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I. RESUMEN

Neolloydia conoidea es una cactacea conocida como biznaga conica, cactus
conico o colmena de Chihuahua, la cual crece en las zonas aridas del norte de
México, principalmente.

Estudios fitoquimicos realizados previamente en otra especie del mismo
género (N. texensis), informan la presencia de un triterpeno llamado ocotillol-|
y dos glicdsidos: androsina y neolloydosina. La hidrolisis de éste Gltimo produjo
acetovainillona, xilosa y primaverosa.

En la presente tesis se dan a conocer los resultados del estudio quimico de
N. conoidea. Asi mismo, se informa las actividades antiinflamatorias, citotoxicas
y antioxidantes del extracto organico y de los metabolitos secundarios
mayoritarios aislados en esta especie.

El estudio quimico del extracto de CH2Cl2-MeOH de toda la planta, permitio
el aislamiento de 4 compuestos: Acetovainillona, 1-(3,4-dimetoxifenil)-3-
hidroxipropanona, 1,6- diferuloil-glucosa y por previa acetilacion el hexaacetato
de neolloydosina.

Por otro lado, el extracto en estudio no inhibid de manera significativa el
crecimiento de lineas celulares de cancer humano; sin embargo, presento
actividad antiinflamatoria (modelo de TPA), actividad antioxidante (modelo
TBARS) y actividad atrapadora de radicales libres (DPPH).

Con respecto a los metabolitos secundarios aislados, se observo que la
acetovainillona inhibio el crecimiento de la linea celular MCF-7, en un 54.02%.
La 1,6-diferuloil-glucosa inhibio el crecimiento de las lineas celulares MCF-7, K-
562 y U-251 en un 72.9%, 44.9% y 48.43% respectivamente. La acetovainillona y
la 1,6-diferuloil-glucosa presentaron actividad antiinflamatoria significativa en
el modelo de edema inducido en oreja de ratén por TPA. Finalmente, solo la
1,6-diferuloil-glucosa presento actividad antioxidante y atrapadora de radicales

libres.
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I1.INTRODUCCION

Desde el inicio de la humanidad, diversas especies vegetales han sido
utilizadas para su desarrollo como alimento, para el tratamiento de
enfermedades y como abrigo (Anderson et al., 2001). De acuerdo con datos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas del 80% de la poblacion mundial
depende principalmente del uso de las plantas medicinales silvestres (Hersch-
Martinez, 1995).

La ubicacion geografica del territorio mexicano ha privilegiado el desarrollo
de una amplia variedad de especies vegetales (Rzedowski, 1978).
Indiscutiblemente ésta riqueza ha influido en el desarrollo de la medicina
tradicional. Por ejemplo, es conocido que los antiguos habitantes de México
conocian las propiedades terapéuticas de un gran numero de plantas,
conocimientos que han sido heredados hasta nuestros dias. No obstante la
amplia variedad de la flora utilizada en la medicina tradicional posee estudios
botanicos y farmacologicos muy escasos. Se estima que en México el 15% de la
flora total posee algun atributo medicinal (4,000 especies), lo que implica que
una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa (Ocegueda et al.,
2005).

La familia Cactaceae ha sido utilizada en la medicina tradicional desde la
época prehispanica. En la actualidad, el estudio de algunas especies de esta
familia ha permitido el aislamiento de metabolitos secundarios con actividad
citotoxica en lineas de cancer humano y con propiedades antiinflamatorias. Por
ejemplo, el extracto metandlico de Myrtillocactus geometrizans (mejor
conocido como garambullo) posee actividad antiinflamatoria dependiente de la
dosis (Céspedes et al., 2005). El extracto en metanol de Pereskia bleo, conocido
como palo de puercoespin, es citotoxico para la linea celular de cancer de
mama T-47D (Tan et al., 2005).

Por otro lado, se conoce que algunas cactaceas sintetizan varios tipos de
metabolitos secundarios, entre los que se encuentran los triterpenos y los

glicésidos de triterpenos (Delgado et al., 2006), los cuales poseen una amplia

14
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gama de acciones bioldgicas, como la inhibicion de tumores mediante la

induccion de la apoptosis, convirtiendo a este tipo de metabolitos en agentes
potenciales anticancerosos (Harridas et al., 2001; Arroyo et al., 2005; Ze et al.,
2006).

El cancer es uno de los mayores problemas de salud en México y en otros
paises como Estados Unidos, Canada, Francia, Japdén, en donde cada ano se
registran nuevos casos de esta enfermedad (American Cancer Society, 2010). En
el 2009, para México, el cancer representd la tercera causa de muerte, después
de la Diabetes mellitus y las enfermedades cardiovasculares (IMSS, 2010). Por
esta razon, es muy importante la busqueda de nuevas moléculas biologicamente
activas, que en un futuro permitiran el disefio de farmacos para el tratamiento

y combate del cancer.
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I11. MARCO TEORICO

3.1 FAMILIA CACTACEAE

Las cactaceas son plantas vasculares dicotiledoneas crasas y perennes de
tallos carnosos, cubierto de espinas o pelos (Diaz et al., 2002). Los miembros de
esta familia presentan diferentes formas siendo las mas comunes la columnar,
la esférica, la candelabriforme y la cilindrica (Bravo, 1978). Otra caracteristica
es su longevidad, ya que la mayoria de los individuos crecen muy lentamente,
existiendo asi ejemplares que llegan a vivir mas de 2000 afos (Anderson et al.,
2001; Bravo, 1937).

La familia Cactaceae se encuentra distribuida en el continente americano
tanto en regiones aridas, regiones semiaridas (Anderson et al., 2001) y regiones
humedas de bosques tropicales caducifolios, perennifolios, bosques de pino,
encino y bosques mesofilos de montana (Rzedowski, 1991). Dicha familia se
extiende desde Peace River, en el Norte de Canada a 59° de latitud Norte, hasta
la Patagonia en Argentina, a 52° de latitud Sur, y desde el nivel del mar en las
dunas costeras, hasta los 5100 metros de altitud en Peru (Bravo y Scheinvar,
1995). En nuestro pais esta familia se encuentra distribuida (Figura 1)
principalmente en las zonas aridas y semiaridas, particularmente en la porcion
del sureste del Desierto Chihuahuense, incluyendo la zona arida Querétaro-

Hidalguense (Hernandezy Godinez, 1994).

Figura 1. Distribucion geografica de las Cactaceas en México (Hernandez y
Godinez, 1994).
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En México, las cactaceas ocupan el quinto lugar en diversidad con alrededor
de 55 géneros y 850 especies (Mandujano et al., 2002). De estos géneros, 15 de
ellos estan estrictamente restringidos a sus limites territoriales, y 20 mas son
casi endémicos (Cuadro 1). En este ultimo caso, una o varias de las especies de
un género determinado extienden su distribucion a areas adyacentes al
territorio mexicano, especialmente en el sureste de los Estados Unidos (por
ejemplo Ariocarpus, Astrophytum, Bergerocactus, Carnegiea, y Echinocactus)
(Hunt, 1992).

Cuadro 1. Los géneros de las cactaceas en México (Hunt, 1992).

Género Endémico Casi No. Total | No. Total No. Spp.
Endémico | de spp. | de spp. en | Endémicas
México
Acanthocereus 4 1 0
Aporocactus * 2 2 2
Ariocarpus * 7 7 6
Astrophytum * 4 4 3
Aztekium * 2 2 2
Bergerocactus * 1 1 0
Carnegiea * 1 1 0
Cephalocereus * 3 3 3
Coryphanta * 41 39 34
Disocactus 10 5 4
Echinocactus * 6 6 4
Echinocereus * 49 48 29
Epiphyllum 9 5 2
Epithelantha * 1 1 0
Escobaria * 18 11 7
Escontria * 1 1 1
Ferocactus * 24 24 19
Geohintonia * 1 1 1
Heliocereus * 4 4 1
Hylocereus 12 2 1
Leuchtenbergia * 1 1 1
Lophophora * 2 2 1
Mamillaria * 166 160 150
Melocactus 31 1 0
Myrtillocactus * 4 3 3
Neobuxbaumia * 8 8 8
Neolloydia * 2 2 1
Obregonia * 1 1 1
Opuntia 164 97 61
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Cuadro 1. Continuacion

Opuntia 164 97 61
Ortegocactus * 1 1 1
Pachycereus * 12 11 10
Pelecyphora * 2 2 2
Peniocereus * 15 14 12
Pereskia 16 2 0
Pereskiopsis * 8 8 7
Piliosocereus 35 5 4
Polaskia * 2 2 2
Pseudorhipsalis 4 1 0
Rathbunia * 1 1 1
Rhipsalis 25 1

Sclerocactus 15 7 1
Selenicereus 20 14 9
Stenocactus * 8 8 8
Stenocereus * 18 16 13
Strombocactus * 1 1 1
Thelocactus * 11 11 9
Turbinicarpus * 14 14 14
Weberocereus 9 1 0

Por otro lado, la familia Cactaceae es una de las mas amenazadas del reino
vegetal en desparecer. Las poblaciones naturales de varias especies han sido
afectadas por las presiones del desarrollo, principalmente debido a la
conversion de terreno para usos agricolas y/o pecuarios y a las actividades de
extraccion de las plantas de su habitat, para su venta como plantas de ornato
en mercados nacionales e internacionales (Jarvis, 1979; Fuller y Fitzgerald,
1987).

Considerando que esta familia tiene una habilidad limitada para
restablecerse demograficamente después de un evento de perturbacién, un
numero significativo de cactaceas mexicanas se ha incluido en listados de

plantas amenazadas (Hernandez y Godinez, 1994).
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3.2 GENERO Neolloydia

Neolloydia es uno de varios géneros que fueron definidos entre 1919 a 1923
por Nathaniel Britton y Joseph Rose. El nombre honra a Francis E. Lloyd, un
botanico que contribuyd con Britton y Rose en el estudio del cactus, del prefijo
neo nuevo, porque Lloydia se habia usado previamente para un lirio (Anderson,
2001).

Varias de las especies que Britton y Rose ubicaron en Neolloydia habian sido
incluidas en Mammillaria por Karl Schumann (1897-1898). El limite pobremente
definido de Neolloydia, llevd en ese entonces a que mas de 30 taxas se
incluyeran durante un tiempo; por ejemplo, algunas especies pertenecientes a
géneros tan diversos como: Coryphantha, Thelocactus, Echinomastus,
Escobaria, Mammillaria, Sclenocactus y Turbinicarpus.

En 1986, Anderson propuso que los taxa que habian sido incluidos en los
géneros Gymnocactus, Normanbokea y Turbinicarpus fueran incluidos en
Neolloydia. Sin embargo, el Grupo Internacional de Sistematica en Cactaceae
no adoptd esta propuesta, sino que prefiri6 aceptar que el género
Turbinicarpus abarcaba todas las especies que Anderson habia ubicado en
Neolloydia con la excepcion de N. conoidea y otra especie, N. matehualensis
Por lo que, actualmente, se considera que el género Neolloydia esta
conformado por dos especies: N. conoidea y N. matehualensis, las cuales
florecen durante la primavera y el verano (Anderson, 2001).

Las plantas de dicho género se caracterizan por ser pequenas de forma
cilindrica, son espinosas y estan provistas de tubérculos, dispuestos en costillas
espiriladas. Las espinas radiales son numerosas y ampliamente extendidas. Las
espinas centrales son mucho mas gruesas que las radicales. Las flores son
grandes de color rosa, purpura o blanco y nacen en la axila de los tubérculos
muy jovenes. El fruto es globoso y de pared delgada, sus semillas son globosas y

negras (Bravo, 1937; Anderson, 2001).
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3.3 DESCRIPCION BOTANICA Y TAXONOMIA DE Neolloydia conoidea

Especie simple o cespitosa, a veces forma grandes grupos; cada individuo es
cortamente cilindrico, grisaceo, de 7 a 10 centimetros de altura. Presenta
tubérculos obtusos dispuestos en 5 a 8 series, y con axilas muy lanosas. Las
espinas radicales son delgadas de color blanco de 8 a 10 milimetros de longitud.
Las espinas centrales son mas largas y robustas que las radicales de 1 a 3
centimetros de longitud de color negro. Las flores que esta especie presenta son
de color purpura, con grandes filamentos amarillos, el estilo y los l6bulos del
estigma son del mismo color. El fruto es globoso y comprimido, al principio es
de color amarillo oscuro con manchas rojas y después es de color café. Las

semillas son de 1 milimetro de diametro.

Los nombres comunes con los que se le conoce a este cactus son Biznaga
conica, Colmena de Chihuahua y Cactus cénico. El uso de esta especie es
principalmente el ornamental. En la figura 2, se muestra la especie en estudio y

su taxonomia.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
W Orden: Cariophyllales

| Familia: Cactaceae

§ Subfamilia: Cactoideae
| Tribu: Cacteae
Género: Neolloydia

Especie: N. conoidea (DC.) Britton & Rose,
1922

Figura 2. Neolloydia conoidea
(Konings, 2003; CONABIO, 2010).
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3.4 CLASIFICACIONES TAXONOMICAS ANTERIORES A N. conoidea

N. conoidea ha sido clasificada con diferentes nombres que se listan a
continuacion (Bravo, 1937; Guzman et al., 2003).
Mammillaria conoidea DC., 1828.
Mammillaria grandiflora Otto ex Pfeiff., 1837.
Mammillaria diaphanacantha Lem, 1838.
Mammillaria inconspicua Scheidw, 1838.
Mammillaria echinocactoides Pfeiff, 1840.
Mammillaria scheeri Mulenpf, 1840.
Mammillaria strobilisformis Engel, 1848.
Mammillaria ceratites Quehl, 1909.
Neolloydia texensis Britton & Rose, 1923.
Neolloydia ceratites (Quehl) Britton & Rose, 1923.
Coryphantha ceratites (Quehl) A. Berger, 1929.
Coryphantha conoidea (DC.) Orcutt ex A. Berger, 1929.
Coryphantha grandiflora (Otto ex Pfeiff.) A. Berger, 1929.
Neolloydia grandiflora (Otto ex Pfeiff.) F.M. Knuth in Backeb. & F.M. Knuth,
1935.
Neolloydia conoidea var. Ceratites (Quehl) Kladiwa & Fittkau, 1971.
Neolloydia conoidea var. Grandiflora (Otto ex Pfeiff.) Kladiwa & Fittkau in
Krainz 1971.
Neolloydia conoidea var. Texensis (Britton & Rose) Kladiwa & Fittkau, 1971.
Neolloydia grandiflora var. Robusta Riha, 1981.
Pediocactus conoideus (DC.) Halda, 1998.
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3.5 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE N. conoidea

N. conoidea se distribuye a lo largo del Sur de Texas, Desierto de Chihuahua,
Nuevo Ledn, Zacatecas, Tamaulipas, San Luis Potosi, Durango, Coahuila,
Aguascalientes, Querétaro y en el Valle del Mezquital en Hidalgo. (Bravo, 1937;
Bravo 1978; Anderson, 2001; Guzman et al., 2003) (Figura 3).

Figura 3. Distribucion geografica de Neolloydia conoidea en México
(Bravo, 1937; Bravo 1978; Anderson, 2001; Guzman et al., 2003).
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3.6 METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas sintetizan dos tipos de metabolitos, los metabolitos basicos o
primarios y los metabolitos secundarios. Los metabolitos basicos intervienen
directamente en los procesos anabdlicos y catabdlicos requeridos para la
respiracion, la asimilacion de nutrientes y el desarrollo o crecimiento, como
ejemplos de ellos son las proteinas, los carbohidratos, los acidos grasos y los
lipidos (Kliebenstein, 2004). Por otro lado, los metabolitos secundarios son
compuestos producidos por vias adicionales a las primarias y cuya sintesis se

presenta después del crecimiento y en etapas de deficiencia (IUPAC, 1997).

Los metabolitos secundarios presentan las siguientes caracteristicas:

e Gran heterogeneidad de su estructura quimica

e Su distribucion es restringida

e El control estricto de su biogénesis es por medio de la regulacion de la
cantidad y la actividad de enzimas involucradas

e Son de importancia relativa para la célula que los sintetizan

En la actualidad, se piensa que estos compuestos juegan un papel
importante en la supervivencia de las especies vegetales, proporcionando
sustancias para su defensa, actuando como repelentes o proteccion contra
condiciones abioticas adversas, interviniendo en la coloracion y en obtencion
de los diferentes aromas en flores y frutos.

Las plantas como parte integral de un ecosistema, tambien se ven sometidas
a factores bioticos y abidticos, y de igual forma ejercen una accion
determinada sobre su entorno, lo anterior constituye una ley ecoldgica. Existe
una gran variedad de factores fisicos, quimicos y bioldgicos, externos e internos

que pUeden afectar la produccion de metabolitos secundarios

Entre los factores mas importantes se encuentran:

e Intensidad de luz
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e Fotoperiodo

e Edady estado fenoldgico de la planta

¢ Deficiencias minerales

e Temperatura

e Estrés hidrico

e Compuestos organicos presentes en el medio
e Factores genéticos

e Interacciones inter e intraespecificas

e Contaminantes sintéticos

Los factores anteriores actlan directa o indirectamente sobre las plantas
modificando su tiempo y su espacio, creando condiciones complejas,
heterogéneas y muchas veces adversas a estos organismos, poniendo en juego
sus mecanismos de adaptacion, produciendo cambios en la bioquimica basica
celular y alterando su metabolismo. Cualquier factor ambiental puede ser
limitante o determinante en la sintesis de uno o varios metabolitos secundarios

en una planta (Anaya, 2003).

El establecimiento de la biosintesis de los metabolitos secundarios (Figura 4)
es de importancia quimiotaxondémica y ecoldgica, ya que son la consecuencia
metabolica, el momento y las causas que inducen la sintesis en los organismos.
En el Cuadro 2, se muestra una clasificacion de los principales metabolitos

secundarios de acuerdo a su origen biosintético (Mata, 1998).
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Cuadro 2. Clasificacion de los metabolitos secundarios de acuerdo a su origen
biosintético (Mata, 1998)

RUTA METABOLICA METABOLITOS SECUNDARIOS

1) Acido siquimico Taninos, Lignanos, Cumarinas,
Compuestos fendlicos simples, Alcaloides
derivados de los aminoacidos triptofano,
tirosina, fenilalanina y acido antranilico,
Quinonas, Compuestos Cq, Cs-Cq, Co-Cy,
Ce-Cs, Antibioticos.

2) Acetato-malonato Prostanoides, compuestos aromaticos
simples, Quinonas, Isocumarinas,
antibioticos diversos (Macrolidos,
Tetraciclinas, Antraciclinas,
Griseofulvina, etc.), Compuestos

acetilénicos.

3) Acetato-mevalonato Terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos,

sesteterpenos, triterpenos) y Esteroides.

4) Metabolitos derivados de Alcaloides

aminoacidos no aromaticos

5) Combinacion de dos o mas rutas. Flavonoides, Furanocumarinas,
Piranocumarinas, Plastoquinonas,

Ubiquinonas y Cannabinoles.
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Clorofila +CO, + luz

Fotosintesis ALCALOIDES
Carbohidratos T
Triptofano
TERPENOS Y ESTEROIDES
i Fenilalanina
Ciclo de las pentosas
Tirosina
Acido mevalénico Acido antranilico
Acido T
fosfoenolpirtvico
Aminoécidos
Acido pirtvico Acido siquimico aromaticos
Acetil Co-A = | Aminoéacidos Acidos cindmicos
l Lisina, Prolina l \
; Compuestos
Acidos del ciclo de Krebs l aromaticos de
l FLAVONOIDES origen diverso
ALCALOIDES
Malonil Co-A
\ ANTRAQUINONAS,
ey | Acidos grasos | =——» | Policétidos ANTIBIOTICOS, ETC.
POLIACETILENOS Compuestos aromaticos CUMARINAS, LIGNANOS, ETC.

de origen diversos

Figura 4. Correlacion entre el metabolismo primario y el metabolismo
secundario (Mata, 1998).
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3.6.1 LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAS CACTACEAS

Las cactaceas producen una amplia gama de metabolitos secundarios, dentro
de estos metabolitos encontramos a los alcaloides, esteroles, triterpenos,

flavonoides, entre otros (Bravo, 1978).

Los triterpenos constituyen un numeroso y diverso grupo de metabolitos
secundarios, los cuales poseen un esqueleto base de 30 atomos de carbono (seis
unidades isopropénicas), y muestra mas de 100 esqueletos distintos (Ran et al.,
2004). Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, los cuales se encuentran ya sea libres o formando glicésidos
(Delgado et al., 2006), Se han propuesto diversos métodos de clasificacion de
ellos, destaca el que los divide tomando en cuenta el numero de anillos que los
conforman (aciclicos, tetraciclicos y pentaciclicos). Hoy en dia se conocen mas
de 40 esqueletos triterpénicos basicos que pueden ser agrupados en esta
clasificacion, y cada afo se informa del aislamiento de nuevos triterpenos
(Anaya, 2003). Asi, por ejemplo la chichipegenina (Figura 5), es un compuesto
que fue aislado a partir de Myrtillocactus geometrizans cactacea conocida

como “garambullo” (Céspedes et al., 2005).

Figura 5. Chichipegenina, triterpeno aislado del garambullo
Myrtillocactus geometrizans (Céspedes et al., 2005).
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Los esteroles son lipidos estructurales que se hallan presentes en la
membrana de la mayoria de las células eucarioticas. La estructura
caracteristica de estos compuestos es la del nlcleo esteroideo, que consiste en
cuatro anillos fusionados, tres de ellos con seis carbonos y uno con cinco. Los
esteroles de todos los eucariotas se sintetizan a partir de subunidades
Isopreno de cinco carbonos, lo mismo que las vitaminas liposolubles, las
quinonas y los dolicoles (Nelson y Cox, 2005).

En los animales superiores (incluyendo al hombre), se encuentra
principalmente el colesterol, el cual es un constituyente importante de
membranas y precursor de sustancias fisiologicamente importantes (hormonas,
acidos biliares, vitamina D, etc.). En las plantas superiores se encuentran
principalmente los denominados fitosteroles: [-sitosterol, campesterol y
estigmasterol (Teijon et al., 2006; Anaya, 2003). El peniocerol (Figura 6) es un
compuesto que fue aislado de Stenocereus pruinosus una cactacea columnar

comunmente conocida en México como Pitayo de Octubre (Gama, 2009).

Figura 6. Peniocerol, esterol presente en Stenocereus pruinosus
(Gama, 2009).

28



FES ZARAGOZA UNAM A
Serbando Sanchez Hernandez A\\

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico

y son, en su mayoria de origen vegetal; ademas, poseen una complejidad
molecular moderada y producen diversos efectos fisiologicos en el cuerpo, por
lo general toxicidad. La mayoria de ellos son insolubles o muy poco solubles en
agua, pero se disuelven bien en alcohol, éter y cloroformo, reaccionan con los

acidos para formar sales.

El nombre alcaloide proviene del hecho de que estas sustancias son similares
a los “alcalis”. Actualmente se conocen mas de 8,000 compuestos
representativos de este grupo de metabolitos secundarios (Anaya, 2003; Gisbert
y Villanueva, 2005).

Como ejemplos de alcaloides se muestran en la figura 7 a la weberina y a la
peyotina, los cuales fueron aislados de Pachycereus weberi comiUnmente

llamado cardon gigante (Mata y McLaughlin, 1980).

OCHj,
H3CO H,CO
N\ N ~
H3CO H H,CO CH,4
OCHH H CHs
weberina peyotina

Figura 7. Weberina y Peyotina, alcaloides aislados del cardén gigante
Pachycerus weberi (Mata y McLaughlin, 1980).

Por otro lado, los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso
molecular, cuya estructura base posee 15 atomos de carbono (Figura 8), con
esqueleto C¢-C3-C¢ (Middleton et al., 2000). Este tipo de compuestos
constituyen se pueden encontrar distribuidos en la naturaleza tanto en forma
de glucosidos como de agliconas. Hasta la fecha, se han identificado mas de
9,000 diferentes flavonoides en plantas vasculares y su proporcion varia segun
el tipo de planta, edad, condiciones de crecimiento y ubicacion geografica
(Williams y Grayer 2004).
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Figura 8. Estructura general de los flavonoides (Middleton et al., 2000).

Los flavonoides se encuentran de forma universal en las plantas vasculares y
son muy importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas;
por ejemplo, como agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccién
de organismos fitopatogenos. Estas moléculas son las responsables de las
diferentes coloraciones de las flores, propiedad vital para la especie vegetal,
pues sirven como atrayente para los polinizadores. Por consiguiente, estos
compuestos ayudan a establecer la relacion entre el polinizador y la especie

vegetal (Cartaya y Reinaldo, 2001).

En el polen de cuatro especies de cactaceas (Mammillaria heyderi sensu
lato, Stenocactus multicostatus subsp. zacatecasensis, Echinocereus
enneacanthus subsp. enneacanthus vy Echinocereus pectinatus subsp.
enneacanthus) (Delgado, 2007) se encontraron 2 flavonoides: Quercetina vy

Canferol (Figura 9).

quercetina canferol

Figura 9. Quercetina y canferol (Delgado, 2007).
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3.6.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios juegan un rol muy importante en la terapia y
prevencion de enfermedades humanas. Los triterpenos son estudiados por sus
efectos antiinflamatorios, hepatoprotectores, analgésicos, antimicrobianos,
antimicoticos y virostaticos (Dzubak et al., 2006).

Los alcaloides tienen muy importantes antecedentes en el rubro de
antiespasmodicos naturales, por ejemplo la atropina, la papaverina y la
codeina. Se conoce que a partir del fruto de la cicuta (Conium macalatum), se
obtenia un veneno antiquisimo empleado en la caceria y para causar la muerte
en humanos, el activo es el alcaloide cicutina (Viesca, 1976). Otros ejemplos
que muestran la relevancia de los alcaloides en aspectos farmacoldgicos, son:
la cocaina (anestésico local y estimulante cerebral, narcético en uso
prolongado o en grandes dosis), lobelina (en tratamientos para abandonar el
habito de fumar), fisostigmina (inhibidor reversible de la colinesterasa, se usa
en tratamientos de glaucoma) y la vincristina (inhibe la mitosis, se usa en el
tratamiento de la leucemia linfocitica aguda) (Mata, 2000).

Los flavonoides poseen actividad antiviral, antibidtica, antiinflamatoria y
anticancerosa, entre otras. Lo que sugiere que este tipo de metabolitos pueden
afectar significativamente la funcion de multiples sistemas celulares en
mamiferos (Williams y Grayer, 2004).

Existen flavonoides que han sido propuestos para el tratamiento de
padecimientos gastrointestinales como Ulceras y diarrea aguda (Galvez et al.,
1996). En relacion a ello, se sabe de algunos flavonoides con actividad
espasmolitica (Van de Broucke y Lemli, 1982).

Por otro lado, los flavonoides poseen propiedades antioxidantes (Galvez et
al., 1993) y pueden modular el metabolismo del acido araquidénico via
inhibicion de ciclooxigenasas y lipooxigenasas (Galvez et al., 1993). Estudios
experimentales realizados in vitro han demostrado que algunos flavonoides
pueden inhibir y algunas veces inducir, una gran variedad de sistemas

enzimaticos. (Middleton y Kandaswami, 1994).
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3.7 INFLAMACION

La palabra inflamacion deriva del latin “flamma” que significa fuego o
“inflammare”, prenderse o encenderse (Gijon y De Miguel, 1997).

La inflamacion es el conjunto de mecanismos involucrados en la respuesta
del cuerpo frente a una agresion, encaminados a eliminar al agente agresor y
reparar el dano (Rojas, 1988).

Las caracteristicas de la inflamacion, consisten en la presencia de dolor,
aumento de temperatura, hinchazon y enrojecimiento en la zona donde esta se
desarrolle y habitualmente se desarrolla en tres fases:

¢ Respuesta inflamatoria inmediata, relacionada con la causa.
e Ampliacion de la respuesta inicial por la acciéon de mediadores
quimicos que potencian la reaccion vascular.

e Cronificacion de la inflamacion y/o reparto de tejidos.
Los elementos que intervienen en la inflamacion son mediadores quimicos,
células de la sangre, de otros elementos del plasma, de los tejidos y de los

espacios extracelulares (Pardo, 1998).

Cuadro 3. Elementos que intervienen en la reaccioén inflamatoria (Pardo, 1998).

Mediadores
Quimicos

Células de la sangre

Células de Tejidos

Aminas Vasoactivas

Neutrofilos
Polimorfonucleares

Células mastoideas

Proteasas Linfocitos Fibroblastos
Metabolitos del Acido Monocitos Endotelio
Araquidonico
Citocinas Células Plasmaticas Histocitos
Oxido Nitrico Plaquetas Células de Kupffer
Radicales libres Basofilos Microglia
Histamina Eosinofilos

El proceso de la inflamacion es de dos tipos: inflamacion aguda e inflamacion

cronica.
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La inflamacion aguda, constituye la respuesta inicial a la lesion tisular,
causada por factores endogenos (fractura de hueso o necrosis del tejido), y por
factores exdgenos, los cuales incluyen varios tipos de dafnos, tales como danos
fisicos 0 mecanicos (exposicion a sustancias corrosivas), dano bioldgico
(infeccion por microorganismos) y dano inmunoldgico (reacciones de
hipersensibilidad).

El proceso inflamatorio en su fase aguda se inicia con la liberacion local de
mediadores que aumentan el flujo sanguineo de los capilares cercanos e
inducen trasvasacion de plasma al tejido. Posteriormente, se produce
activacion de los sistemas de complemento y de coagulacion. Asimismo, las
células inflamatorias circulantes y las endoteliales liberan mediadores solubles
de la inflamacion y productos biologicos metabdlicamente activos. Estos
mediadores también tienen efectos sistematicos, provocando fiebre, neutrofilia
y la respuesta de fase aguda.

En las inmediaciones del sitio de dano, los neutréfilos se acumulan en los
capilares y en las vénulas poscapilares, cruzan la capa endotelial y se mueven
hacia la fuente de los mediadores inflamatorios. En el sitio de la inflamacion,
los neutrofilos fagocitan el material extrano, liberan enzimas digestivas,
proteinas bactericidas y potentes oxidantes.

Siguiendo a la fase aguda se produce un reclutamiento de monocitos,
macrofagos y linfocitos en el sitio de dano. Los monocitos y los macrofagos
ingieren y/o matan a los agentes infecciosos o al material extrano que fue
resistente a la accion de los neutrofilos. Ademas, estas células digieren y
retiran el tejido danado que no ha sobrevivido a la respuesta inflamatoria.

Finalmente, se produce la etapa de resolucidon. Esta comienza cuando las
células viables del sitio de inflamacion, o cercanas al mismo, comienzan a
proliferar con el objeto de restaurar la arquitectura normal del tejido y su
funcion. Segun la magnitud y la naturaleza del daino, puede ocurrir retorno a la
estructura y funcion normal de tejido; formacion de cicatriz y funcion tisular
alterada; formacion de absceso o bien persistencia del proceso inflamatorio
(Margini, 1996). La duracion de este proceso es corta -minutos, horas o unos
pocos dias- (Mark et al., 2008).
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La falta de una oportuna resolucion del proceso inflamatorio por persistencia
del antigeno o agente agresor dentro de los tejidos da lugar a la inflamacién
cronica que llevara irremediablemente al dano permanente de los tejidos, por
ejemplo la artritis reumatoide, gota, asma, tuberculosis, linfogranuloma
venéreo, entre otras mas (Rojas, 1988). La duracidén de dicho proceso es de

semanas, meses o incluso anos (Mark et al., 2008).

3.7.1 TERAPEUTICA DE LA INFLAMACION.

Las estrategias terapéuticas de la inflamacion se han abordado considerando
la diversidad de mediadores celulares y moleculares. Desde hace algunos anos
se tenia la esperanza en la manipulacion farmacologica de las citocinas pro
inflamatorias, como el factor FNT-a; la interleucinas IL-1, IL-6, IL-8,
quimiocinas entre otras; sin embargo, la modulacion de estas moléculas no ha
solucionado el problema.

El descubrimiento de ciertas citocinas de accion 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 oxido nitrico
de activa participacion en la inflamacion. Los estudios acerca de las isoformas
de la COX y la NOS han ampliado las expectativas de encontrar farmacos
antiinflamatorios eficaces. Aunque el control terapéutico de la inflamacién no
se ha logrado por completo y aln es un reto por conquistar, hoy en dia en la
clinica se utilizan farmacos antiinflamatorios esteroidales y no esteroidales
(AINES) (Espinos et al., 2004).
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3.7.2 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDALES

Los glucocorticoides (GCs) representan un grupo de sustancias esteroidales
de accion antiinflamatoria endogena. Los GCs son hormonas de accion
endocrina producidas en la corteza suprarrenal, encargadas en el
mantenimiento de la glucemia y la tension arterial normal. Asi mismo,
modulan procesos de inmunidad, inflamacion y adaptacion por el estrés
(Borne, 1995; Adcock, 2000; Newton, 2000). Sin embargo, los GCs producen una
variedad de efectos secundarios, como la exacerbacion de los niveles
sanguineos de glucosa, insulina y lipidos; la inhibicion de la accion de la
hormona antidiurética, con incremento en la eliminacion del agua; la accién
mineralocorticoide con retencién de sodio y eliminacion de potasio y la
producciéon de hipertension arterial (Espinos et al., 2004). El cortisol es un
glucocorticoide prototipo precursor de farmacos muy activos como la
betametasona y la dexametasona (Figura 10). Estos GCs no producen efectos

mineralocorticoides (Borne, 1995).

HO WOH

(0] (0]

cortisol cortisona betametasona dexametasona
Figura 10. Farmacos antiinflamatorios esteroidales (Borne, 1995).
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3.7.3 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINES) constituyen un grupo
de farmacos quimicamente heterogéneo con acciones analgésicas, antipiréticas
y antiinflamatorias; a su vez también pueden ser antiagregantes plaquetarios y
uricosuricos. Los AINES son ampliamente usados en la terapéutica general,
incluyendo patologias del aparato locomotor como artrosis, artritis reumatoide,
trastornos musculo-esqueléticos; asi como fiebre, célicos nefriticos y biliares,
cefaleas, dismenorrea, traumatismos, entre otras.

El mecanismo de accion principal de los AINES clasicos consiste en la
inhibicion de la COX. Sin embargo, se han asociado con complicaciones como la
enfermedad ulcerosa peptidica, la hemorragia digestiva y la insuficiencia renal
(Espinos, et al., 2004). Dependiendo de su selectividad por las isoformas de
COX, los AINES se han clasificado en cuatro grupos: a) selectivos a COX-1, se
incluye solamente la aspirina, en dosis bajas; b) no selectivos a COX, abarcan
los farmacos AINES clasicos como el ibuprofeno, indometacina, piroxicam,
entre otros; c) selectivos moderadamente a COX-2, como salicilatos y
meloxicam; y d) muy selectivos a COX-2, como Celecoxib y Rofecoxib
(Figura 11). Celecoxib (Celebrex, G.D, Searle & Co., Chicago, Illimois) y
Rofecoxib (Vioxx, Merck &Co., Inc., West Point, Pennsylvania) estan disponibles
para uso en los Estados Unidos en pacientes con osteoartritis. Celecoxib es
ademas aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide, y rofecoxib

aprobado para el dolor agudo y el dolor menstrual (Feldman y McMahon,

2000).
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Figura 11. Farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(Feldman y McMahon, 2000).
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3.8 CANCER

Se puede entender al cancer como un proceso de crecimiento tisular
producido por la proliferacion continua de células anormales con capacidad de
invasion y destruccion de otros tejidos. Existen mas de 100 tipos diferentes de
cancer y se clasifican en funcion del tejido y célula de origen (American
Cancer Society, 2010).

Existen dos tipos de factores que se les atribuye la responsabilidad de
desarrollar algun tipo de cancer; estos factores pueden ser clasificados como
exogenos y endogenos. El primer grupo incluye agentes fisicos (radiacion),
compuestos quimicos, habitos nutricionales y agentes bioldgicos (virus). Los
factores endogenos incluyen predisposicion genética, edad, hormonas y dafo
del sistema inmune e inflamacion (Gutiérrez y Salsamendi, 2001).

En todos los casos, el cancer deriva en tumores malignos que se clasifican de
manera general en sarcomas, carcinomas y leucemias dependiendo del tejido
en donde se origine. Por otro lado, una neoplasia es una masa anormal de
tejido que no esta coordinado por los mecanismos reguladores normales cuyo
crecimiento excede al tejido normal. Adicionalmente, varios tipos de neoplasia
persisten, aunque haya finalizado el estimulo que suscitd su alteracion. De
manera formal, una neoplasia no constituye un cancer hasta que presente
metastasis. Las neoplasias malignas tienen la capacidad de sufrir metastasis y

formar tumores secundarios (Katzung, 1999).
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3.8.1 RELACION CANCER-INFLAMACION

La relacion entre la inflamacion y el cancer no es nueva, en 1863 se creia
que el origen del cancer estaba en sitios de inflamacidon crénica (Flores y
Martinez, 2008). Actualmente se sabe que la inflamacidon juega un papel
importante en la aparicion y progresion de una amplia variedad de
enfermedades, incluyendo el cancer. Si bien la inflamacion aguda es parte de
la respuesta de defensa, la inflamacion cronica puede dar lugar a cancer,
diabetes, enfermedades cardiovasculares, pulmonares y neurologicas.

La inflamacion cronica se ha relacionado con diversos pasos involucrados en
la tumorigénesis, como son: la transformacion celular, la promocion,
proliferacion, invasion, angiogénesis y metastasis. La inflamacion es un factor
de riesgo bien conocido para muchos tipos de cancer, como se muestra en el

cuadro 4.

Cuadro 4. La inflamacién como factor de riesgo para el desarrollo del cancer
(Sanchez, 2009).

Inductor Inflamacion Cancer Porcentaje de predisposicion
a progresion de cancer

Humo de Bronquitis Cancer de Pulmén 11-24
Tabaco
Helicobacter  Gastritis Cancer de Estémago 1-3

pylori

Virus de Cervicitis Cancer cérvico uterino <1

Papiloma

Humano

Fibras de Asbestosis Mesoteloma 10-15
Asbesto

Tabacoy Esofagitis Cancer de Esofago 15
Alcohol
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En el proceso de inflamacion, las ciclooxigenasas (COX) son enzimas clave

que catalizan la conversion del acido araquidonico a prostaglandinas vy
tromboxanos. Existen dos tipos de ciclooxigenasas COX-1 y COX-2. Muy
recientemente su papel en la carcinogénesis ha sido mas evidente, pues estas
isoformas parecen influir en la apoptosis, la angiogénesis y en la produccion de

carcinogenes.

La enzima COX-1 es expresada constitutivamente en la mayoria de los
tejidos y juega un papel importante en la produccion de prostaglandinas que
controla procesos fisiologicos normales. Por otro lado, la enzima COX-2 esta
presente en el sistema nervioso central, rifiones y vesiculas seminales y es
inducida por varios factores: inflamacion, estimulacion mitogénica, factores de
crecimiento (EGF, PDGF), citocinas proinflamatorias (IL-1p, IL-2, TNF), entre
otros. Estudios in vitro han demostrado el posible rol de los inhibidores de COX
como un singular agente para prevenir la aparicion de tumores. En contraste,
largos estudios epidemiologicos, disefiados para otros propoésitos han mostrado
que los inhibidores COX o farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINES),
como la aspirina, podrian tener una influencia benéfica en disminuir el

desarrollo y crecimento de malignicencias (Méric et al., 2006).
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3.9 ANTECEDENTES QUIMICOS DEL GENERO Neolloydia

Dominguez y colaboradores (1967 y 1970) aislaron de N. texensis cuatro
metabolitos secundarios: un fitosterol llamado B-sitosterol, un triterpeno que
identificaron como Ocotillol-l1 y dos glicdsidos: Androsina, y el otro hasta

entonces desconocido, al que nombraron Neolloydosina (Figura 12).

B-sitosterol ocotillol androsina neolloydosina

Figura 12. Metabolitos secundarios aislados de N. texensis
(Dominguez et al., 1967; Dominguez et al., 1970).
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3.10 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE N.
texensis

El ocotillol-1 es un triterpeno que fue aislado previamente en Fouqueria
splendens (Dominguez et al., 1967), y que se encuentra también en Panax
vietnamensis y Nerium oleander. Este compuesto inhibe la activacion del
antigeno primario del virus Epstein-Barr en un modelo de TPA sobre células Raji
(Konoshima et al., 1998) y ademas presenta actividad citotoxica en linea
celular de cancer de pulmon (VA-13), y en fibroblastos del mismo tejido (WI-38)
(Fu et al., 2005).

Por su parte, el B-sitosterol se encuentra en la mayoria de las plantas
superiores (Harbone and Baxter, 1995), e inhibe el crecimiento de la linea
celular cancer de colon (HT-29) a una concentracion de 8-16 uM (Awad et al.,
1996).

Aunque se desconocen los efectos biologicos de la androsina y de la
neolloydosina, se sabe que la acetovainillona, obtenida a partir de la primera,
posee diferentes propiedades, inhibe la actividad enzimatica de la
mieloperoxidasa, asociada con procesos de inflamacion, y reduce el numero de
macrofagos y leucocitos polimorfonucleares en el colon (Palmen et al.,1995).
Por otro lado, dicho compuesto previene la obstruccion bronquial en cerdos de
Guinea, y se ha postulado que su cualidad antiasmatica esta relacionada a la

interferencia de ciertos procesos inflamatorios (Van den Worm et al., 2001).
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4. HIPOTESIS

Tomando en cuenta los estudios previos de la especie N. texensis donde se
ha informado la presencia de metabolitos secundarios bioactivos, dada la
cercania filogenética, es factible suponer que en el extracto organico y los
metabolitos  secundarios de N. conoidea presenten actividades

antiinflamatorias, citotdxicas, atrapadoras de radicales libres y antioxidantes.
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5. JUSTIFICACION

Desde la antiguedad el ser humano ha usado a las plantas como medio de
subsistencia. En México, desde la época prehispanica se conoce que diversas
especies de la familia Cactaceae han sido utilizadas con fines medicinales,
alimenticios, magico-religiosos y ornamentales; sin embargo, la informacion
quimica y farmacoldgica de las cactaceas es restringida, entre ellas podemos
citar al género Neolloydia. Tomando en cuenta lo anterior, en este proyecto se
propone realizar el estudio quimico, asi como determinar la actividad
antiinflamatoria y citotoxica de un extracto organico y de los metabolitos

secundarios mayoritarios, provenientes de N. conoidea.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el estudio quimico y evaluar las propiedades
antiinflamatorias, citotoxicas, antioxidantes y atrapadora de radicales
libres de un extracto organico de Neolloydia conoidea, asi como de

sus metabolitos secundarios mayoritarios.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener el extracto de CH2Cl2-MeOH de N. conoidea.

Aislar, purificar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios

presentes en el extracto de CH2Cl2-MeOH de N. conoidea.

Evaluar la actividad citotoxica, antiinflamatoria, atrapadora de
radicales libres y actividad antioxidante del extracto de CH2Cl2-MeOH

de N. conoidea.

Evaluar la actividad citotoxica, antiinflamatoria, atrapadora de
radicales libres y actividad antioxidante de los metabolitos
secundarios mayoritarios aislados del extracto de CH2Cl2-MeOH de N.

conoidea.
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7. MATERIALES Y METODO

Para alcanzar los objetivos planteados en el presente trabajo, éste se dividid
en dos partes, la primera fue el estudio fitoquimico de Neolloydia conoidea en
donde se elabord el extracto de CH2Cl2-MeOH, el aislamiento, purificacion e
identificacion de los metabolitos secundarios mayoritarios contenidos en esta
especie. En la segunda etapa se determindé la actividad Ccitotdxica,
antiinflamatoria, atrapadora de radicales libres y actividad antioxidante del

extracto de CH2Cl2-MeOH y de los metabolitos mayoritarios aislados.

7.1 ESTUDIO FITOQUIMICO

La especie Neolloydia conoidea se recolectd en Nuevo Ledn y se coloco en
papel periodico para su transporte al laboratorio. Tanto la recoleccion como la
identificacion de la especie fueron realizadas por la Dra. Teresa Terrazas del
Instituto de Biologia de la UNAM. El material vegetal se deshidratd, se molié en
un molino de mano y se macer6 de forma exhaustiva en una mezcla de CH,Cl,-
MeOH (1:1) a temperatura ambiente. El macerado se filtro y el disolvente se
evaporo a presion reducida en un rotavapor.

El estudio quimico del extracto organico se llevo a cabo mediante
cromatografia en columna abierta a presion reducida, empleando como fase
estacionaria gel de silice (MN-Kieselgel G. MACHEREY-NAGEL GMBH & Co. KG
Alemania) y se emplearon como eluyentes mezclas de polaridad ascendente
(hexano, acetato de etilo y metanol). Las fracciones recolectadas durante el
proceso de separacion fueron analizadas por cromatografia en capa fina (CCF).

Los compuestos obtenidos fueron purificados por cristalizaciones sucesivas y
su identificacion se realizd mediante las técnicas espectroscopicas
convencionales (infrarrojo, resonancia magnética nuclear ('H, "C) vy

espectrometria de masas) (Gamma, 2009; Sanchez, 2009).
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7.2 ANALISIS ESPECTROSCOPICO

Los espectros en el infrarrojo (IR), se obtuvieron en un espectrofotometro
Nicolet Magna IR Spectofotometer 750 en pastilla de KBr y en disolucion(CHCL3)

con 1 mg de muestra, las absorciones se informan en cm™.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear RMN "H (300 MHz y 500 MHz)
y de RMN C (75.43 MHz y 125.7 MHz), se obtuvieron en espectrometros
analiticos Varian VXR-300S y Varian VXR-500S.

Los desplazamientos quimicos (0) se expresan en partes por millon (ppm), las
senales se indican de la siguiente manera: s = singulete, d = doblete, dd =
doble doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, m = multiplete y a = sefal ancha, las

constantes de acoplamiento (J) se dan en Hertz (Hz).
El analisis por espectrometria de masas, mediante la técnica de impacto

electrénico (EM), se llevo a cabo en equipos Hewlett-Packard modelo 5945 A y
JEOL AX505HA (Gama, 2009; Sanchez, 2009).
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7.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

La determinacion de la actividad citotoxica se realizd mediante el ensayo
colorimétrico con sulforrodamina B (SRB), el cual permite calcular un indice de
inhibicion del crecimiento celular y por lo tanto la capacidad citotoxica de una
sustancia de prueba. En este ensayo colorimétrico se estima indirectamente el
crecimiento celular a través de la determinacion de proteinas celulares totales,
a las cuales se une la sulforrodamina B. La citotoxicidad en lineas tumorales se
determina siguiendo los protocolos establecidos por el Instituto Nacional de
Cancer (USA) (Monks et al., 1991) en las lineas celulares humanas: leucemia (K-
562), sistema nervioso central (U-251), cancer de prostata (PC-3), cancer de
mama (MCF-7) y cancer de colon (HCT-15). El procedimiento consiste en
evaluar los compuestos a una concentracion y si fueron activos, posteriormente
realizar curvas concentracion respuesta que permitan determinar
concentraciones inhibitorias medias.

Las lineas celulares empleadas fueron cultivadas en medio de cultivo RPMI-
1640 con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 2 uM de glutamina. Todos los
cultivos se incubaron en una atmosfera de 5% de CO2, a una temperatura de
37°C y un ambiente saturado de humedad. Posteriormente para preparar e
inocular las células, se debieron éstas de remover de los frascos de cultivo con
2-3 mL de solucion tripsina-etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) al 0.05%.
Después fue inactivada la tripsina con 10 mL de medio RPMI-1640 al 5% de
Suero Fetal Bovino (SFB). Se procedio a determinar la viabilidad y la densidad
de las células mediante el método de exclusion con azul triptano. Después se
realizd el conteo de las células, se procedido a realizar una dilucion para
obtener una densidad adecuada para cada linea.

La suspension celular se sembré en placas de 96 pozos. Todas las lineas
celulares fueron incubadas por un periodo de 24 h a 37°C antes de adicionar
los compuestos a evaluar.

Tanto el extracto organico como los metabolitos secundarios aislados de
Neolloydia conoidea se solubilizaron en dimetilsulfoxido (DMSO) para que
fueran evaluados en una concentracion de 50 pg/mL. Esta concentracion es la

recomendada por el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (INC) para
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este modelo. Inmediatamente después, se agregé 100 pL de la solucién a cada

uno de los pozos en la placa de fondo plano de 96 pozos, obteniendo un
volumen total de 200 pL. Se us6 como control negativo diferentes
concentraciones de DMSO. Los cultivos se incubaron por un periodo de 48 h a
37°C en una atmosfera de 5% de COz2 y 100% de humedad.

Transcurridas 48 horas, los cultivos celulares fueron fijadas in situ
adicionado 50 pL acido tricloroacético (ATC) frio (50% p/v), los cultivos se
incubaron por 60 minutos a 4 °C. Cumplido ese tiempo se desecho el
sobrenadante y los cultivos se lavaron cinco veces con agua desionizada y se
dejaron secar por 24 h. Posteriormente se adiciono a los pozos 100 puL de SRB
(0.4% m/v en acido acético al 1%), se incub6 durante 10 minutos a temperatura
ambiente, y el exceso de SRB se removio lavando cinco veces con acido acético
al 1%, se dejo secar por 24 h.

Finalmente, las células tenidas con el colorante, fueron solubilizadas con
buffer Tris y la densidad optica (DO) fue cuantificada en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 515 nm. La citotoxicidad es reportada como el
porcentaje de inhibicion del crecimiento celular y se determiné de acuerdo a la
siguiente expresion:

% de Inhibicion del crecimiento celular = 100 -(DO(muestra)/DO(vehiculo))*100

(Gamma, 2009; Sanchez, 2009).

7.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

El método que se empled para la evaluacion de la actividad inflamatoria fue
el modelo de edema agudo inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecanoil
forbol (TPA) en oreja de ratéon (De Young et al., 1989). Este ensayo se
caracteriza por inducir una respuesta de inflamacion local (la formacion de un
edema) con la aplicacion de TPA en el pabellén auditivo del ratén. La
inhibicion del mismo, es un indicativo del efecto antiinflamatorio del
compuesto que se evaltua (Oviedo, 2007).

Se usaron ratones machos (cepa CD1, de 20 a 25 g) los cuales fueron pesados

y separados al azar en grupos de tres: un grupo control y dos grupos tratados.
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Cada grupo se anestesio por via intraperitoneal con pentobarbital sédico a una

dosis de 0.1 mL de pentobarbital por cada 10 g de peso del raton. En los tres
grupos la solucion etandlica de TPA (25 pg/mL) fue aplicada topicamente sobre
la superficie posterior e inferior de la oreja derecha del raton (10 pL x cada
lado) para inducir la inflamacion. Posteriormente a los tres grupos se les aplico
10 pL de etanol en la superficie posterior e inferior de la oreja izquierda, diez
minutos después de la aplicacion del TPA, a los grupos tratados se les aplico 20
uL de la sustancia en estudio disueltas en el vehiculo (disolvente en el cual se
solubilizaban las sustancias en estudio) a una dosis de 1.0 yM / oreja para los
extractos, mientras que para los compuestos purificados la dosis fue de 0.31
UM / oreja en ambas caras de la oreja derecha, y en la oreja izquierda solo se
aplico 20 pL del vehiculo.

Cuatro horas después, cada grupo fue sacrificado por dislocacion cervical,
fueron tomadas las biopsias de cada oreja con un sacabocados de 7 mm de
diametro. Cada una de las orejas control y tratadas fueron depositadas en
tubos de eppendorff previamente pesados. Se obtuvieron las diferencias de
pesos entre la oreja control y la tratada de cada animal. El porcentaje de
inhibicion fue con la siguiente ecuacion:

% Inhibicion = 100 - [(media del tratado / media del control) 100]

Andlisis estadistico: Los resultados fueron analizados mediante la prueba de
t de Student y de Dunnet, utilizando el programa Sigma-Stat 2.0. El nivel de
significancia en todos los analisis fueron de p <0.05 (Gamma, 2009; Sanchez,
2009).

7.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ATRAPADORA DE RADICALES LIBRES
MEDIANTE EL ENSAYO CON DPPH

El método del radical libre DPPH se basa en la transformacion de el radical
libre estable 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH) a a, a-difenil-p—picril hidrazina
mediante compuestos atrapadores de radicales libres potencialmente
antioxidantes (Cottele, et al., 1996).

El ensayo de DPPH fue realizado esencialmente conforme al método
modificado de Cottele. La mezcla de reaccion contenia muestras de prueba a

diferentes concentraciones en DMSO y 100mM de solucion DPPH -etanol en una

49



FES ZARAGOZA UNAM A
Serbando Sanchez Hernandez A\\

placa de 96 pozos, se incubé a 37°C, por 30 minutos, y posteriormente las

absorbancias fueron medidas a 515 nm en un microplaca de lectura Elx 808. Las
mediciones fueron realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicion fue analizado mediante un analisis de varianza.
Las comparaciones estadisticas fueron hechas entre el grupo control y los grupos

experimentales usando la prueba de Dunnet.

7.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL ENSAYO
DE LA INHIBICION DE LA PEROXIDACION DE LiPIDOS DE CEREBRO DE RATA
MEDIANTE EL USO DE SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO

(TBARS) CON FeSO4 10 uM.

Para la elaboracion de este ensayo se emplearon ratas wistar (200-250 g), las
cuales fueron sacrificados con CO2; el cerebro completo fue rapidamente
extraido y homogeneizado como lo describe Rossato y cols.(2002) en buffer
salino fosfato (0.2 g KCl, 0.2 g KH2PO4, 8 g NaCl y 2.16 g de NaHPO4 -H20 /L ,
pH = 7.4) para producir una mezcla 1/10 (p/v), la cual fue centrifugada por 10
minutos a 3400 rpm y el sobrenadante fue separado, con el fin de cuantificar las
proteinas presentes utilizando el reactivo de Folin y Ciocalteau (Lowry et al.,

1951) y ajustando a una concentracion de proteina de 2.5 mg/mL con PBS.

Para llevar acabo la peroxidacion de lipidos se realizd lo siguiente: El
sobrenadante (400 pL, 1mg de proteina) fue incubado a 37°C por 30 minutos
en presencia de la muestras a evaluar. La peroxidacion fue iniciada al adicionar
50 pL de una solucion de Fe2504 100 uM (Concentracion final 10 pM) , después
fue incubada a 37 °C por 60 minutos. Las TBARS fueron determinadas como
describe Ohkawa y cols., (1979) con algunas modificaciones, adicionando 0.5 mL
de reactivo de TBA (1% de TBA en NaOH 0.05N y 30% de acido tricloroacético en
una proporcion 1:1). La solucion final fue congelada en hielo por 10 minutos,
posteriormente fue centrifugada a 10,000 rpm por 5 minutos y finalmente
incubar a 95°C en un bano de agua durante un periodo de 30 minutos, para
posteriormente enfriar con hielo. La absorbancia del respectivo sobrenadante

(200 pL) fue cuantificada a 540 nm en un lector de Elisa Bio-Tek Microplate
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Reader EIx808. La quercetina y el acido cafeico fueron usadas como control

positivo. La concentracién de TBARS fue calculada por interpolacion en una
curva estandar de tetrametoxipropano (Esterbauer et al., 1990). Los resultados
finales fueron expresados como nmoles de TBARS por mg de proteina. El
porcentaje de radio inhibicion (IR%) fue calculado usando la férmula siguiente:
IR% = (C - E / C)(100), donde C es la absorbancia control y E es la muestra
prueba. Los datos fueron analizados en un ANDEVA, seguida de una prueba de

Dunnet.

o1



FES ZARAGOZA UNAM A
Serbando Sanchez Hernandez A\\

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ESTUDIO QUIMICO

A partir de 101.65 g de material vegetal deshidratado de N. conoidea se
obtuvo un extracto de CH2Cl2-MeOH (21.85 g, 21.49%) de color verde y de
consistencia semisolida. De ese extracto, 18.85 g se emplearon para el estudio
quimico. Asi, como primer paso se analiz6 mediante cromatografia en columna
a vacio y se obtuvieron un total de 171 fracciones de 150 mL cada una (Cuadro
5).

Cuadro 5. Fracciones obtenidas de la columna cromatografica del
extracto organico.

Fraccion Eluyente
1 Hexano (100%)
2-20 Hexano- AcOEt (2:1)
21-30 Hexano- AcOEt (1:1)
31-41 Hexano- AcOEt (1:2)
42-44 Hexano- AcOEt (1:3)
45-61 AcOEt (100%)
62-139 AcOEt- MeOH (8:2)
140-156 AcOEt- MeOH (1:1)
157-171 MeOH

A partir de la fraccion 5 (cuadro 5), se aislo un soélido verde (38 mg, A), por
medio de recristalizaciones sucesivas por par de disolventes (CH2Cl2/(i-Pr),0).
Dicho sélido fundio a 103-106 °C y presenta un Rf de 0.26 (Hexano/Acetato de
etilo, 2:1).

El espectro de IR del solido A (Figura 13), mostré una banda de intensidad
mediana a una longitud de onda de 3529.66 cm™ que corresponde a la vibracién
O-H, lo que indica que se trata de un alcohol 6 fenol. Por otro lado, se observa
una sefial a 3023.32 cm” que corresponde a la vibracién (C-H) de tipo
aromatico. La sefial a 1671.18 cm™ indicé la presencia de un grupo carbonilo

(C=0) conjugado. Asimismo, en el espectro de masas se observa un i6n con
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relacion m/z de 166, que corresponde a una féormula molecular CoH1208
(Figura 14).
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Figura 14. Espectro de masas (IE) del sélido A.
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Por otro lado, en el espectro de RMN 'H (Figura 15) se observa un multiplete

a 7.55 ppm que integra para 2 hidrégenos de tipo aromatico. Ademas, a 6.95
ppm se observa una sefal doble (J = 8.7 Hz) que integra para un hidrégeno
aromatico. A 6.09 ppm se observa una sefal ancha que integra para un
hidrogeno. A 2.56 ppm se observa un singulete que integra para tres hidrogenos
indicativos de la presencia de una metilcetona. A 3.95 ppm se aprecia un

singulete que integra para tres hidrogenos, que indica la presencia de un grupo

metoxilo.
e
T o o =
-Er ?. 3
n l I NN 0 N
N n
R
'l"l‘lm |
LR
e d 'l_ ﬂ\.ﬁ 's ]
o YN 23
Rl e 1 S —— © 9 .
7.56 7.54 ppm 3 - i
o
M = s N .
J - I ", H S LY
9 8 oy s o 6. 5 o4 3 .2 1 ppm

Figura 15. Espectro de RMN "H (300 MHz) del sélido A.

En el espectro de RMN'3C (Figura 16) se puede apreciar en total nueve
sefales. La comparacion con el experimento DEPT (Figura 17) permitio asignar
la multiplicidad como se indica enseguida, a 196.70 ppm se aprecia una senal
que corresponde a un carbonilo (cetona). Las senales a 150.41 ppm, 146.63
ppm y 130.27 ppm corresponden a carbonos aromaticos cuaternarios. Las
senales a 109.76 ppm, 113.77 ppm y 123.98 ppm, corresponden a tres carbonos

aromaticos (CH). En 56.08 ppm, se observa la senal de un carbono (CH3)

54



FES ZARAGOZA UNAM
Serbando Sanchez Hernandez

posiblemente unido a oxigeno (metoxilo). Finalmente, a 26.14 ppm se observa
una sefal que corresponde a un metilo. Considerando lo anterior, el sélido A se

identifico como acetovainillona (Figura 18).
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Figura 16. Espectro de RMN '*C (75.43 MHz) del sélido A.
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Figura 17. Experimento DEPT del sélido A.

55



FES ZARAGOZA UNAM A
Serbando Sanchez Hernandez A\\

O/

OH
Figura 18. Acetovainillona (sélido A).

Por otro lado, la CCF de las fracciones 19-25 revelo la presencia de dos
manchas. La reunion de dichas fracciones se recristalizo por par de disolventes
(CH2Cl2/(i-Pr)20), para obtener 35 mg de un sélido blanco (B) de Rf = 0.21

(Hexano/Acetato de etilo, 2:1).

El espectro de IR del sélido B (Figura 19), mostro dos sefales a 3547.77 cm-1,
y a 3510.55 cm-1 que corresponde a la vibracion O-H, lo que indica que se trata
de un alcohol 6 fenol. Por otro lado, se observan senales de 2946.76 cm-1,
2918.23 cm-1, 2886.86 cm-1 y 2847.88 cm-1 que corresponden a la vibracion
(C-H). La sefal a 1677.03 cm™ indicé la presencia de un carbono de tipo CO
aromatico. Finalmente a 1589.41 cm-1 y 1512.67 cm-1 son sefales tipicas de

anillo aromatico.
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Figura 19. Espectro de IR del sélido B.
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La espectrometria de masas por impacto electronico del solido B (Figura 20)

mostré un ion de relacion m/z de 210, correspondiente a un compuesto de
formula C11H1404.
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Figura 20. Espectro de masas (IE) del sélido B.

En el espectro de RMN 'H (Figura 21) se observa una sefial a 7.58 ppm (dd,
J=1.8; 8.4 Hz) que integra para un proton aromatico. Ademas, se aprecian las
senales a 7.52 ppm (d, J=1.8 Hz) y 6.89 ppm (d, J=8.4 Hz) que integran para
dos protones aromaticos. A 4.02 (t, J=5.4 Hz) y 3.19 ppm (t, J=5.4 Hz) se
observan dos senales que integran para dos protones cada una. Por otro lado, a
3.93 ppm y 3.95 ppm se observan dos singuletes que integran para seis
hidrogenos, correspondientes a dos metilos tipicos de grupos metoxilo. A 2.25

ppm se observa una sefnal ancha que se intercambia con D20.
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Figura 21. Espectro de RMN 'H (300 MHz) del sélido B.

En el espectro de RMN '*C (Figura 22), se observa a 199.08 ppm un carbono
de cetona, y seis carbonos aromaticos a 153.71, 149.17, 129.99, 122.96, 110.11
y 110.01 ppm. Por otro lado, aparecen tres sefales de C unidos a oxigeno
(58.34, 56.1 y 56.01 ppm) y finalmente un carbono a 39.85 ppm. Con el apoyo
de un experimento DEPT (Figura 23) se establecié de manera inequivoca que las
senales a 122.96, 110.11 y 110.01 ppm corresponden a tres carbonos de tipo
CH; a 58.34 y 39.85 ppm corresponden a carbonos de tipo CH2. Finalmente a
56.10 ppm y 56.01 ppm hay dos carbonos de tipo CH3. Por lo que el solido B se
identifico como 1-(3,4-dimetoxifenil)-3-hidroxipropanona (Figura 24). Dicho
compuesto fue aislado previamente de Saussurea katochaete (Mei-E et al.,

2007).
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Figura 23. Experimento DEPT (75.43 MHz) del sélido B.
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HO 0]

OCH3
OCH3

Figura 24. 1-(3,4-dimetoxifenil)-3-hidroxipropanona (sélido B).

Por otro lado, la evaporacion lenta de la reunidon de las fracciones 44-45,
permitié la precipitacion de un sélido amorfo (C), el cual fue separado por
filtracion y lavado con éter isopropilico. Dicho solido (5 mg) presento un Rf de
0.21 (Hexano/AcOEt, 2:1), con punto de fusion de 87-90°C. ELl analisis
espectroscopico y espectrométrico del solido C coincidido con lo encontrado

para el solido B.

El filtrado residual de las fracciones 44 y 45 se reuni6 con las fracciones 46-
50, debido a que presentaban un perfil cromatografico similar. Dicha reunion se
sometio a cromatografia en columna. A partir de las fracciones 4-10 de la re-
cromatografia, por recristalizaciones sucesivas por par de disolventes AcOEt/ n-
Hexano, se aislé un sélido blanco (D, 113.5 mg) de Rf= 0.4 (AcOEt 100%) y
punto de fusion de 115-118°C.

El espectro de IR del sélido D (Figura 25) muestra una banda a un nimero de
onda de 3428.29cm™, que corresponde a la vibracion O-H. Por otro lado, se
observa dos sefiales a 3009.44 cm™ y 2935.78 cm” que corresponden a la
vibracion (C-H) de tipo aromatico. A 1707 cm™” se observa una sefal

correspondiente a la vibracion (C=0) de un grupo carbonilo.
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Figura 25. Espectro de IR del sélido D.

El espectro de masas del solido D (Figura 26) muestra un idn con relacion

m/z de 530 [M-2]" que corresponde a un compuesto de la formula C2¢H25015.
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Figura 26. Espectro de masas (IE) del sélido D.

m/z

En el espectro de RMN 'H (Figura 27) se observan cinco sefales a 9.64 (s),
9.57 (s), 5.35 (d, J= 2Hz), 5.29 (d, J= 2Hz) y 5.22 ppm (d, J=2Hz) que integran
para cinco protones. La adquisicion de un espectro adicional en presencia de
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D20; asi como la reaccién del sélido bajo condiciones comunes de acetilacion,

permitié determinar que estas cinco senales correspondian a los protones de
alcoholes. El desplazamiento a campo bajo de dos de las senales indicaron que
los protones correspondientes estaban enlazados por puente de hidrogeno a
algunas otras funcionalidades. La identificacion de los alcoholes; asi como de
una senal a 5.51 ppm (d, J = 8.5 Hz) y algunas otras entre 3-5 ppm permitieron
inferir la presencia de una molécula de azlcar, posiblemente glucosa, la cual
se encontraba disustituida. Entre 6.5-7.7 ppm se observaron dos conjuntos de
sefales que en algunos casos se superponian totalmente. De ahi se
distinguieron seis protones que estaban unidos a dos anillos aromaticos (3H X 2)
y cuatro protones vinilicos (2H X 2) correspondientes a dos dobles enlaces, que
por su desplazamiento quimico indudablemente estaban conjugados con algun
C=0 por un extremo y a un anillo aromatico por el otro. La presencia de dos
metoxilos a 3.80 ppm, entre otras, permitido asignar como dos unidades de
feruloilo que se encontraban unidos a la molécula de glucosa. El analisis del
espectro de RMN "*C (Figura 28) y de la adquisicion de un experimento DEPT

(Figura 29) estuvieron en concordancia con la propuesta anterior.
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Figura 27. Espectro de RMN 'H (500 MHz) del sélido D.
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El analisis de experimentos bidimensionales homonucleares y
heteronucleares (COSY, NOESY, HMBC) permiti6 la correcta identificacion del
solido D como 1,6-diferuloil-glucosa (Figura 30), la cual fue aislada

previamente en Sterculia foetida (Peng-Fei et al., 2009).

En el cuadro 6, se comparan los datos experimentales de la 1,6-diferuloil-

glucosa con los informados en la literatura (Peng-Fei et al., 2009).

———= HMBC

ch/
Pe - COSY
-<----» NOESY

Figura 30. Interacciones diagnosticas observadas en los experimentos COSY,
NOESY y HMBC para el solido D (1,6-diferuloil-glucosa).
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Cuadro 6. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN'H para el sélido D.

Asignacion RMN 'H 6 (ppm)* RMN 'H & (ppm)**
Ar-H 7.33 (d, 1H, J = 2 Hz) 7.32 (d, 1H, J = 2.0 Hz)
7.32 (d, 1H, J = 1.5 Hz) 7.31 (d, 1H, J = 2.0 Hz)
7.13 (dd, 1H, J=2.0, 8.0 7.12 (dd, 1H, J=2.0, 8.0
Hz) Hz)
7.10 (dd, 1H, J = 2.0, 8.5 7.09 (dd, 1H, J=2.0, 8.0
Hz) Hz)
6.79 (d, 1H, J = 8.5 Hz) 6.78 (d, 1H, J = 8 Hz)
6.77 (d, 1H, J = 8 Hz) 6.76 (d, 1H, J = 8 Hz)
Ar-OH 9.64 (s, 1H) y 9.57 (s, 1H)
(Alcoholes quelatados)
Ar-OCHs 3.86 (s, 6H) 3.79 (s, 6H)
H vinilicos | 7.63 (d, 1H, J = 16 Hz) 7.62 (d, 1H, J = 15.5 Hz)
correspondi
entesa 2 |6-48 (d, 1H, J =16 Hz) 6.47 (d, 1H, J = 15.5 Hz)
dobles |7 53 (4 1H, J = 16 Hz) 7.52 (d, 1H, J = 15.5 Hz)
enlaces
6.49 (d, 1H, J = 16 Hz) 6.48 (d, 1H, J = 15.5 Hz)
OH de 5.34 (d, 1H, J = 5.5 Hz)
azUcar
5.29 (d, 1H, J = 6 Hz)
5.22 (d, 1H, J = 6 Hz)
3.60 (m, 1H) 3.56 (t, 1H)
CH del 3.30 (1H) 3.30 (m, 1H)
azucar
3.23 (m, 2H) 3.23 (m, 1H), 3.25 (m, 1H)
-CH2 4.39 (d, 1H, J = 10.5Hz) 4.40 (d, 1H, J =12 Hz)
4.16 (dd, 1H, J = 6,12.5 Hz) | 4.14 (d, 1H, J = 6.0 Hz)

*Determinacion experimental: adquisicion en DMSO-dé (500MHz).

**Datos informados en la literatura (Peng-Fei, et al., 2009), adquisicion en DMSO-dé (500 MHz).
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Mas adelante, el analisis preliminar de la fraccion 68 mediante el analisis de

RMN'H e IR, demostré la presencia de una mezcla de glicosidos. Tomando en
cuenta lo anterior, una alicuota de dicha fraccion se sometié a procesos de
acetilacion. La separacion cromatografica (CCF y CC) del producto de
acetilacion permitio el aislamiento de un sélido blanco (E, 7 mg) con un Rf de
3.1 (AcOEt-Hexano 2:1) que funde a 161-165 °C.

En el espectro de RMN'H (Figura 31) se aprecian sefiales similares al nlcleo

de la acetovainillona (previamente descritas para el solido A) asi como las

correspondientes a los acetatos de dos unidades de azlcar.
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Figura 31. Espectro de RMN 'H (300MHz) del sélido E.

Dicho hallazgo, concordd con lo informado por Dominguez (1970) para un
compuesto aislado de Neolloydia texensis; asi, se identifico al solido como
hexaacetato de neolloydosina (Figura 32). En el cuadro 7 se muestran la

estructura y las sefales de RMN'H del hexaacetato de neolloydosina.
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Figura 32. Hexaacetato de neolloydosina (Solido E).

Cuadro 7. Sefales experimentales de RMN'H del hexaacetato de
neolloydosina.

Asignacion RMN'H & (ppm)

Ar-H 7.63 (dd, 1H, J = 2.1,8.4 Hz)

7.55 (d, 1H, J = 2.1 Hz)

713 (d, 1H, J = 8.4 Hz)

5.3 (m, 2H)

4.9-5.1 (m, 5)

4.5 (d, J=6.9, 1H)

4.1 (m, TH)

CH30-Ar 3.88 (s, 3H)

3.85 (2H)*

3.65 (ma,2H)

3.25 (m, 1H)

CH3O0C-Ar 2.6 (s, 3H)

CH3CO-azlcar 2.06-2 (s, 15H)

1.88(s, 3H)

Determinacion experimental: adquisicion en CDCl; (300MHz); *sefial sobrelapada con el
metoxilo.
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8.2 RENDIMIENTO

En el cuadro 8 se muestra el rendimiento obtenido de los metabolitos

secundarios aislados con respecto al peso del extracto organico obtenido.

Cuadro 8. Rendimiento de los metabolitos secundarios aislados del extracto de
N. conoidea con respecto al peso del extracto organico.

Compuesto Cantidad obtenida (g) Rendimiento (%)
Acetovainillona 0.038 0.175
1-(3,4 dimetoxifenil)- 0.005 0.023
3-hidroxipropanona.
1,6-diferuloil glucosa 0.114 0.519
Hexaacetato de 0.007 (acetato)
neolloydosina ) )
0.004 (equivalencia al 0.018

compuesto desacetilado)

8.3 ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL EXTRACTO ORGANICO Y
DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE N. conoidea

El extracto organico en CH2Cl2-MeOH de N. conoidea no presentd efectos
citotoxicos significativos en las cinco lineas celulares de cancer humano.
Aunque el efecto citotdxico observado por los metabolitos secundarios aislados
es marginal, la acetovainillona present6 actividad vy selectividad en la linea
celular MCF-7. De igual manera, 1,6-diferuloil-glucosa lo fue para las lineas
celulares U-251, K-562 y MCF-7 (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Efectos de citotoxicidad de los metabolitos secundarios aislados de
N. conoidea

Compuesto U-251 PC-3  K-562 HCT-15 MCF-7

A 2113 S.A. S.A. 10.24  54.02
B 11.48 S.A.  S.A. 7.34  33.21
D 48.43 13.26 44.9 10.26 72.9
E N.D  N.D. N.D. N.D. N.D.

Resultados expresados como % de inhibicion del crecimiento celular.
Concentracion de evaluacion: 50 pM.

N.D: No determinado.

S.A: Sin actividad.

8.4 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL EXTRACTO ORGANICO Y
DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE N. conoidea
EN EL MODELO DE EDEMA INDUCIDO EN OREJA DE
RATON POR TPA

El extracto organico de N. conoidea presento actividad antiinflamatoria
significativa. Asi, a una dosis de 1mg inhibid en un 32.4 % el edema inducido
por TPA.

Por otro lado, se evallo la actividad antiinflamatoria de los compuestos
aislados y se observo que la acetovainillona (A) y la 1,6-diferuloil-glucosa (D)
presentaron una actividad moderada. Asi, A presentd un Dlso de 3.5
pumol/oreja; por su parte, D presenté un Emax del 48.89 = 3.72 % a 3.16
pmol/oreja. Las curvas comparativas de A, D e Indometacina se muestran en la

figura 33.
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Figura 33. Curva comparativa del efecto antiinflamatorio de la
Acetovainillona (A), 1,6 diferuloil-glucosa (E) e Indometacina.

Adicionalmente, se observd que el acetato de diferuloil-glucosa, preparado
quimicamente presentd actividad antiinflamatoria 42.7% de inhibicion de
edema a 0.31 pmol/oreja. Considerando que E fue un derivado semisintético,
se evaluo la fraccion original empleada de sustrato y se observo que dicha
fraccion no presentd actividad antiinflamatoria significativa. Dicho hallazgo
puede deberse a la diferencia en liposolubilidad o a un efecto de dilucion de la

actividad.

8.5 ACTIVIDAD ANTIQXIDANTE Y ATRAPADORA DE RADICALES LIBRES
DEL EXTRACTO ORGANICO Y DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE
N. conoidea.

Posteriormente, se evalud la accion atrapadora de radicales libres in vitroy
los efectos antioxidantes del extracto organico, asi como de los metabolitos
aislados. Como se puede observar en el cuadro 10, el extracto organico
presenté actividad antioxidante y atrapadora de radicales libres con
concentraciones inhibitorias medias de 57.78 +3.35 ppm y 33.34 +0.69 ppm
respectivamente. De los metabolitos secundarios aislados, sélo D presento

efectos analogos a los del extracto.
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Cuadro 10. Accion atrapadora de radicales libres y actividad antioxidante
del extracto organico y de la 1,6-diferuloil-glucosa.

Muestra Accion atrapadora de Actividad antioxidante Clso
radicales libres Cls0

Extracto 33.34 + 0.69 ppm 57.78 + 3.35 ppm
organico
1,6-diferuloil- 57.60 + 1.80 uM 37.24 £ 2.18 uyM
glucosa
Quercetina 3.68 £+ 0.16 ppm 0.51 + 0.01 ppm
(control +)
(10.89 £ 0.47 pM) (1.50 + 0.03 pM)
Ac. cafeico 3.91 £+ 0.19 ppm ND

(control +)
(21.7 £ 1.07 pM)

ND: No determinado
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9. CONCLUSIONES

El estudio quimico de N. conoidea, permitié el aislamiento de cuatro
compuestos, uno de ellos derivatizado. Asi, se identificaron acetovainillona,1-
(3,4-dimetoxifenil)-3-hidroxipropanona, 1,6-diferuloil-glucosa y neolloydosina
(como su hexaacetato).

El extracto organico, con una baja actividad citotoxica a las diferentes lineas
de cancer, inhibi6 de manera significativa el edema inducido por TPA; ademas,
dicho extracto presento6 efectos antioxidantes que correlacionan con una accion
atrapadora de radicales libres.

La acetovainillona presenta actividad antiinflamatoria dependiente de la
dosis e inhibe de forma moderada el crecimiento celular de la linea celular
MCF-7. Sin embargo, no posee efectos antioxidantes, ni atrapadores de
radicales libres, de acuerdo con los modelos empleados en este trabajo.

La 1,6-diferuloil-glucosa inhibe de forma moderada las lineas celulares de
cancer humano MCF-7, K-562 y U-251; ademas, presenta efectos
antiinflamatorios significativos, pero con un efecto maximo limitado (< DE5o0).
Este compuesto posee efectos antioxidantes que correlacionan con su

capacidad para atrapar radicales libres.
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