cuando el agente dafiino es removido
y la reparaciéon tisular es completa. En contraste, en procesos inflamatorios,
donde células con dafio en el DNA que contintan en proliferacién, sin lograr la
remocion del agente causal, ubicadas en micro ambientes ricos en células
inflamatorias y factores de crecimiento, pueden impulsar la instalacion vy
crecimiento tumoral (Katsung, 1999; Coussens y Werb., 2002).

Recientemente se ha generado una vasta informacion que indica a los procesos
inflamatorios como contribuyentes o quiza la causa de gran variedad de procesos
cancerosos (Nathan, 2002), ver Tabla I1.6. Actualmente se conoce que por lo
menos el 15% de los tumores, a nivel mundial, tienen su origen en procesos
infecciosos (Boyle et al., 2008). Generalmente los patdégenos, causan una
inflamacion persistente. Quizas, los casos mas documentados son los papeles
desempefiados por el Helicobacter pylori en el cancer géastrico (Vemura et al,
2001), los virus del papiloma humano en el cancer cervical (Bernal et al., 2002) y
los esquistomas en el cancer de vejiga y uretra (Villar et al., 200).

Tablall.6. Inflamaciones crénicas asociadas a neoplasias.
(Tomada de Boyle, 2008).
Condiciones patolégicas. Neoplasia asociada. Posible agentes.
Inflamacion de la piel. Melanoma.
Bronquitis. Carcinoma de pulmon. Silica, asbestos.
Inflamacién de la vejiga. Carcinoma de vejiga.
Inflamacion intestinal. Carcinoma col-rectal.
Inflamacién del pancreas. Carcinoma de pancreas. Alcoholismo.
Reflujo esofégico. Carcinoma de esdfago. Acidos gastricos.

Inflamacion de la glandula salival. ~ Carcinoma de glandula salival.

En conjunto, estos datos indican que la inflamacion crea un micro ambiente que
promueve una transformacién tisular, produciendo neoplasias y potenciando la
instalacion de procesos cancerosos (Pollard, 2004).

Tomando en cuenta lo anterior, actualmente existe una tendencia en buscar una
correlacion entre las propiedades antiinflamatorias y de inhibicion de proliferacion
celular de células cancerosas en extractos de plantas nativas de México, asi,
como de metabolitos secundarios responsables de estas actividades y algunos
derivados quimicos de estos.
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2.6 Metabolito primario y secundario.

Las plantas son organismos autétrofos, producen tanto metabolitos primarios
como secundarios. Los metabolitos primarios son sintetizados por el llamado
metabolismo primario, el cual comprende una serie de procesos metabolicos
mediante los cuales los organismos vivos sintetizan y degradan una serie de
sustancias organicas que les son indispensables para vivir.

El metabolismo primario abarca procesos bioquimicos como son: fotosintesis,
glicdlisis, ciclo del acido citrico, sintesis de aminoacidos, duplicaciéon del material
genético, reproducciéon de células (crecimiento), absorcién de nutrientes, etc.
Estos procesos son similares en casi todos los organismos vivos y a los
productos biosintetizados se les denomina METABOLITOS PRIMARIOS. Estos
metabolitos cumplen una funcién vital en los seres vivos y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza (Dominguez, 1973). Como ejemplos
podemos citar a los aminoacidos, carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, etc.

El metabolismo secundario comprende una serie de procesos metabdlicos
mediante los cuales, los seres vivos sintetizan compuestos organicos que
aparentemente no le son indispensables para vivir. Estos compuestos se forman a
través de los metabolitos primarios, y los procesos que conllevan a su formacién,
pueden diferir en los diferentes organismos.

Los productos del metabolismo secundario se denominan METABOLITOS
SECUNDARIOS, mismos que presentan una distribucion taxondmica restringida
(en ocasiones caracteristico de un género, familia o especie), los cuales se
sintetizan en pequefias cantidades. Los metabolitos secundarios tienen funciones
ecoldgicas especificas, como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son
pigmentos que proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en
la reproduccion atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que
van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la
dispersion de semillas.

Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas
frente a diferentes patégenos, actuando como pesticidas naturales.

Podemos clasificar a los metabolitos secundarios de acuerdo a su origen
biosintético, ver Tabla II.7.
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Tablall.7.  Clasificacion de los metabolitos secundarios de acuerdo a su origen

biosintético.

Ruta metabélica.

1) Acido siquimico.

2) Acetato-malonato.
3) Acetato-mevalonato.

4)1-Desoxi-D-xilulosa-5-
fosfato(ruta DOXP).

5) Metabolitos derivados de
aminodacidos no aromaticos.

6) Combinacion de dos o mas
rutas.

Metabolitos Secundarios.

Taninos, lignanos, cumarinas, alcaloides derivados
de los aminoacidos triptofano, tiritona, fenilalanina y
acido antranilico, quinonas, antibidticos.

Policétidos aromaticos, acidos grasos, antibiéticos
macrolidos.

Terpenoides (sesquiterpenoides, triterpenoides, y
politerpenoides) y esteroides.

Terpenoides(hemiterpenoides, monoterpenoides,
diterpenoides, caroterpenoides)

Alcaloides.

Alcaloides, flavonoides, furanocumarinas,
piranocumarinas, plastoquinonas, ubiquinonas y
cannabinoides.

Los metabolitos secundarios, también conocidos como productos naturales, tienen
un importante valor medicinal y econdmico, derivado éste ultimo en su uso en la
industria cosmética, alimentaria y farmacéutica. Un gran numero de estos
productos naturales, se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas,
gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes y principios activos.
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2.7 Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht (cuachalalate).

Amphipterygium adstringens Schiede Schlecht (sinonimia Juliania adstringens,
familia Julianaceae), es un arbol medicinal de aproximadamente 5 a 10 m de
altura, generalmente de tronco retorcido y cuya corteza, color gris parduzco, es
extremadamente astringente y de olor aromatico, ver Figura I11.11.

Figura I1.11. Amphipterygium adstringens Schiede Schlecht.

En la Republica Mexicana se localiza principalmente en los estados de Nayarit,
Jalisco, Michoacéan, Oaxaca, Puebla y Morelos (Argueta et al., 1994).

Existe una variedad de nombres atribuibles a la especie. En las zonas nahuas del
altiplano central que comprenden los estados de México, Morelos, Tlaxcala,
Puebla, Hidalgo y Distrito Federal, la especie se conoce como Cuachalalate,
cuachalalatl o cuachalala. En Michoacan, como matixeran, maceran ypacheco. En
Oaxaca como cuachinala y en Puebla la gente la conoce como volador (Argueta et
al., 1994).

Sin embargo, Cuachalalate es la denominaciéon mas habitual. Cuachalalate es la
hispanizacion de «cuauchachalatli», palabra de origen nahuatl. El analisis
gramatical del vocablo cuauchachalatli compuesto por «cudhuitl» que significa
arbol y «chachalatli», nombre que designa a cierto pajaro hablador, mejor
conocido como chachalaca, sugiere que la palabra cuachalalate significa «arbol
de la chachalaca».
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2.7.1 Usos etnomédicos.

Se conocen cerca de 40 usos terapéuticos tradicionales del Cuachalalate,
destacando su frecuente uso para el tratamiento de ulceras géastricas, cancer de
estomago, gastritis y algunas lesiones cutaneas (Olivera et al., 1999).

Las infusiones de la corteza, se consideran preparaciones medicinales, las cuales
se emplean para el tratamiento de afecciones femeninas, como la infeccidn
vaginal, la fiebre puerperal, inflamacion vaginal, caida de matriz y de ovarios.
También se emplea en el tratamiento de padecimientos asociados con el
estomago, el cancer digestivo, dolores gastricos y la inflamacion estomacal.

La corteza se utiliza también contra infecciones bucales, dolor de muelas y la
gingivitis. Se ha referido a su uso en enfermedades del higado y de la vesicula;
para el tratamiento de la tifoidea; padecimientos respiratorios como tos,
resfriados; enfermedades renales; fiebres, el paludismo, caida del cabello,
manchas de piel, gangrena y diabetes, son padecimientos que se han tratado con
la corteza (Martinez, 1992; Hersch-Martinez, 1995; Argueta etal., 1994).

2.7.2 Estudios fitoquimicos.

Los estudios fitoquimicos de la corteza de Cuachalalate han demostrado la
presencia de triterpenos tetraciciclos y pentaciclicos, asi como &cidos
anacardicos y cardandoles.

Dentro de los triterpenos tetraciclicos se mencionan a los acidos:

(1.1) 3a-hidroxi-6-ox0-7, 24Z-tirucalandien-26-o0ico,

(1.2.) 3,7-dioxo-8,24z-tirucalandien-26-oico,

(1.3.) 3a-hidroxi-7-oxo0-,24Z-tirucalandien-26-oico,

(1.4) 7,11-dioxo-3a-hidroxi-8,24Z-tirucalandien-26-oico,
(1.5)3,8-dioxo-7B-hidroxi-7, 9cicro-7, 8-seco-24Z-tirucalandien-26-oico,
(1.7) 3B-hidroximasticadienonico,

(1.8) masticadiendnico (Soriano-Garcia et al., 1987), isomasticadienoico,
instipolinasico (Dominguez et al., 1983), cuachalalico (Watson et al., 1987),
(1.6), 7,11-dioxo-3a-hidroxieufa-8, 24-dien-26-o0ico, schinol y

(1.13), B-fitoesterol (Argueta et al., 1994; Navarrete et al., 1989; Olivera et al.,
1999; Makino et al.,2004), ver Figura I1.12.

En tanto, los acidos oleandlico (1.9), oleandico (1.10) y 3-epioleandlico, 3a-
hidroxi-11a, 12a-epoxioleanan-28, 13 B-olido (1.11), 3B-hidroxi-11a, 12a-epoxi-
oleanan-28, 13f-olido (1.12) y ocotilona (1.14) (Makino et al., 2004) forman parte
del conjunto de triterpenos pentaciclicos, ver Figura 11.12.

También se han aislado derivados del &cido salicilico con sustituyentes
pentadecilo, heptadecilo y nonadecilo en la posicion C-6. Estos compuestos se
conocen como acidos anacardicos (Navarrete et al., 1989).
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Figura 11.12. Triterpenos aislados de Amphipterygium adstringens, (Tomada de Makino et, al 2004).

2.7.3 Estudios farmacolégicos.

Los principales usos etnomédicos de cuachalalate como agente antiulceroso,
gastroprotector, cicatrizante, hipocolesterolémico y antimicrobiano se han
reconocido cientificamente. Algunas de estas propiedades se atribuyen a la
presencia de triterpenos (Arrieta et al., 2003).

Se ha informado que el extracto de acetato de etilo (AcOEt) presenta efectos
antiulcerogastricos en ratas; las muestras inhibian la secrecién de jugo gastrico y
contribuian con la réapida cicatrizacion del epitelio y de la mucosa gastrica
(Argueta et al., 1994).

Otro estudio sefial6é los significativos efectos gastroprotector y antiulceroso de un
extracto metandlico de A. adstringens y los é&cidos 3-epioleandlico, 3a-
hidroximasticadienonico y B-fitosterol. En tanto, el &cido masticadienoico, también
aislado de esa fraccion organica, no mostré actividad (Navarrete et al., 1998;
Arrieta et al., 2003). Por lo anterior, se sugirio que los triterpenos constituyentes
eran los responsables de la actividad antiulcerosa, gastroprotectora y cicatrizante
de la especie (Arrieta et al., 2003).

Se ha demostrado también que el extracto metandlico de la especie administrado
junto con diclofenaco, disminuia el dafio gastrico provocado por el farmaco sin
alterar sus efectos farmacolédgicos ni su farmacocinética (Navarrete et al., 2005).
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Otra investigacion demostr6 que el extracto hexanico de la corteza poseia
propiedad antigenotdxica y no inducia dafio cromosdmico (Martinez y Flores,
2003).

Un estudio sobre la accién hipocolesterolémica de la especie informo que un
extracto hexanico reducia en un 31% el nivel de colesterol sanguineo en
roedores. De esa fraccion orgédnica se obtuvieron dos mezclas, una de &cidos
anacardicos y la otra de aldehidos alquifenélicos. Ninguna porcion mostro el
efecto esperado (Mata et al., 1991). Por su parte, los &cidos masticadienonico y
Ja-hidroximasticadienoico administrados a una dosis de 17mg/Kg disminuyeron en
45y 27%, respectivamente, las concentraciones de colesterol en ratas (Navarrete,
1982).

Recientemente se demostro la accion antibacteriana de ciertos extractos
organicos de A. adstringens y de sus constituyentes triterpénicos. Observando
que el 3a-hidroximasticadiendnico muestra una mayor actividad que el acido
masticadienénico en contra de Micobacterium tuberculosis (Rivero-Cruz et al.,
2005).

2.8 Triterpenos.

Los triterpenos comprenden un grupo de metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Estan constituidos por treinta atomos de carbono.
Entre ellos se mencionan a los triterpenos tetraciclicos, los cuales
convencionalmente se les han otorgado nombres triviales, como prostano,
lanostano, cicloartano, damarano, eufano vy tirucalano. Por su parte, los
compuestos pentaciclicos pueden ser de tipo ursano, oleanano, friedelano,
gamacerano lupano y hopazo (Patocka 2003).

2.8.1 Biogénesis.

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

Inicialmente, la bateria enzimatica en la planta debe reconocer |las
conformaciones de prebote o pre-silla para el 3S-6xidoescuealeno. Con ello, se
inicia la apertura del anillo de oxirano y con la participacién de los dobles
enlaces se producen la ciclacion en cascada, que lleva a la formacion del catién
protosterilo. Esta estructura experimenta una serie de transformaciones, como
rearreglos 1,2 o adiciones cationicas 1,2-antiplanares y se producen
carbocationes de tipo Markonikov.
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Al final, se efectua una eliminacién 1,2 del protéon en C-19 y en consecuencia,
ocurre el cierre del anillo 9B, 19-ciclopropano. De esta manera, se origina la
estructura del cicloartenol (Abe et al., 1993; Wendt et al., 2000).

Los esqueletos tetraciclicos se caracterizan por presentar cuatro anillos
fusionados, en donde los tres primeros son de seis miembros y el anillo D, por lo
regular es un ciclopentano; ademas poseen la cadena lateral con una
configuracion R en la posicion C-20. Su estructura proviene de un acomodo
conformacional del polieno, en el cual el sistema m del doble enlace terminal se
encuentra lo suficientemente distante de la cadena original al anillo D, de manera
que ese sistema sp2 no participa en la ciclacién (Abe et al.,1993).

La mayoria de las especies vegetales poseen las enzimas necesarias para
convertir al 3S-6xidoescualeno en 3B-triterpenoles. En tanto, es menos frecuente
la transformacion del 3R-6xidoescualeno en los correspondientes compuesto a-
axiales, probablemente por que los complejos enzimaticos indispensables estan
restringidos para ciertas especies. Los estudios biogenéticos sugieren la
formacién de los derivados 3B a partir de 3S-6xido escualeno con una
conformacién pre-bote de primer anillo en la estructura correspondiente (Abe et
al., 1993; Assimopoulou y Papageorgiou, 2005; Wendt et al., 2000). La diversidad
estructural de los triterpenos se puede explicar por las diferentes conformaciones
que puede adoptar el escuaeleno al momento de ciclarse, ver Figura I1.13.
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Figura I.13. Conformaciones de la ciclacion del escualeno.
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2.8.2 Actividad bioldgica.

La diversidad estructural de los triterpenos es, quizas, la responsable de sus
efectos bioldgicos y farmacologicos.

La mayoria de ellos se encuentran en grandes cantidades en latex y en la resina
de ciertas plantas, en donde constituyen un mecanismo de defensa contra
patdogenos y herbivoros. Los triterpenos poseen una variedad de actividades
biolégicas, como bactericida, fungicida, antiviral, citotéxica, analgésica,
antiinflamatoria, anticancerigena, hipocolesterolémica, espermicida, antialérgica,
entre otras (Patocka, 2003). La naturaleza hidrofobica de los triterpenos es una
caracteristica importante en relaciéon con sus propiedades bioldgicas (Abe et al.,
1993).

2.8.3 Como potenciales agentes antiinflamatorios.

En la literatura se han sefialado las acciones antiinflamatorias de los triterpenos,
abarcando desde experimentos in vitro hasta in vivo. Los efectos son referidos
principalmente a su interferencia con diversas moléculas o mecanismos del
proceso de inflamacion (Calis et al., 2003; Rao y Reddy, 2004).

Los triterpenos son capaces de inhibir y modular la accién y la expresion de
diversas moléculas y complejos enzimaticos como la ciclooxigenasa y la sintetasa
inducible de oxido nitrico (ONSi). Por ejemplo su accién antiprostanéide se asocia
con la inhibicion de la expresion de COX-2 y de ONSi. Al respecto, el &cido
ursolico puede inhibir la accién del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
sobre las proteinas cinasas, estas enzimas promueven la expresion de COX-2 al
interactuar sobre la region promotora del gen de la enzima. (Calixto et al., 2003).

2.8.4 Como potenciales agentes anticancerosos

Existe una inmensa informacién publicada que da cuenta de las propiedades de
inhibicién de proliferacion celular de células cancerosas de algunos triterpenos.
La mayoria de los compuestos que se han evaluado actuan a nivel de la
replicacion del DNA, generalmente inhibiendo enzimas como la DNA polimerasa y
o las topoisomerasas.

Debido a esto, los triterpenos se perfilan como potenciales agentes
antineoplasicos (Patocha J.et al., 2003). Ejemplos de algunos triterpenos capaces
de inhibir la proliferacion celular de células cancerosas son los acidos
masticadienonico y el 3a-hidroximasticadiendnico, aislados de Amphipterygium
adstringens schide ex schlecht, conocida como cuachalalate, (Oviedo et al.,
2005), asi como también el B-sitosterol y pristimerina asilados de Hipopocratea
excelsa (HBK) (Setzer, 2003), compuestos aislados de la familia de las
cucurbitaceas, los llamados cucurbitacinas (Witkowski y Woynarowska, 1984).
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Los triterpenos méas estudiados corresponden a los tipos, ursano y oleanano,
mientras que uno de los grupos menos estudiados corresponde al de los
cicloartanos. Las excelentes actividades de inhibicion de proliferacion de celular
de células cancerosas de algunos triterpenos, hacen de este tipo de compuestos
candidatos promisorios en la busqueda de nuevos agentes antineoplasicos.

2.9 Acidos masticadienénico (1) y 3a-hidroximasticadienénico (2).

Los acidos masticadiendnico (1) y 3a-hidroximasticadienénico (2), ver Figura
I1.14, son los compuestos marcadores mayoritarios de la corteza de A.
adstringens (Olivera y Martinez et al., 1999). Ambos triterpenos también se han
aislado de las especies de la familia Anacardiaceae, como Pijstacia lentiscus
(Barton y Seoane, 1956; Papageorgiou et al., 1997).

Ambos acidos son, en parte, responsables de las propiedades bioldgicas de las
especies que los sintetizan (Navarrete et al., 1998; Giner-Larza et al., 2002;
Arrieta et al., 2003; Makino et al., 2004; Oviedo-Chavez et al., 2004, 2005;
Rivero-Cruz et al., 2005).

Acido masticadienonico (1) Acido 3a-hidroximasticadienénico (2)

Figurall.14. Compuestos triterpenicos mayoritarios de Amphipterygium adstringens Schiede ex
Schlecht (Cuachalalate).

El 4cido masticadienénico (1) se aislé6 por primera vez a partir de Pistacia
lentiscus L. variedad Chia, mejor conocida como «goma mastica» (Barton vy
Seoane, 1956). EIl triterpeno posee un esqueleto tetraciclico de tipo tirucalano y
se denomina como acido 3-oxotirucala-7,24Z-dien-26-oico. También se conoce
comunmente como terebintona (Kier et al., 1963), su numero de registro CAS es
514-49-8; su formula molecular de C3oH4603 corresponde con un peso férmula de
454.6844 g/mol.

Por su parte, acido 3a-hidroximasticadiendnico (2), también conocido como 3a-
hidroxi -tirucala-7, 24Z-dien-26-o0ico 6 acido 3-epimasticadienolico, tiene como
formula molecular de C3oH4803 corresponde con un peso féormula de 456.7003
g/mol.
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Estos acidos poseen efectos farmacoldgicos interesantes. Un estudio bioquimico
demostré que ambos triterpenos, aislados de Schinus terebinthifolius, son
inhibidores especificos de tipo competitivo de la enzima fosfolipasa A2 de
secrecién (PLA2s). Los compuestos impiden la alquilacion de un residuo de
histidina en el sitio activo y, ademas inhiben la accion de la enzima. Se sefialé
las caracteristicas moleculares de estos triterpenos como responsables de la
unién con la enzima (Jain et al., 1995).

Es importante recordar la participacion de PLA2 en la generaciéon de mediadores
de la inflamacién, como prostaglandinas, leucotrienos y el anion superdxido
(Nevalainen et al., 2000). Las diferentes isoformas de PLA2 se han involucrado en
el cancer, por tanto, es un blanco molecular interesante para la farmacologia y la
terapéutica (Laye y Gill, 2003). Por lo anterior, resulta de gran importancia
farmacolégica la inhibicion especifica de la isoforma de secrecidn por parte de los
triterpenos en cuestion.

Las actividades antiinflamatorias de los acidos masticadienénico (1) y 3a-
hidroximasticadiendénico (2) se han demostrado en varios experimentos in vivo,
como los modelos de edema inducido por aplicaciones repetidas de TPA en la
oreja del raton y PLA2 en la pata de la rata (Oviedo, 2005).

Por otro lado, se ha reconocido la relacion que existe entre los procesos de
inflamacion y el desarrollo de cancer. Se ha mencionado que los mediadores de la
inflamacion, los cuales cubren una funcién especifica dentro del proceso
fisiologico, pueden actuar de manera descontrolada y con ello progresar hacia
una fase procarcinogénica (Coussens y Werb, 2002).

2.10 Métodos para evaluar la actividad biolégica.

2.10.1 Ensayos in vivo.

Existe una diversidad de modelos experimentales aplicables al estudio de
farmacos y principios activos antiinflamatorios. Entre ellos, los métodos in vivo,
los cuales constituyen una herramienta de uso frecuente, debido a que son
experimentos sencillos, reproducibles, de corta duracion, no precisan instrumental
costoso o sofisticado y, ademas se realizan en animales disponibles
habitualmente, como la rata y el raton.

Los estudios in vivo valoran los principales signos de la inflamacién, como el
tumor (edema pulmonar y auricular), el color (intensidad de eritema cutaneo), el
dolor (contracciones abdominales, respuesta a la aplicacién de presién), el calor
(piresis), el aumento de la permeabilidad capilar (extravasacion de colorante), la
formacion de exudado (pleuritis), la migracién leucocitaria (pleuritis, fagocitosis)
y la proliferacién celular (fibroma, granuloma) (Willoughby, 2003).
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2.10.2 Modelo de edema inducido por TPA.

El modelo de edema agudo inducido por TPA, ver Figura Il1.15, en la oreja del
raton (De Young et al., 1989) comprende la aplicacion del TPA en el pabelldn
auditivo del animal. La respuesta inflamatoria es local y consiste en edema e
infiltracion de LPMN; ademas se liberan mediadores de tipo eicosanoide y se
induce la degranulacion de mastocitos. Por lo tanto, las sustancias que inhiben la
biosintesis de prostaglandinas y de leucotrienos producen resultados
considerables en este estudio.

Me

Figura I1.15.Estructura quimica del TPA.

Los ésteres de forbol son diterpenos aislados de especies de la familia
Euphorbiacea, de accién procarcinogénica (Hecker, 1968). La respuesta bioldgica
del TPA es multifactorial, sin embargo algunos mecanismos no se conocen con
precision. La estereoquimica de los ésteres de forbol los hace anéalogos
conformacionales al diacilglicerol y en consecuencia se desencadena una cascada
de eventos bioquimicos vinculados con la proteina cinasa C (PKC) dependiente de
calcio.

La accion mitogénica de los ésteres de forbol involucra la activacién de las
enzimas descarboxilasa de ornitina y ATPasa, del factor activador de
plasmindgeno, un intercambio i6nico de Na* / H* a través de las membranas, la
inhibicién de la union entre células alteradas, la fosforilacion de ciertos
receptores para factores de crecimiento y las modificaciones en el esqueleto
celular (Tardén-Garcia, 2001).

Por otro lado, el TPA estimula la activacién de PLA2 (Nam et al., 1990) y con ello
la consecutiva liberacion de AA. Sin embargo, el TPA favorece de manera
especial, la translocacion de 5-LO hacia la membrana nuclear (Werz et al., 2001).
El TPA también participa en la inducciéon de quimiotaxis y en la diferenciacién e
infiltracion de granulocitos y monocitos; estos Ultimos son responsables de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y citocinas (Flrstenberger et
al., 1989). Existen evidencias de la participacidon del factor activador de plaquetas
(PAF) (Ricupero et al., 1992) y de radicales libres ERN (Thannickal y Fanburg,
2000) en la respuesta de TPA.
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Figura 11.16.Mecanismos involucrados en el edema inducido por TPA.

2.10.3 Ensayos in vitro.

Los adelantos tecnolégicos de nuestros dias y la tendencia para reducir, mejorar
o reemplazar los experimentos con animales han favorecido el desarrollo de una
variedad de ensayos in Vitro. Mediante estos métodos es posible determinar los
modos de accidn de las sustancias.

2.10.4 Experimento in vitro: Ensayo de inhibicion de proliferacion de células cancerosas
humanas.

Los ensayos de inhibicion de proliferacién de células cancerosas humanas in
vitro, establecen el indice de viabilidad celular mediante el conteo de células
vivas.

El ensayo consiste en la incubacion de cultivos celulares de lineas tumorales en
presencia o ausencia de sustancias de prueba; posteriormente, las células se
fijan y el efecto de viabilidad se determina mediante el ensayo colorimétrico de
sulforrodamina B (SRB) (Skehan et al., 1990). El método se fundamenta en la
tincién de proteinas celulares totales con el colorante SRB, el cual es un
aminoxanteno que contiene dos sustituyentes sulfonicos y en condiciones
ligeramente acidas, el caracter aniéonico de la SRB forma enlaces electrostaticos
exclusivamente con aminoacidos basicos (histidina, lisina, arginina) de células
vivas.

Por lo tanto, la intensidad del color es directamente proporcional a la viabilidad
celular. El método es simple, seguro y genera resultados reproducibles (Skehan et
al., 1990; Monks et al., 1991).
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3 Justificacion del estudio.

3.1 Justificacion del estudio.

En este capitulo se describe:

e La necesidad de la busqueda de nuevos farmacos capaces de ofrecer una
mejor accion terapéutica contra el cancer. Encontrando en las plantas
medicinales y sus metabolitos secundarios una alternativa, que permita el
desarrollo de futuros farmacos anticancerosos.
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En México al igual que en el resto del mundo, el cancer constituye un grave
problema de salud. Aunque en la clinica existen varios farmacos anticancerosos,
el desarrollo de resistencia de las células cancerosas a éste tipo de compuestos,
hace imperiosa la necesidad de descubrir y desarrollar nuevos farmacos
antitumorales.

Las plantas medicinales y sus metabolitos secundarios, presentan una alternativa
en el tratamiento de diversas enfermedades.

A través del tiempo, los productos naturales han contribuido de manera
importante para el descubrimiento y desarrollo de fdrmacos anticancerosos, entre
ellos podemos mencionar, los alcaloides vinblastina y vincristina aislados de
Cantharantus roseau, o los derivados semisintéticos irinotecan y etoposido
provenientes de la epodofilotoxina, o el taxol aislado del Taxus brevifolia, todos
ellos usados hoy en dia en la clinica (Mann 2002; Chabner y Roberts 2005; Cragg
y Newman 2005).

En México gran parte de la poblacion utiliza plantas medicinales como (nico
recurso para la procuracion de su salud.

La literatura sefiala que Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht
(cuachalalate), es una especie medicinal. Hasta el momento, se han informado
cerca de 40 usos terapeéuticos tradicionales del cuachalalate, no obstante es muy
frecuente su uso para el tratamiento de ulceras gastricas, cancer de estomago,
gastritis e inflamacién estomacal (Olivera et al., 1999).

Estudios fitoquimicos de la corteza de A. adstrigens han demostrado que los
acidos masticadienénico (1) y 3a- hidroximasticadiendénico (2) son los
constituyentes principales del extracto hexanico y de acetato de etilo de la
corteza (Oviedo et al., 2005).

Como parte de nuestro estudio sistematico de los metabolitos secundarios
presentes en A. astringens, hemos informado de las actividades de inhibicién de
crecimiento de células cancerosas y antiinflamatorias de los tirucalanos 1y 2, asi
como la obtenciéon de varios derivados a partir de éstos triterpenos (Oviedo et
al., 2005).

Por otro lado, se conoce que existe una relacién entre procesos inflamatorios y
desarrollo de céncer. Quizas, los casos mas documentados son los papeles
desempefiados por el Helicobacter pylori en el cancer géastrico (Vemura et al,
2001), los virus del papiloma humano en el cancer cervical (Bernal et al., 2002) y
los esquistomas en el cancer de vejiga y uretra (Villar et al., 2000).Tomando en
cuenta lo anterior se decidi6 obtener cinco derivados del acido 2 para ser
evaluados en 6 lineas celulares de cancer humano.

No obstante que los derivados 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3), 3a-
hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4), 3a-hidroxi-tirucala-8,24Z-dien-
26-olato de etilo (5), 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-o0ico (6) han sido
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obtenidos durante otros estudios, la inhibicion de proliferacion de células
cancerosas de éstos derivados no ha sido evaluada. Con el fin de tratar de
establecer una relacién de cambios estructurales con la actividad biolégica, se
decidi6 obtener éstos derivados, asi como la obtencion del nuevo 3a-acetoxi-
tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).
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4 Hipotesis y objetivos.

4.1 Hipotesis.

Tomando en cuenta que el acido 3a-hidroximasticadiendnico(2) tiene actividades
antiinflamatorias y de inhibicion de la proliferacién de células cancerosas, entones
es factible suponer que los derivados: 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3),
3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4), 3a-hidroxi-tirucala-8,24Z-
dien-26-olato de etilo (5), 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-0ico (6) y 3a-
acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7) podrian incrementar la potencia
de las actividades bioldgicas de 2.

4.2 Objetivo general.

Evaluar la inhibicion de proliferaciéon celular de células de cancer humano del
acido 3a- hidroximasticadiendnico (2) y sus derivados: 3a-hidroximasticadienolato
de metilo (3), 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4), 3oa-hidroxi-
tirucala-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5), 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-0ico
(6) y 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

4.2.1 Objetivos particulares.

e Caracterizacién quimica de los acidos masticadienonico (1) y 3a-
hidroximasticadienonico (2) por métodos espectroscépicos (IR, RMN) vy
espectrométricos (EM).

e Modificar quimicamente el acido 3a- hidroximasticadiendnico (2) para la
obtencion de los derivados: 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3), 3a-
hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4), 3a-hidroxi-tirucala-
8,24Z-dien-26-0lato de etilo (5), 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-o0ico (6)
y 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

e Caracterizacion de los derivados 3-7 por métodos espectroscopicos (IR,
RMN) y espectrométricos (EM).

e Realizar la evaluacion de la inhibicion de la proliferacién de células
cancerosas del &cido 3a- hidroximasticadiendnico (2) y sus derivados 3-7
mediante el ensayo de sulforodamina B in vitro en lineas de cancer humano.

e Correlacionar los efectos de volumen (estéricos) con la actividad
antiproliferativa de los compuestos 2, 3, 5y 6.
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5 Seccion experimental y
resultados.

5.1 Seccion experimental y Resultados.

En este capitulo se describe:

El material y el equipo utilizado para el desarrollo experimental.

Los procesos de extraccion empleados para la obtencion de los éacidos
masticadienonico (1) y 3a- hidroximasticadiendnico (2).

La caracterizacién de los acidos 1 y 2 por métodos espectroscopicos
(IR, RMN) y espectrométricos (EM).

Las modificaciones quimicas realizadas al acido 3a-
hidroximasticadienonico (2) para la obtencion de los derivados:

Ja-hidroximasticadienolato de metilo (3).
3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).
3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).
3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-0ico (6).
Ja-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

La caracterizacion de los derivados quimicos del acido 3a-
hidroximasticadienonico (2) por métodos espectroscopicos (IR, RMN) y
espectrométricos (EM).

Evaluacion de la inhibiciéon de la proliferacion de células cancerosas de los
derivados 3-7 mediante el ensayo de sulforodamina B in vitro en lineas de
cancer humano.
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5.2 Material y equipo.

La evaporacion de los disolventes organicos se realizo en un rotavapor
Buche 110.

Para las cromatografias en columna se utilizo silice 60 de Ahigram Sil G,
Kiesel, malla, 70-230, (Merck), con indicador de fluorescencia UV 254. Las
cromatografias en capa fina se realizaron en cromatofolios de aluminio
cubiertos de silice DC Fertigplatten Sil G-200, UV Merck, de 0,2 de
espesor. Como reveladores se emplearon una disolucién de sulfato cérico
(Ce2S04) al 1% en é&cido sulfarico (H2SO4, Baeker) 2N; y una ldmpara de
luz UV de 254 y 365 nm (Cole Parmer 9815 series Lamps).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns y se
informaron sin correccidn.

Los espectros de absorcion en la regidn infrarroja (IR) se obtuvieron en los
espectrofotémetros Nicolete modelo Magna 750 y Nicolete FT-IR5-SX, con
las técnicas de pastilla en KBr, y de disolucion en CHCL3 respectivamente.
Las absorbancias se presentaron en cm-', para estas se indicaron las
siguientes abreviaturas: d (débil), m (mediana), f (fuerte).

Los experimentos de espectrometria de masas (EM) se realizaron en un
espectrémetro JEOL JMS AX 505 HA mediante la técnica de impacto
electronico a 70 eV. Los resultados se presentaron como relacion de masa
respecto de la carga (m/z), junto con los porcentajes de abundancia
relativa (% ar).

Los espectros de resonancia magnética nuclear RMN ('H) y de carbono 13
(13C) se efectuaron en espectrometros Varian Gemini 200, Varian VXR 300 y
Bruker AS 300; se utilizaron los disolventes deuterados (Aldrich):
Cloroformo (CDCl3), sulfoxido de dimetilo (DMSO-d¢), benceno (CeDs) Yy
Metanol (CD30D).

Los desplazamientos quimicos (d) se expresaron en partes por millon
(ppm); las sefiales protonicas se indicaron con las siguientes abreviaturas:
s (simple), d (doble), t (triple), q (cuadruple), dd (doble de doble), dt
(doble de triple), td (triple doble), qd (cuadruple doble), m (multiple).

Las constantes de acoplamiento (J) se indicaron en Hertz.

La mayoria de los disolventes empleados se destilaron previamente, y se
almacenaron en recipientes de color &mbar. De esta manera se manipularon
el cloruro de metileno (CH2Cl2) y el metanol (MeOH); el acetato de etilo
(AcOEt) y el hexano se destilaron en presencia de CaCl2; en tanto que, el
etanol (EtOH) se tratd con hojuelas de magnesio a reflujo durante 18 h y se
destilo.

40



5.3 Obtenciéon de los acidos masticadienénico (1) y 3a-
hidroximasticadiendnico (2).

La corteza de Amphipterygium adstringens (cuachalalate), se obtuvo de
varios ejemplares recolectados en la barranca Honda, municipio de
Tlaltizapan, Estado de Morelos, México, en 2008. EI proceso utilizado para
el aislamiento de 1y 2 se esquematiza en la Figura VI.1.

[Limpieza, Desecacién y fragmentacion del material vegetal (5009)}

‘ . Extracciones por Maceracion, 3 veces utilizando Hexano como disolvente. ’

Filtramos y concentramos a presion reducida

I-{ Extracto Hexanico

Residuo Vegetal

Extracciones por Maceracion, 3 veces utilizando *Preparacion de cromatografia
Acetato de etilo como disolvente. en columna(cc).

Filtramos y concentramos a presion reducida - .
*Elusion utilizando disolventes

I con polaridad ascendente

| |
Residuo Vegetal Extracto de Acetato.
t Obtencion de fracciones e identificacion J
1

preliminar por cromatografia en capa fina

*Preparacion de cromatografia |

en columna(cc). . . . L
Aislamiento de triterpenos tetraciclicos :

*Elusion utilizando disolventes
con polaridad ascendente Acido 3a- hidroximasticadienénico (2)
I

Obtencion de fracciones e identificacion Acido masticadiendnico (1)
preliminar por cromatografia en capa fina

|
Aislamiento de triterpenos tetraciclicos :

Acido 3a- hidroximasticadiendnico (2)

Acido masticadien6nico (1)

Figura V.1 Aislamiento de los acidos 1y 2.

El proceso de aislamiento de los acidos masticadiendnico (1) y 3a-
hidroximasticadiendénico (2) comenz6 con la limpieza del material vegetal
recolectado, retirando la tierra y sustancias extrafias, ademas de seleccionar el
material mas adecuado, el que no presentara ningun dafo.

La desecacion del material vegetal, tuvo por objetivo privar al material
recolectado, del agua que contiene. De esta forma garantizamos la calidad de la
materia prima, evitando el enmohecimiento y ataque por bacterias. El proceso de
secado se realizo a temperatura ambiente en una superficie seca.
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Con la finalidad de facilitar la extraccién de los &acidos 1 y 2, se molio el
material vegetal ya que al disminuir el tamafio de particula se aumenta la
superficie de contacto con el disolvente, incrementando la eficiencia del
proceso de extraccion.

El proceso de extraccion se realizo por maceracién, utilizando hexano y
acetato de etilo.

Extracto hexanico. El material vegetal seco y molido (500g) se trato 3 veces con
4L de hexano durante 24 h, a temperatura ambiente. Posteriormente el disolvente
se elimino a presion reducida y se obtuvieron 17.100 g de un residuo café, con
un rendimiento del 3.42% con respecto del peso inicial de la corteza.

Extracto de acetato de etilo. El residuo vegetal previamente macerado con
hexano se trato 3 veces con 4 litros de acetato de etilo durante 24h, a
temperatura ambiente. Posteriormente el disolvente se elimino a presidn reducida,
obteniendo 15.12g de extracto con un rendimiento de 3.02% con respecto del peso
de la corteza.

5.3.1 Fraccionamiento de los extractos.

Se realiz6 el fraccionamiento de los extractos de hexano y acetato de Etilo.

Extracto hexanico.

El extracto hexéanico se adsorbié en 2 g de silice y se coloco en la parte superior
de una columna cromatografica empacada con 100 g de silice, la cual fue eluida
con un gradiente de hexano/Acetato de etilo/Metanol. Se colectaron 111
fracciones de 200mL. Se reunieron las fracciones con corrimiento cromatografico
(rf) semejante, resultando 7 porciones (F1-F7) como lo muestra la Tabla V.1.

Tabla V.1. Fraccionamiento del Extracto hexanico.

Fracciones Numero de fracciones reunidas.
F1 1-11 Hexano.
F2 12-48 relacion 9: 1 Hexano: Acetato de etilo.
F3 49-60 relacion 8: 2 Hexano: Acetato de etilo.
F4 61-81 relacion 7: 3 Hexano: Acetato de etilo.
F5 81-91 relacion 6: 4 Hexano: Acetato de etilo.
F6 92-101 Acetato de etilo.
F7 101-111 Metanol.
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De la fraccion F2, se logro aislar un sélido blanco el cual se purificd
mediante cristalizaciones sucesivas con mezclas de hexano y acetato de
etilo, obteniéndose 1.145 g de un sdélido cristalino con punto de de fusidn
de (163-171) °C. La comparaciéon de sus datos fisicos y espectroscépicos
permitio la identificacion de éste solido como el acido masticadiendnico (1).
El rendimiento con respecto al peso del extracto fue de 0.229%.

Por otro lado, de la fraccién F4 se logrdé aislar 0.6953 g del &cido 3a-
hidroximasticadienonico (2). El rendimiento con respecto del extracto fue de
0.139%. La identificacion de 2 como el &cido 3a- hidroximasticadiendnico (2)
se logr6 por comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con
aquellos publicados para este metabolito secundario.

En las fracciones F3, F5, F6 y F7, de acuerdo con la cromatografia en capa
fina, no se observd presencia de 1 o 2, por lo que no recibieron
tratamiento alguno.

Extracto de Acetato de Etilo.

El extracto de acetato de etilo se adsorbié en 2 g de silice y se colocd en la parte
superior de una columna cromatografica empacada con 100 g de silice, la cual fue
eluida con un gradiente de hexano/Acetato de etilo/Metanol. Se colectaron 100
fracciones de 200mL. Se reunieron las fracciones con corrimiento
cromatografico semejante, obteniéndose y 7 porciones (F1-F7) como lo
muestra la Tabla V.2.

Tabla V.2. Fraccionamiento del Extracto de acetato de etilo #1.

Fracciones NuUmero de fracciones reunidas.

F1 1-11 Hexano.

F2 12-35 relacion 9: 1 Hexano: Acetato de etilo.

F3 36-50 relacion 8: 2 Hexano: Acetato de etilo.

F4 50-71 relaciéon 7: 3 Hexano: Acetato de etilo.

F5 71-81 6:4 relacion 6: 4 Hexano: Acetato de etilo.
F6 82-91 Acetato te etilo.

F7 91-100 Metanol.

De la fraccion F2, se logr6 aislar un sélido blanco el cual se purificd
mediante cristalizaciones sucesivas con mezclas de hexano y acetato de
etilo, obteniéndose 0.6550g del acido masticadiendnico (1). El rendimiento
con respecto al peso del extracto fue de 0.131% con respecto al peso del
extracto.
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Por otro lado, de la fraccion F4 se logré aislar 0.953 g del acido 3a-
hidroximasticadienonico (2). El rendimiento con respecto del extracto fue de
0.1906%.

En las fracciones F3, F5, F6 y F7, de acuerdo con la cromatografia en capa
fina no se observé la presencia de 1 o 2, por lo que no recibieron
tratamiento alguno.

5.3.2 Aislamiento de los acidos masticadien6nico (1) vy 3o-
hidroximasticadienonico (2) de extractos obtenidos de estudios
previos.

Nuestros estudios previos sobre cuachalalate, colectado en 2004, habian
permitido la obtencion de 40 g de un extracto de acetato. Este extracto se
cromatografio de manera similar al extracto de acetato de etilo anterior. Excepto,
que debido a una escasez de hexano, la elusién de la columna se realizd con un
gradiente de n-heptano/Acetato de etilo/ Metanol.

Se colectaron 120 fracciones de 200mL. Se reunieron las fracciones con
desplazamiento cromatografico similar (rf), resultando 7 porciones (F1-F7) como
lo muestra la Tabla V.3.

Tabla V.3. Fraccionamiento de Extracto de acetato de etilo #2.

Fracciones Numero de fracciones reunidas.

F1 1-11 n-Heptano.

F2 12-35 relacién 9:1 n-Heptano: Acetato de etilo.
F3 36-50 relacion 8:2 n-Heptano: Acetato de etilo.
F4 50-71 relacion 7:3 n-Heptano: Acetato de etilo.
F5 71-81 relaciéon 6:4 n-Heptano: Acetato de etilo.
F6 82-91 Acetato te etilo.

F7 91-100 Metanol.

De la fracciéon F2, se aislaron 0.3550 g de 1, con un rendimiento con
respecto del extracto de 0.8875%.

Mientras que la fracciéon F4 se aislaron 6.053 g de 2, con un rendimiento
del 15.1325%, con respecto del extracto.
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Como ya se mencioné la identificacion de 1 como el acido masticadiendnico
(1) y de 2 como el &cido 3a- hidroximasticadienénico (2), se logré por la
comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con aquellos
informados para estos metabolitos secundarios (Barton y Seoane, 1956;
Soriano-Garcia et al., 1987; Papageorgiou et al., 1997; Oviedo y Martinez,
2005).

5.4 Datos fisicos y espectroscopicos del acido masticadienonico (1).

Figura V.2. Acido masticadienénico (1).
(1) Acido masticadienénico. Sélido cristalino color blanco.
Pf 163- 171°C.

IR (KBr, cm-') 2954.88 (f); 2601.84(m); 1682.44 (m); 1634.16 (d); 1457.48 (d);
1267.68 (m).

EMIE m/z (%ar) 454 (10) M*, 439(100) [M-Me]*, 393(8) [M-Me-HCOOH] *, 95(26)
[C3H1103] *.

RMN 'H (CDCLs, 300 MHz) 6.09(td, 1H, H-24 J 1.5, 7.5); 5.31(c,1H,H-7, J=
3.3, 6.3); 2.76 (td,1H,Hb-2, J= 5.4, 14.7); 2.25(dt 1|-| Ha-2): 1.92(d, 3H,Me-
27,0=1.2); 1.12(3,3H,Me-29);1.01(s,3H,Me-28) 08(s,3H,Me-30); 0.89(d,3H,Me21,
J=5.1); 0.81(s,3H,Me-18).

RMN 13C (CDCLs, 300MHz) 216.92(C-3); 1731 (C-26), 147.24(C-24); 145.97(C-
8);125.82(C-25); 117.79(C-7): 52.86(C-5); 52.31(C-17); 51.17(C-14); 50.06(C-4);
48.47(C-9); 47.86(C-13); 43.52(C-10); 38 51(C-1); 36.04(C-20); 35.62(C-22);
34.90(C-2); 34.04(C-15); 33.62(C-12): 28.18(C-16); 27.40(C-30); 26.9(C-23);
24.53(C-28); 24.36(C-6); 21.94(C-18); 21.57(C-29); 20.51(C-27); 18.27(C-11);
18.21(C-21); 12.8(C-19).
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5.5 Datos fisicos y espectroscopicos del acido 3a-hidroximasticadiendnico (2).

Figura V.3. Acido 3a-hidroximasticadienénico (2).
(2) Acido 3a-hidroximasticadienénico. Sélido blanco amorfo.
Pf 140 -148 °C.
IR (KBr, cm-') 3438.83 (m), 2947.72 (f), 1696.65 (f), 1238.23 (m).

EMIE m/z (%ar) 456 (12) M*, 441(58) [M-Me]*, 423 (57) [M-Me-H20]*, 43(100)
[C2H30,]*

RMN 'H (CDCLs, 300 MHz);6.085(td, 1H, H-24, J = 1.2, 7.8), 5.25(c, 1H,H-7,J= 3,

6.45); 3.46(t,1H,H-3,J=2.7);1.92(d,3H,Me-27,J=1.2); 1.64 (m, 2H, H-2):

0.97(s,3H,Me-28);0.94(s, 3H, Me-30); 0.88 (d, 3H, Me-21, J = 3.0), 0.82(s,3H,Me-
7

29), 0.77(s,3H,Me-19).

RMN 13C(CDCLs, 300MHz) 172.25(C-26); 147.11(C-24); 146.14(C-8); 125.7(C-25);
117.87(C-7); 76.32(C-3); 52.79(C-5); 51.25(C-14); 48.62(C-9); 44.52(C-17);
43.52(C-13); 37.41(C-4); 36.11(C-20);35.68(C-22);34.74(C-10); 34 01(C-15);
33.76(C-12): 31.25(C-1); 28.16(C-16); 27.74(C-30); 27.27(C-28); 26.89(C-23)
25 35 (C-2); 23.88 (C-6); 21.77(C-18); 21.03(C-29); 20.51(C- 27) 118.2(C-

21);17.95(C-11):12.95 (C-19).

5.6 Obtencion de los derivados quimicos a partir del
acido 3a-hidroximasticadiendnico (2).

El acido 2 se estableci6o como molécula de inicio y mediante modificaciones
quimicas se generaron cinco derivados.

A continuacién se describen los métodos de obtencidén, y los datos
fisicoquimicos y espectroscopicos de los derivados obtenidos a partir del
acido 3a-hidroximasticadiendénico (2). EI analisis de los datos
espectroscopicos y espectrométricos se realiza en el capitulo siguiente.

46



5.6.1 Obtencidon del 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3).

Figura V.4. 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3).

El éster 3 se logr6 obtener cuando 2 se traté con diazometano producido in situ.

El diazometano se obtuvo a partir de diazald. Se prepard una mezcla de 7.1341g
de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfamida (Diazald al 99%, Sigma Aldrich) en 83mL
de éter etilico (Et20, Merck) y se deposité en un embudo de separaciéon de 150mL.

Por otro lado, en un matraz especial se colocd 7.6g de KOH disueltos en (100mL
de una mezcla Etanol: Agua, 2:1). El matraz se calenté en bafio maria hasta la
temperatura de 60 ° C, manteniendo la temperatura constante.

La mezcla contenida en el embudo de separacion se adiciond lentamente al
matraz. EI diazometano generado en forma de gas se recibiéo en un matraz con
100mL de éter el cual se encontraba en bafio de hielo. La disolucién preparada
se adiciond lentamente, con una agitacion constante, a una disolucion de 2
(1.032g) en 150 ml de éter etilico hasta observar un cambio en la coloracion en la
disolucion a amarillo paja.

La mezcla de reaccion se dejo reposar 24 horas en la campana, posteriormente se
concentr6 a presion reducida. EIl residuo obtenido era de caracteristicas oleosas
y se procedidé a purificarlo por cromatografia en columna empacada con silice, con
un gradiente de hexano/AcOEt, obteniéndose un solido blanco amorfo (320 mg,
rendimiento de 31%).

Pf 92-94 °C.

RMN 'H (CDCLs, 300 MHz) 5.93(td, 1H, H24,J=1.57.5): 5.25(c, 1H,H-7,
J=2.7,6.5); 3.73(s,3H,Me-31); 3.46(t,1H,H-3,J=2.7);0.97(s,3H,Me-28):0.94(s, 3H,
Me-29);  0.91(s,3H, Me-18),  0.90(d,3H,Me-21,  J=6.3);0.82(s,3H,Me-30),
0.77(s,3H,Me-19).

RMN 13C(CDCLs, 300MHz) 168.58(C-26); 146.12(C-24); 144.18(C-8); 126.38(C-
25); 117.83(C-7); 76.3(C-3); 52.83(C-5); 51.2(C-14):; 51.15(C-31); 48.62(C-9);
44.52(C-17); 43.46(C-13); 37.39(C-4); 36.03(C-20); 35.7(C-22); 34.71(C-10);
33.96(C-15); 33.76(C-12); 31.21(C-1); 28.18(C-16); 27.77(C-30); 27.25(C-28);
26.71(C-23); 25.37(C-2); 23.88(C-6); 21.88(C-18); 21.8(C-29): 20.71(C-
27);18.21(C-21): 17.95(C-11); 12.97(C-19)
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5.6.2 Obtencion de 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).

Figura V.5. 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).

Una mezcla de 50mg (0.106 mmol) de 3, 50mg de Pd/C al 10% y 25mL de AcOEt
se mantuvo en un sistema de hidrogenaciéon durante 96 h, a presion y temperatura
ambiente, con agitacién constante. El desarrollo de la reaccion se siguié por ccf
con un gradiente de hexano/AcOEt 8:2. La mezcla resultante se filtr6 a presién
reducida sobre una cama de celita, realizando lavados con AcOEt. El disolvente
se evaporo a presion reducida. El producto obtenido fue un sélido amorfo blanco
(25mg, rendimiento 50%).

Pf 92-95 °C.

RMN 'H (CDCLs, 300 MHz) 5.25(c, 1H,H-7,J=2.7,6.5); 3.73(s,3H,Me-31);
3.46(t,1H,H-3,J=1.8); 2.44(td, 1H,H-25,J=1.2,8.4), 0.97(s,3H,Me-28):0.94(s, 3H,
Me-29); 0.92(s,1H, Me-18), 0.81(s,3H,Me-30), 0.77(s,3H,Me-19).

RMN 13C(CDCLs, 300MHz) 177.43(C-26); 146.16(C-8): 117.83(C-7); 763(C 3);
52.98(C-5); 51.43(C-14); 51.22(C-31); 48.65(C-9); 44.55(C-17); 43.45(C-13);
39.51(C-25), 37.39(C-4); 36(C-20); 35.84(C-22); 34.71(C-10); 33.98(C-15);
33.81(C-12); 31.23(C-1); 28.18(C-16); 27.76(C-30); 27.25(C-28); 25.39 (C -2);
24.13(C-23); 24.0(C-24); 23.9(C-6); 21.88(C-18); 18.33(C-29); 17.97(C-11);

(
17.23(C-27); 16.92(C-21):12.98(C-19).
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5.6.3 Obtencidn del 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).

Figura V.6. 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).

A una disolucién etanolica (EtOH anhidro, 80mL) de 2 (200 mg, 0.4385mmol) se
adiciono lentamente H2S0s concentrado (3mL), seguido de CH(OCH3)3 (4mL). La
mezcla se reflujé durante 8h. Al término del reflujo se agregdé de agua destilada
(25mL) y se procedi6 la extraccion con AcOEt (3*25mL). La fase organica se lavé
con NaHCO3 al 10% p/v (3*10mL), se secd con NaxSO4 anhidro y el disolvente se
evapor6 a presion reducida. El residuo se purificd por cc con gradiente de
hexano/AcOEt. Se obtuvo un polvo blanco amorfo (40 mg, rendimiento 20%).

Pf 112-114 °C.

EMIE m/z (%ar) 484 (22) M*, 469(54) [M-Me]*, 451(100) [M-Me-H,0] *, 437(20)
[M-Et-H20] *, 189(29) [C10H2103]*, 95) [C3H1103]".

RMN 1H (CDCLs, 300 MHz) 5.90(td, 1H, H-24H,J=1.5,7.2); 4.19(c, 2H,H-31,
J=7.2, 14.1); 3.44(t,1H,H-3, J=2.7); 1.89(d, 3H,Me-27), 1.31(t,3H,Me-32,J=7.2);
0.97(s,3H,Me-29);0.96(s, 3H, Me-28); 0.94(d,3H, Me-21,J=6), 0.87(s,3H,Me-30),
0.77(s,3H,Me-19).

RMN 13C( CDCLs, 300MHz) 168.23(C-26); 143.37(C-24); 134.34(C-8); 133.26(C-
9):126.77(C-25); 76.0(C-3): 59.97(C-31); 50.06(C-5); 49.99(C-14); 44.8(C-17);
44.12(C-13); 37.63(C-4); 37.2(C-10); 36.4(C-20); 35.94(C-1); 30.77(C-7); 29.77(C-
11,C-22); 28.02(C-23,C-29); 27.21(C-2); 26.61(C-15); 25.83(C-12); 24.38(C-30);
22.22(C-18); 21.38(C-6); 20.65(C-27);19.91(C-28): 18.79(C-16); 18.58(C-21);
15.52(C-19); 14.3(C-32).
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5.6.4 Obtencion del acido 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-oico (6).

Figura V.7. 3a-acetoxi-tirucala-7E, 24Z-dien-26-oico (6).

Una mezcla de 200 mg (0.4385 mmol) de 2, 2mL de Piridina (Py) y 2mL de AC:0,
se colocaron en un matraz bola de 125mL, conectado a un refrigerante y una
trampa de humedad. La mezcla se mantuvo en una temperatura de 40 °C durante
5h.

Posteriormente se agregdé 10g de hielo, observando la formacién de un
precipitado, el cual se adhirié a las paredes del matraz. Se procedid a filtrar el
agua y subsecuentemente a disolver el precipitado en ActOEt. El disolvente se
evaporo a presion reducida, obteniendo un polvo color amarillo 100 mg, el cual se
procedié a purificar mediante cromatografia preparativa. Se logro la obtencidn de
un sélido blanco (80 mg, rendimiento 40%).

Pf 120 -122 °C.

RMN 'H (CDCLs, 400 MHz) 6.092(td,1H,H-24); 5.26(d,1H,H7,J=2.8); 4.69(d,1H,H-
3,0=2.8);  2.07(s,3H,Me-32);  1.92(s,3H,Me-27,J=1.2):  0.98(s,3H,Me-30);
0.97(s,3H,Me-29); 0.85(s,3H,Me-18); 0.84(s,3H,Me-28); 0.78(s,3H,Me-19).

RMN 13C (CDCL3, 100MHz) 172.82(C-26); 170.83(C-31); 147.29(C-24); 146.11(C-
8); 125.71(C-25); 117.76 (C-7); 78.41(C-3); 52.82(C-5); 51.24(C-14): 48.61(C-17)
45.52(C-9); 43.51(C-13); 36.59(C-4); 36.11(C-20); 35.66(C-22); 34.7(C-10)
34.0(C-2); 33.68(C-15); 31.97(C-1); 28.19(C-12); 27.40(C-28): 27.27;(C-18)
26.93(C-16); 23.77(C-6); 22.93(C-23); 21.92(C-30); 21.44(C-29); 21.31(C-32);
20.54 (C-27); 18.23(C-21); 17.98(C-11); 12.96(C-19).
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5.6.5 Obtencion de 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Figura V.8. 3a-acetoxi-tirucala-7E, 24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Una mezcla de 50 mg (0.106 mmol) de 3, 1mL de Piridina y 1mL de AC.0, se
colocaron en un matraz bola de 125mL, conectado a un refrigerante y una trampa
de humedad. La mezcla se mantuvo en bafio de calentamiento durante 4h.

Posteriormente se agregdé 10g de hielo, observando la formacién de un
precipitado, el cual se adhirié a las paredes del matraz. Se procedid a filtrar el
agua y subsecuentemente a disolver el precipitado en ActOEt. EI disolvente se
evapor6 a presion reducida, obteniendo un producto aceitoso (40 mg, rendimiento
80%).

Pf nd.
IR (KBr, cm-1) 2954.88 (f); 1713.51(f); 1682.44 (d); 1457.48 (d); 1267.68 (m).

EMIE m/z (%ar) 512 (20) M*, 497(38) [M-Me]*, 437(100) [C3H702] *, 189(20)
[C10H2103]*, 57(52) [C3H50]*

RMN 'H  (CDCLs, 300 MHz) 5.93(td, 1H, H24,J=1.2,7.8); 5.25(c, 1H,H-
7,0=2.7,6.3); 4.69(t,1H,H-3,J=3.3); 3.73(s,3H,Me-33); 2.07(s,3H,Me-
32);0.97(s,3H,Me28):0.91(s, 3H, Me-29); 0.89(s,1H, Me-18), 0.84(s,3H,Me-30),
0.78(s,3H,Me-19).

RMN 13C (CDCL3,300MHz) 170.80(C-26): 168.55(C-31); 146.09(C-24); 144.13(C-8);
126.41(C-25); 117.74(C-7); 78.38(C-3); 52.81(C-5); 51.22(C-14); 51.17(C-33);
48.58(C-9); 45.50(C-17); 43.48(C-13) (

34.7(C-10); 33.98(C-15); 33.65(C-12); 31.935
27.25(C-28); 26.72(C-23): 23.74(C-2); 22.91(
21.31(C-32); 20.69(C-27); 18.21(C-21); 17.94(C-1

)
, 36.56(C-4); 36.07(C-20); 35.7(C-22);
); 28.17(C-16); 27.37(C-30);
); 21.9(C-18); 21.42(C-29);

): 12.94(C-19)

-5
-4
1
-6

C
C
C

1
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5.7 Actividad biolégica.

5.7.1 Experimento in Vitro: Ensayo de inhibicion de proliferacion de células
cancerosas humanas.

5.7.2 Condiciones generales.

La inhibicion de proliferacion de lineas tumorales se determin6 de acuerdo con los
protocolos establecidos por el Instituto Nacional de Cancer (INC) de Estados
Unidos (Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991). Se evaluaron los cinco
derivados obtenidos a partir de 2.

Ja-hidroximasticadienolato de metilo (3).
3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).
3a-hidroxi-tiruca-8,24-dien-26-olato de etilo (5).
3da-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-0ico (6).
Jo-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

El ensayo se efectu6 en las siguientes lineas celulares de cancer humano:
(U-251) sistema nervioso central.
(PC-3) préstata.
(K-562) leucemia promielocitica.
(HCT -15) colon.
(MCF-7) mama.
(SKUL-1) pulmon.

Las lineas se obtuvieron del Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos
(INC). La doxorubicina (Sigma) se uso como farmacos de referencia.

Los derivados 3, 4, 5, 6 y 7 se disolvieron en DMSO.
La concentracion utilizada fue de 50 uM para los compuestos; y de 1.6 a 75 uM
para el acido ursdlico.

5.7.3 Procedimiento.

El procedimiento general se representd en la Figura V.9. Las células se cultivaron
en el medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de SBF inactivado, 100 Ul/mL de
penicilina G, 100 mg/ml| de sulfato de estreptomicina, 0.25 mg/ml de anfotericina
B (GIBCO) y 2 mM de L-glutamina (GIBCO). Se conservaron a 37 °C en una
atmésfera de CO2 al 5 %.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 pl de cada linea celular. Las
densidades celulares fueron las siguientes: 5 x 104 células/ml de K-562 y MCF-7,
7.5 x 104 células/ ml de U-251, PC-3 y SKLU-1y 10 x 104 células/mL de HCT-15.
A continuacién, la placa se incub6 durante 48 h, a 37 °C en CO; al 5 %.
Posteriormente, se adicionaron 100 ml de las sustancias de prueba o farmacos de
referencia. La placa se incub6 por 48 h en las mismas condiciones. Los grupos
testigo contenian solo un volumen equivalente de cada linea celular.
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Después, las células se fijaron con una disolucion acuosa de acido tricloroacético
al 50 % p/v (50 ul /pozo). La placa se incubé durante 60 min a 4 °C. Los
sobrenadantes se desecharon, la placa se lavé 3 veces con agua destilada
desionizada y se dejoé secar. Las células se trataron con 100 mL de
sulforrodamina B (SRB, Sigma) al 0.4 % durante 30 min, a temperatura ambiente.
Posteriormente, la placa se lavd tres veces con una disolucion de acido acético al
1 %. El colorante se extrajo con una disolucion 10 yM de base Tris (Sigma) no
amortiguada.

Las absorbancias se determinaron en un lector de placas a una longitud de onda
de 515 nm. La intensidad del color es directamente proporcional al nimero de
células vivas, por lo tanto, a mayor coloracion menor porcentaje de inhibicion del
crecimiento celular.

La inhibicién de proliferacion celular se calculé conforme con la ecuacién 1. En
donde A correspondia al valor de DO de las células sin tratar; y B, al valor de DO
de las células tratadas con las sustancias de prueba o de referencia.

%IC =1OO—L (1)
Ax100
GRUPOS TRATAMIENTOS.
CONTROL Vehiculo

Cultivar las lineas celulares
en medio RPMI-1640

Prueba Compuestos.

Referencia. Doxorrubicina.

Determinar el crecimiento celular . . .
Fijar las células adheridas

con acido tricloroacetico.

A

(Método de Sulforrodamina B)

l

DO

Inhibicién de crecimiento
(%IC)

v

Figura V.9. Ensayo de Inhibicion de proliferacion de células cancerosas.
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5.8 Resultados.

En la Tabla V.4 se muestra el porcentaje de inhibicion de proliferaciéon en lineas
de cancer humano por derivados del acido 3a- hidroximasticadiendnico (2) a una
concentracion de 50 pg/mL.

Tabla V.4 Porcentaje de inhibicién de proliferacion celular de los
compuestos 2-7 a una concentracion de 50ug/mL.

Derivado PC-3 | HCT-15 | SKUL-1 | U-251 | MCF-7 K-562
2 29.80 36.30 n.d 100.0 | 41.88 24.20
3 92.02 100.0 91.84 69.37 | 89.11 90.12
4 66.21 35.16 62.41 96.55 | 79.80 71.22
5 94.6 100 15.32 100.0 100.0 0.3
6 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 58.53
7 14.51 s.a. 19.33 3.90 s.a. 61

Lineas de cancer humano: (U-251) sistema nervioso central, (PC-3) préstata, (K-562) leucemia promielocitica,
(HCT -15) colon, (MCF-7) mama y (SKUL-1) pulmdn. n.d= no determinado; s.a= sin actividad.
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6. Discusion.

6.1 Discusion.

En este capitulo se describe:

La caracterizacién quimica de los acidos masticadienénico (1) y 3a-
hidroximasticadiendnico (2).

Las modificaciones quimicas realizadas al acido 3a-
hidroximasticadiendnico (2) para la obtencion de los derivados:

Ja-hidroximasticadienolato de metilo (3).
3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).
3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).
3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-0ico (6).
Ja-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Evaluacion de la inhibicién de la proliferacion de células cancerosas de los
derivados 3-7 mediante el ensayo de sulforodamina B in vitro en lineas de
cancer humano.

La correlacion de los efectos de volumen (estéricos) con la actividad
inhibitoria de 2 y sus derivados 3, 5y 6.
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6.2 Caracterizacion del acido masticadiendnico (1).

En el espectro de infrarrojo del compuesto 1 (Figura VI.1), se observan bandas

correspondientes a grupos carbonilo y &cido carboxilico.

Transmittance (%)

El espectro
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50 =

4000

F COOHA
CH3 c=0
3500 3000 2500 2000 1500 1600 500
cm-1
Acido masticadienénico (1) KBt/ Pastilla

Figura VI. I. Espectro de IR de (1).

de masas de 1(Figura VI.2), presenté un i6n molecular a 454 m/z
para una formula minima de C3oH4603.
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Figura VI.2. Espectro de masas de (1).
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Por otro lado, en el espectro de RMN 'H de 1 (Figura VI.3) se observo una sefal a
6.09 ppm que corresponde a un triple de dobles, la cual integra para un
hidrogeno, esta sefial se asigno al protén vinilico H-24. El desplazamiento inusual
hacia campo bajo de este proton se explica por la conjugacion de la doble
ligadura C24-C25 con el carbonilo en C-26.

En 5.31 ppm se observo un cuarteto, que integra para 1H, la cual se asign¢ al
protén vinilico H-7.

En 1.12 y 1.08 ppm se observan dos singuletes, que integran para 3 hidrogenos,
correspondientes a Me-29 y Me-30 respectivamente.

5§
5 M
s
s \/ ¢
m f::l ]
w | s
\...;lll,,,
oft Tk
! 5.3 ppm

6. 117

§ 5.31(c,1H.H-7, J= 3.3, 6.3)

= e 6.091

e

— Zsa12
S =G.067 " 6.088
o\

o
"_6.10 ppm
6.09(td, 1H, H-24, J = 1.5, 7.5)
£ 5
o
s .
7 6 5 4 3 2 1 0

Figura VI.3. Espectro de RMN 'H de (1).
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En el espectro de RMN 3C de 1 (Figura VI.4), se observaron las 30 sefiales de
los 30 atomos de carbono que la formula determinada por EM habia sefialado.
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Figura VI.4. Espectro de RMN 13C de (1).
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Tabla VI. 1.

Senales del espectro de RMN1'3C de (1).

Atomo ppm
C-3 216.92
C-26  173.27
C-24 147.24
C-8 145.95
C-25 125.82
C-7 117.79
C-5 52.86
C-17 52.32
C-14 5117
C-4 50.06
C-9 48.47
C-13 4786
C-10 4352
C-1 38.51
C-20 36.04

Tipo de
Carbono

I u n u
oo oo
o o

OO0

OOxT
(@)

CH;
CH

Atomo

C-22
C-2

C-15
C-12
C-16
C-30
C-23
C-28
C-6

C-18
C-29
C-27
C-11
C-21
C-19

Ppm

35.52
34.90
34.04
33.62
28.18
27.40
26.9

24.54
24.36
21.94
21.57
20.5

18.27
18.20
12.77

Tipo de
Carbono

CH»
CH2
CH»
CH2
CH»
CHs
CH»
CHs
CH2
CHs
CHs
CHs
CH2
CHs
CH3

En la Tabla VI. 1 se muestran los 30 atomos de carbono y sus desplazamientos en

ppm.

La identidad de 1 como el acido masticadiendnico (1) (Figura VI.5) se logr6 por la
comparacion de sus datos IR, EM y RMN de 'H y 13C de 1 con aquellos
publicados para éste metabolito secundario (Oviedo y Martinez, 2005).

Figura VI.5. Acido masticadienénico (1).
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6.3 Caracterizacion del acido 3a-hidroximasticadiendnico (2).

En el espectro de infrarrojo del compuesto 2 (Figura VI.6), se observaron bandas
asignadas para grupos hidroxilo, carbonilo y &cido carboxilico.
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3a- hidroximasticadienonico KBr/Pastilla

Figura VI.6. Espectro de IR de (2).

El espectro de masas de 2, (Figura VI.7), se observé un ién molecular a 456 m/z
para una formula minima de C3oH4803.
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Figura VI.7. Espectro masas de (2).
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En el espectro de RMN 'H del compuesto 2, (Figura VI.8), se observo a 6.09 ppm
un triple de dobles, que integra para un proton, el cual se asigndé al protoén

vinilico en H-24.

En 5.31 ppm se observa un cuarteto, que integra para un proton, asignado al

hidrogeno vinilico en H-7.

El desplazamiento de un triplete a 3.46 ppm, el cual integra para un protdn, indica
que este protédn esta unido a un atomo de carbono que soporta un atomo de
oxigeno. Por lo anterior esta sefial se asigno al H-3.

En 0.94y 0.82 ppm se observan dos singuletes, cada uno integra para 3 protones,
asignados a los grupos metilos a Me-29 y Me-30 respectivamente.
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Figura VI.8. Espectro de RMN 'H de (2).
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En el espectro de RMN 13C (Figura VI.9), se observaron las 30 sefiales de los
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Figura VI.9. Espectro de RMN '3C de (2).
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Tabla VI. 2.

Atomo

C-26
C-24
C-8
C-25
C-7
C-3
C-5
C-14
C9
C-17
C-13
C-4
C-20
C-22
C-10

Ppm

172.25
147.11
146.14
125.7
117.87
76.32
52.79
51.25
48.62
44.62
43.52
37.41
36.11
35.38
34.74

Tipo de
Carbono

C=0
H-C=C
C=C
C=C
H-C=C
H-C-OH
H-C

C

H-C
H-C

C

C

H-C
CHa

C

Sefales del espectro de RMN 13C de (2).

Atomo

C-15
C-12
C-1

C-16
C-30
C-28
C-23
C-2

C-6

C-18
C-29
C-27
C-21
C-11
C-19

Ppm

34.01
33.76
31.25
28.16
27.74
271.27
26.89
25.35
23.88
21.77
21.03
20.51
18.2

17.95
12.95

Tipo de
Carbono

CH,
CH2
CHa
CH,
CH;
CHs
CHa
CH,
CH2
CHs
CH;
CHs
CHs
CH,
CHs

En la Tabla VI. 2 se muestran los atomos de carbono y sus desplazamientos en

ppm.

La identidad de 2 como el acido 3a-hidroximasticadiendnico (Figura VI.10), se
logro por la comparacién de los datos de IR, EM RMN 'H y '3C de 2 con aquellos

publicados para este triterpeno (Oviedo y Martinez, 2005).

Figura VI. 10. Acido 3o-hidroximasticadienénico (2).
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6.4 Obtenciéon de los derivados: 3a-hidroximasticadienolato de
metilo (3), 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4),
da-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5), 3-7, a partir
del acido 3a-hidroximasticadienénico (2). (Figura VI.11).

Una de las aproximaciones mas utilizadas para incrementar la potencia de las
actividades biolégicas de algunos metabolitos secundarios, es modificar la
estructura original por métodos quimicos. En la literatura, se sefialan varias
modificaciones estructurales de varios triterpenos, principalmente de esqueletos de
tipo ursano y oleanano (Mahato y Sen, 1997; Akihisa y Yasukawa, 2001; Patocka,
2003; Connolly y Hill, 2005,).

Como parte de nuestro estudio sistematico de los metabolitos secundarios presentes
en A. adstringens, hemos informado de las actividades de inhibicion de crecimiento
de células cancerosas y antiinflamatorias de los tirucalanos 1 y 2, asi como la
obtencién de varios derivados a partir de éstos triterpenos.

Nuestros resultados indicaron que los derivados acidos 24,25S -
dihidromasticadiendnico y masticadienolico (3B-hidroxi-masticadiendnico) mostraron
mayor actividad contra las células de cancer de colon (Oviedo y Martinez Vazquez,
2005).

No obstante que los derivados 3, 4, 5y 6 han sido obtenidos durante otros estudios,
la inhibicién de proliferacion de células cancerosas de éstos derivados no ha sido
evaluada. Con el fin de tratar de establecer una relacion de cambios estructurales
con la actividad bioldgica, se decidi6 obtener éstos derivados, asi como la
obtencién del nuevo 3a-acetoxi-tirucala-7E, 24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Figura VI.11. Esquema general de modificaciones estructurales al acido (2).
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6.4.1 Esterificacion.

6.4.1.1 Obtencién del 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3).

El éster metilico 3, se obtuvo al tratar el &cido 2 con una disolucidén etérea de
diazometano, (Figura VI.12). El mecanismo de reaccidon se explica por el caracter
nucleofilico de uno de los atomos de oxigeno del grupo carboxilo, quien ataca al

grupo metilo del diazometano y tras la pérdida de la molécula de N, se origina el
residuo de éster.

Figura VI.12. Metilaciéon del &cido 3a- hidroximasticadienénico (2), para la obtencion del 3a-
hidroximasticadienolato de metilo (3).

6.4.1.2 Caracterizacion del 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3).

Los espectros de RMN 'H (Figura VI.14) y '3C de 3 (Figura VI.13) son muy
similares al del compuesto 2, excepto que ahora se observaron las sefiales
asociadas a la formacién del éster metilico (51.15 ppm 13C, 3.73 ppm 'H).
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Figura VI.13. Espectro de RMN 13C de (3).
Tabla VI. 3. Senales del espectro de RMN 13C de (3).
Atomo ppm  Tipo de Atomo ppm Tipo de
Carbono Carbono

C-26 17225 C=0 C-15 33.96 CH>
C-24 14711 H-C=C C-12 33.76 CH>
C-8 146.14 C=C C-1 31.25 CH2
C-25 1257 C=C C-16 28.16 CH>
C-7 117.87 H-C=C C-30 27.74 CHs
C-3 76.32  H-C-OH C-28 271.27 CHs
C-5 5279 H-C C-23 26.89 CH2
C14 5125 C C-2 25.35 CH>
C-31 5115 -O-CH3 C-6 23.88 CH2
C-9 4862 H-C C-18 21.77 CHs
C-17 4462 H-C C-29 21.03 CHs
C-13 4352 C C-27 20.51 CHs
C-4 3741 C C-21 18.2 CHs
C20 3.1 H-C C-11 17.95 CH>
C-22 3538 CH: C-19 12.95 CHs
C-10 34714 C

En la Tabla VI. 3 se muestran los desplazamientos de los atomos de carbono en
ppm, del espectro de RMN '3C de 3 identificando los 31 atomos de carbono
correspondientes al 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3).
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Figura VI.15. 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3).
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6.4.1.3 Obtencién de 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).

El derivado 5, se obtuvo de la reaccion de 2 con etanol anhidro catalizada por
acido sulfurico (Figura VI.16). Los rendimientos moderados de la reaccién se
explican por la reversibilidad de los pasos implicados, es decir, la formacién del
éster se favorece por el exceso de etanol y el agua resultante interviene en la
hidrélisis del éster.

Figura VI.16. Obtencion de 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).

6.4.1.4 Caracterizacion del 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5)

La formacion del éster etilico en 5 fue evidenciado por las sefiales del residuo de
etilo en RMN "H y 13C. Asi, en el espectro de RMN de 'H se observo un cuarteto a
4.19 ppm, que integra para 2H, esta sefial se asigno a el grupo CH2 en la posicién
C-31, mientras que el triplete a 1.25 ppm, que integra para tres protones fue
asignado al grupo CH3 de la posiciéon C-32.

El espectro de masas de 5 presento un iéon molecular de 484 m/z para una formula
minima de C32Hs5203, (Figura VI.17), la cual esta de acuerdo con la formacién del
éster etilico de 2.
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80 C32 H 5203
70 262
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30 - 189
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50 100 150 200 250 300 350 400

Figura VI.17. Espectro de masas de (5).

500 Mfz
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Adicionalmente, en el espectro de RMN 'H de 5 (Figura VI.18) se observo a 5.90
ppm un triple de dobles, que integra para un proton, caracteristico del carbono
vinilico H-24. En 3.44 ppm se observo un triplete, que integra para un protén el
cual fue asignado a H-3.

Sin embargo, la sefial caracteristica, en el compuesto 2, del protén H-7 a
5.31ppm, en el espectro de 5 no se observa.

344t 1HH-3, J=2.7) 1.25(t,3H,Me-32)

g |
< 1
™M = |
& Il I g
g B8 % m . ®
5 3.2 3
\{ 8 419(c,2HH-31,J=72,141) ®©
R Vv
3 I 29 1
<g ‘
o))
VLR 1
< y 1 RN

| |
5.95 5.92 5.89 ppm |

5.90 (td,1H-24,J=1.5,7.2)

| I ‘ TR

1 2 w31 30 90 2 16
Figura VI.18. Espectro de RMN 'H de (5).

En el espectro de RMN '3C de 5, (Figura VI.19), se observaron las 32 sefiales
para los 32 atomos de carbono indicados por la formula minima. También se
observaron, con respecto al espectro de 2, dos nuevas sefales, una en 51.15ppm
asignada al metileno en C-31, mientras que la sefal a 14.32 ppm fue asignada al
grupo metilo en C-32, comprobando la formacion del éster etilico.
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Figura VI.19. Espectro de RMN 3C de (5)

La comparacion de los espectros de RMN '3C de 2 y 5, mostréd que en el espectro
de 5, la sefial del carbono vinilico C-7 a 117.87ppm, caracteristico de 2, estaba
ausente. Sin embargo se observaron dos nuevas sefiales a 134.34 ppm y a
133.26ppm para atomos de carbono que no estédn unidos a atomos de hidrégeno.
Tomando en cuenta los datos de IR, EM y RMN 1H y 13C, se propuso que la doble
ligadura en C7-C-8 presente en 2, se desplazo, en el derivado 5, a los atomos C8-
C-9. Propuesta que fue confirmada por datos de la literatura (Oviedo y Martinez,

2005).
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Tabla VI.

Atomo

C-26
C-24
C-8
C-9
C-25
C-3
C-31
C-5
C-14
C-17
C-13
C-4
C-10
C-20
C-1

Ppm

168.23
143.37
134.33
133.26
126.77
75.93
59.97
50.06
49.99
44.8
44.12
37.68
3717
36.4
35.94

Tipo de
Carbono

1]
i ©
O

S5THELES
o
-

(@)

oo
IO

4. Seiiales del espectro de RMN 3C de (5).

Atomo

C-7
C-11,C-22
C-23,C-29
C-2

C-15

C-12

C-30

C-18

C-6

C-27

C-28

C-16

C-21

C-19

C-32

Ppm

30.77
29.77
28.03
27.21
26.61
25.83
24.38
22.22
21.38
20.65
19.91
18.78
18.58
15.52
14.32

Tipo de
Carbono

CH:
CH2
CH,
CH,
CHa
CH,
CHa
CHs
CH2
CHs
CH

CH,
CHs
CHs
CH;

En la Tabla VI. 4 se muestran los atomos de carbono y sus desplazamientos en
identificando los 32 &tomos de
carbono correspondientes al 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).

ppm, del

espectro de espectro RMN 13C de 5,

Figura VI.20. 3a-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).
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6.4.2 Hidrogenacion catalitica.

El 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-o0lato de metilo (4) se genero a partir de la
hidrogenacién de 3 utilizando Pd/C, como catalizador (Figura VI.21).

Figura VI.21. Obtencion de 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).

6.4.2.1 Caracterizacion de 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).

El espectro de RMN de 'H de 4 es muy similar al espectro de 3, excepto que,
como era de esperarse, la sefial a 6.09 ppm, asignado al protén H-24 en 3, ya no
se observa en el espectro del derivado 4 (Figura VI1.22). Sin embargo a 5.25 ppm
se observo un cuarteto, que integra para un proton, caracteristico del protdn
vinilico H-7.

La comparacion de los espectros de RMN 13C de 3 y 4 (Figura VI.23) mostré que
en éste ultimo, las sefiales de los atomos de carbono vinilicos estaban ausentes,
sin embargo se observaron dos nuevas sefales, en 39.51 ppm asignada a (C-25)
y otra en 24.0 ppm asignada a (C-24), comprobando que desaparecio el doble
enlace ubicado en C24-C25.

La quimioselectividad de la doble ligadura en C24-C-25 sobre aquella en C7-C8
posiblemente se debe a que ésta ultima presenta mayor efecto estérico que la
primera. La estereoquimica S para el nuevo centro quiral formado se propuso
tomando en cuenta la estereoquimica, determinada por rayos X, del acido 24,25S
dihidromasticadiendnico obtenido a partir de la hidrogenacion de 1.
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Figura VI.22. Espectro de RMN 'H de (4).
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Figura VI.23. Espectro de RMN 13C de (4).
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En la Tabla VI. 5 se muestran los atomos de carbono y sus desplazamientos en
identificando los 31 atomos de carbono
correspondientes al 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).

ppm, del espectro de RMN 13C de 4,

Senales del espectro de RMN'3C de (4).

Tabla VI. 5.

Atomo ppm  Tipo de
Carbono

C-26 17743 C=0
C-8 146.16 H-C=C
C-7 117.83 C=C
C-3 76.32 H-C-OH
C-5 5298 H-C
C-14 5143 C
C-31 5122 CH3
C-9 48.65 H-C
C-17 4455 H-C
C-13 4345 C
C-25 39.51 H-C
C-4 3739 C
C-20 36.0 CH
C-22 35.8 CHa
C-10 3472 C
C-15 3398 CH2

Atomo ppm Tipo de
Carbono
C-12 33.81 CH2
C-1 31.23 CHa
C-16 28.18 CHa
C-30 27.76 CHs
C-28 27.25 CHs
C-2 25.39 CHa
C-23 2413 CHa
C-24 24.0 CH;
C-6 23.9 CHa
C-18 21.88 CHs
C-29 18.33 CHs
C-11 17.97 CH2
C-27 17.23 CHs
C-21 16.92 CHs
C-19 12.98 CHs
-/\5
7/;)/\}
a/mn\{dm“ /}

Figura VI.24. 3a-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).
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6.4.3 Acetilacion.

Los derivados acetilados 6 y 7 se generaron a partir del tratamiento de 2 vy
respectivamente, con anhidrido acético y piridina (Figura VI.25) y (Figura VI.30)

Figura VI.25. Acetilacion del acido 3a-hidroximasticadiendnico (2), para la obtencién de 3a-
acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-oico(6).

6.4.3.1 Caracterizacion del acido 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-oico (6).

La formaciéon en 6 del nuevo grupo acetilo fue comprobado por las sefiales, en

3 ’

el

espectro de RMN 'H a 2.07 ppm (3H) y a 4.68 ppm, asignados al metilo del

residuo de acetato y al protéon en C-3, respectivamente.
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Figura VI.26. Espectro de de RMN 'H de (6).
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En el espectro de RMN 1'3C de 6, (Figura VI.27), se observan las sefales
asignadas al residuo de acetato a 170.83 (CO) ppmy a 21.31 (Me) ppm.
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Figura VI.27. Espectro de de RMN 3C de (6).
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Figura VI.28. DEPT de (6).
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En la Tabla VI. 6 se muestran los atomos de carbono y sus desplazamientos en

ppm, del espectro RMN 13C de 6,

correspondientes al 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-oico (6).

identificando los 32 éatomos de carbono

Tabla VI. 6. Senales del espectro de RMN 13C de (6).
Atomo ppm Tipo de Atomo ppm Tipo de
Carbono Carbono

C-26 172.25 C=0 C-2 34.0 CH2
C-31 170.83 c=0 C-15 33.7 CH2
C-24 147.29 H-C=C C-1 31.96 CH2
C-8 146.11 C=C C-12 28.19 CH2
C-25 125.71 C=C C-28 27.39 CHs
C-7 117.76 H-C=C C-18 27.27 CHs
C-3 78.41 H-C-O- C-16 26.93 CH2
C-5 52.82 H-C C-6 23.77 CH2
C-14 51.24 C C-23 22.93 CH2
C-17 48.61 H-C C-30 21.92 CHs
C-9 45.52 H-C C-29 21.44 CHs
C-13 43.51 C C-32 21.31 CH;
C-4 36.59 C C-27 20.54 CHs
C-20 36.11 H-C C-21 18.23 CHs
C-22 35.66 CH2 C-11 17.98 CH2
C-10 34.70 C C-19 12.96 CHs

ko

J' b
. J/lfy/“ Aw
: ™~
AX

Figura VI.29. Acido 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-oico (6).
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6.4.3.2 Obtencidn de 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Figura V1.30. Acetilacion de 3a-hidroximasticadienolato de metilo (3), para la obtencién de 3a-acetoxi-
tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo(7).

6.4.3.3. Caracterizacion de 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

En el espectro de IR de 7, (Figura VI.31), se observa el aumento de la banda
asociada al grupo carbonilo y es evidente la ausencia de la banda alrededor de

3500 cm-'" asociada al grupo hidroxilo.

Por otro lado, en el espectro de masas de 7, (Figura VI.32), se observa el ion
molecular a 512 m/z para una formula minima de C33H5204. Estos datos indican la

formacion del acetato en 7.
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Figura VI.31. Espectro de IR de (7).
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En el espectro de RMN 'H de 7 (Figura VI.33) se
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Figura VI.32. Espectro de masas de (7).

observa un singulete a 2.07

ppm, que integra para 3 protones asi como el ¢ orrimiento a campos bajos del
protén en C-3 a 4.69 ppm. Estas sefiales corroboran la formacién del acetato en
C-3. En 3.73 ppm observamos un singulete que integra para tres protones,
confirmando el éster metilico en 7.
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Figura VI.33. Espectro de RMN 'H de (7).
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En el espectro de RMN '3C de 7, se observaron 33 sefales, (VI.34). Se
detectaron tres nuevas sefiales con respecto al espectro de RMN '3C de 2. En
168.55 ppm que corresponde a un carbonilo (C-31) y 21.32 ppm asignada a un
Metilo (C-32), juntas las dos sefiales confirman la insercion del grupo acetato, la

otra sefial estd en 51.17 ppm que corresponde a un Metilo (C-33) que confirma el
éster metilico.
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Figura VI.34. Espectro de RMN 13C de (7).
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En la Tabla VI.7 se muestran los atomos de carbono y sus desplazamientos en
identificando los 33 atomos de carbono
correspondientes al 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

ppm, del espectro de RMN 13C de 7,

Tabla VI. 7.

Atomo

C-26
C-31
C-24
C-8
C-25
C-7
C-3
C-5
C-14
C-33
C9
C-17
C-13
C-4
C-20
C-22
C-10

pPpm

170.80
168.55
146.09
144.13
126.41
117.74
78.30
52.81
51.22
51.17
48.58
45.50
43.52
36.56
36.11
35.7
34.7

Sefiales del espectro de RMN'3C de (7).

Atomo

C-15
C-12
C-1

C-16
C-30
C-28
C-23
C-2

C-6

C-18
C-29
C-32
C-27
C-21
C-11
C-19

pPpm

33.98
33.65
31.93
28.17
27.37
271.25
26.71
23.74
22.91
21.9

21.44
21.31
20.69
18.22
17.94
12.94

Tipo de

Carbono

CH2
CH,
CH2
CH,
CHs
CHs
CH2
CH»
CH2
CHs
CHs
CH;
CHs
CHs
CHa
CHs

De acuerdo con el analisis espectroscopico del compuesto 7, confirmamos que

esté se trata del 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Figura VI.35. 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).
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6.5 Inhibicion de proliferacion de células cancerosas.

Se evaluaron las actividades de inhibicion de proliferacion celular de 2 y sus
derivados 3-7 en las lineas de cancer humano: sistema nervioso central (U-251),
prostata (PC-3), leucemia promielocitica (K-562), colon (HCT -15), mama (MCF-7)
y pulmén (SKUL-1).

En la Tabla VI.9 se encuentran los resultados de la inhibicion. El acido 3a-
hidroximasticadienonico (2) fue selectivo en contra de la linea de sistema
nervioso central mientras que el derivado acido 3a-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-
26-oico (6) fue el que mostro 100% de inhibicién en cinco lineas de las seis
ensayadas.

Con la finalidad de realizar un analisis mas preciso, se discutiran los resultados
por linea celular comparando los valores de 2 con aquellos de 3-7.

En las lineas de prostata (PC-3), el compuesto original 2, solo mostré cerca del
30% de inhibicién mientras que los compuestos 3 (92%), 5 (94.6%) y 6 (100%)
mostraron mucho mayor actividad. La misma tendencia fue observada para las
lineas de colon (HCT-15) y mama (MCF-7).

Aunque son varios los factores que pueden influir en la actividad inhibitoria de
estos compuestos, no obstante el efecto estérico y los electrénicos influyen de
manera importante para los efectos bioldgicos.

Con el fin de correlacionar los efectos de volumen (estéricos) con la actividad
inhibitoria, se determinaron los conformeros mas estables de 2 y sus derivados 3,
5y 6.

En la Tabla VI. 8 solo se muestran los esqueletos carbonados de 2, 3, 5 y 6,
omitiéndose la representacion de los protones. Los conformeros se calcularon
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utilizando el método MM2 proporcionado en el programa Chem Bio Draw Ultra
12.0.

La comparacidén de las estereoestructuras 3, 5y 6 con aquella de 2 muestra que
no existe una gran diferencia entre ellas. Este resultado sugiere que la diferencia
de la actividad inhibitoria de la proliferacion celular de estos triterpenos se debe
principalmente a efectos electrénicos.

Asi el cambio de un grupo polar como el hidréxilo en C-3 presente en 2, por un
residuo de menor polaridad como el acetilo, como en 6, le confiere mayor
actividad.

Sin embargo, los derivados 5 y 7 que son los compuestos de menor polaridad
ensayados, mostraron muy diferente actividad mientras que 5 fue activo en las
lineas de préstata (PC-3), de colon (HCT-15) y de mama (MCF-7), el derivado 7
fue inactivo en todas las lineas ensayadas.

En resumen nuestros resultados indican que para una mejor actividad inhibitoria
debe formarse un grupo menos polar como un residuo de acetilo en C-3 y dejar
libre el &cido carboxilico en el C-25.

Esta es una relaci6on cualitativa de la variacién estructural con la actividad
bioldgica, sin embargo para un mejor andlisis es necesario realizar una relacion
cuantitativa (QSAR).
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Tabla VI. 8.

Esqueletos hidrocarbonatos de 2, 3, 5y 6.

Esqueletos hidrocarbonados de los conformeros mads estables calculados por
Estructura
MM2.
2
3
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Con el fin de validar las estereoestructuras obtenidas por MM2, se compar6 la
estereoquimica de 2 obtenida por difraccion de rayos X (Figura Vi.36), con
aquella obtenida por métodos tedricos (Figura Vi.37). La comparacion indica una
gran similitud entre las dos estereoestructuras, validando asi nuestros calculos
teoricos.
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Figura VI.36. Imagen del &cido 3a-hidroximasticadienénico obtenida por difraccion de rayos X.
(Phytochemistry, Vol. 39, No. 3, pp. 537-547, 1995).

Figura VI.37. Imagen del acido 3a-hidroximasticadiendnico obtenida por calculos utilizando MM2.
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Tabla VI. 9. Porcentaje de inhibicion de proliferacién celular de los
compuestos 2-7 a una concentracion de 50pug/mL.

Derivado | PC-3 HCT-15 SKUL-1 | U-251 | MCF-7 K-562
2 29.80 36.30 n.d 100.0 41.88 24.20
3 92.00 100.0 91.84 69.37 89.11 90.12
4 66.21 35.16 62.41 96.55 79.80 71.22
5 94.60 100.0 15.32 100.0 100.0 0.30
6 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 58.53
7 14.51 s.a. 19.33 3.90 s.a. 61

Lineas de cancer humano: (U-251) sistema nervioso central, (PC-3) prostata, (K-562) leucemia promielocitica,
(HCT -15) colon, (MCF-7) mama y (SKUL-1) pulmén. n.d= no determinado; s.a= sin actividad.
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7 Conclusiones.
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7.1 Conclusiones.

e Se logro el aislamiento del acido 3a- hidroximasticadiendnico (2) a partir
de la corteza de la especie Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht
(cuachalalate) recolectada en la barranca Honda, municipio de Tlaltizapan,
estado de Morelos, México, en 2008.

e |dentificamos el &cido 3a- hidroximasticadienonico (2) por |la
comparacion de sus datos espectroscédpicos con aquellos informados
para estos metabolitos secundarios (Barton y Seoane, 1956; Soriano-
Garcia et al., 1987; Papageorgiou et al., 1997; Oviedo y Martinez,
2005).

e Modificamos quimicamente el acido el acido 3a- hidroximasticadiendnico
(2), obteniendo 5 derivados quimicos:

da-hidroximasticadienolato de metilo (3).
Ja-hidroxi-tirucala-7E-25-S-en-26-olato de metilo (4).
Ja-hidroxi-tiruca-8,24Z-dien-26-olato de etilo (5).
3Ja-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-o0ico (6).
Ja-acetoxi-tirucala-7E,24Z-dien-26-olato de metilo (7).

Caracterizamos los derivados quimicos del acido da-
hidroximasticadiendnico (2) por métodos espectroscopicos (IR, RMN) y
espectrométricos (EM).

Evaluamos la inhibicién de la proliferacion de células cancerosas del acido
3a- hidroximasticadienonico (2) y sus derivados 3-7 mediante el ensayo de
sulforodamina B in vitro en lineas de cancer humano. Las lineas evaluados
fueron:

(U-251) sistema nervioso central.
(PC-3) prostata.

(K-562) leucemia promielocitica.
(HCT -15) colon.

(MCF-7) mama.

(SKUL-1) pulmén.
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Figura VIl.1. Esquema general de modificaciones estructurales al acido (2).

Nuestros resultados indicaron que la actividad de inhibicion de la
proliferacion celular en las lineas de cancer humano probadas, dependen de
la sustitucion en el alcohol en C-3 y en el acido carboxilico de la estructura
de 2.

Todos los derivados a excepcion de 7, resultaron mas activos que 2. Sin
embargo el acetato del acido 3a-hidroximasticadiendnico (6), fue el mas
activo, relevando la importancia de este grupo.

elLa correlacion de los efectos de volumen (estéricos) con la actividad
inhibitoria de los derivados del acido 2, determinada por la comparacion de
las estereoestructuras 3, 5 y 6 con aquella de 2, mostr6 que no existe una
gran diferencia entre ellas. Este resultado sugiere que la diferencia de la
actividad inhibitoria de la proliferacion celular de estos triterpenos se debe
principalmente a efectos electrdnicos.

eNuestros resultados indican que para una mejor actividad inhibitoria debe
formarse un grupo menos polar como un residuo de acetilo en C-3 y dejar
inalterado el acido carboxilico en el C-25. Esta es una relacién cualitativa de
la variacidon estructural con la actividad biolégica, sin embargo para un mejor
analisis es necesario realizar una relacién cuantitativa (QSAR).
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