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I. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el
mundo y se prevé que las muertes por cancer a nivel mundial seguiran

en aumento.!

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

desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento del cancer.

En éste contexto los productos naturales representan una
alternativa, ya que son una fuente importante de sustancias
anticancerosas, y es significativo que de los 141 medicamentos contra el
cancer que existen en el mercado de Estados Unidos de América

aproximadamente el 67% de éstos son de origen natural.?

México es un pais de una gran riqueza bioldgica, diversidad de
ecosistemas y variabilidad genética debido a su topografia y variaciones
climaticas. Aprovechando esto, se han utilizado especies vegetales con
fines terapéuticos, estableciendo una fuerte tradicion, de tal forma que
el uso de especies vegetales con fines terapéuticos constituye un rasgo

cultural de la sociedad mexicana.?

Los triterpenos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal
y constituyen un grupo de metabolitos secundarios derivados del
escualeno. Las excelentes actividades citotdoxicas, en lineas de cancer

humano de algunos triterpenos, hacen de este tipo de compuestos



candidatos promisorios en la busqueda de nuevos agentes

antineoplasicos.

Asi, triterpenos bioactivos abundantes y de baja potencia, como
son algunos ursanos y oleanos, se transformaron para la obtencién de
moléculas con una actividad significativamente mayor. De manera
opuesta, compuestos altamente citotdxicos, como las cucurbitacinas, se

transformaron para obtener agentes con menores efectos adversos.*

Por otra parte, los triterpenos también han llamado la atencién por
sus propiedades antiinflamatorias. Un gran numero de triterpenos ha
sido reportado por su capacidad antiinflamatoria tanto in vivo como in

vitro.>

En éste orden de ideas nuestro grupo ha demostrado que la
argentatina B, un triterpeno del tipo cicloartano, posee propiedades
antiinflamatorias e inhibitorias de la proliferacion celular de células de
diferentes canceres. Con el fin de obtener algunos derivados con
posibles mejores perfiles de actividad, en el presente trabajo se
presentan algunas transformaciones quimicas de la argentatina B asi
como sus evaluaciones antiinflamatorias y citotdxicas a lineas celulares

de cancer humano.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Cancer

2.1.1. Definicion.

El término “cancer” es genérico y designa un amplio grupo de
enfermedades que puede afectar a cualquier parte del cuerpo. Se
caracteriza por la multiplicacién rapida de células que no siguen los
mecanismos normales de regulacién de la proliferacidon y pueden invadir
partes adyacentes del cuerpo y propagarse a otros dérganos, a este

proceso se le denomina “metdstasis”.?

El proceso de carcinogénesis comprende una serie de alteraciones
genéticas y epigenéticas que son acumuladas en la célula y que
terminan por permitir un crecimiento no regulado de ésta. Entre los
cambios genéticos podemos mencionar la presencia de mutaciones en
genes claves que participan en la regulacién del ciclo y crecimiento
celulares y promueven el crecimiento anormal. Por otro lado, los
fendmenos epigenéticos, como la metilacién de citosinas, favorecen la
aparicion de mutaciones. Un desbalance en el patrén de metilacion del
ADN ha sido particularmente observado en los canceres esporadicos. Los
cambios en la metilacién que con mayor frecuencia han sido detectados
en células cancerosas, incluyen la pérdida de ésta en secuencias
normalmente metiladas (hipometilacién) y la metilacion aberrante de
secuencias usualmente no metiladas (hipermetilacién), localizada
principalmente en islas CpG. Este tipo de alteraciones se presenta
generalmente en tumores donde la resultante es en general una

disminucion en el nivel total de metilacion.

Las etapas de la carcinogénesis son la iniciacién, la promocién y la
progresion. La primera de ella involucra la reaccién entre la sustancia
11



gue produce el cancer (carcindégeno) y el ADN de las células del tejido.
Puede existir una susceptibilidad genética. Esta etapa puede permanecer
latente, y el sujeto puede sbélo permanecer en riesgo de desarrollar el
cancer en una etapa posterior. La segunda etapa ocurre muy
lentamente a lo largo de un periodo que puede variar de meses hasta
anos. La tercera y ultima etapa implica la progresion y la diseminacién

del cancer.®

Los principales tipos de cancer son los siguientes:

e pulmonar (1.37 millones de defunciones);
e gastrico (736 000 defunciones);

e hepatico (695 000 defunciones);

e colorrectal (608 000 defunciones);

e mamario (458 000 defunciones);

e cervicouterino (275 000 defunciones).

Por otro lado, el oncdlogo britanico Sir Rupert Willis define a una
neoplasia como una masa anormal de tejido, cuyo crecimiento excede y
no estad coordinado con el de los tejidos normales y persiste de la misma

manera en exceso tras cesar el estimulo que suscité el cambio.

2.1.2. Cancer como problema de salud publica.

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el
mundo; en 2008 caus6 7.6 millones de defunciones (aproximadamente
un 13% del total) debidas principalmente a cancer de pulmdn (primer
lugar en hombres), estomago, higado, colon y mama (primer lugar en
mujeres). Se prevé que el nimero de defunciones por cancer siga
aumentando en todo el mundo y supere los 13.1 millones en 2030
(Globocan 2008, IARC, 2010).

12



En México, el porcentaje de letalidad por tumores malignos
durante 2009 fue de 6.4, es decir, aproximadamente 6 de cada 100
personas hospitalizadas con estos padecimientos murieron en el

hospital.

Asi mismo, considerando el total de defunciones en México
durante 2009, la tasa de mortalidad observada por tumores malignos en
hombres fue de 65.11 por cada 100 mil hombres y en las mujeres de
65.49 por cada 100 mil mujeres (INEGI, 2012), esto representa
aproximadamente un 13% de la poblacién y coloca al cancer como la

segunda causa de mortalidad en el pais.

2.1.3. Tratamiento del cancer.

Los tratamientos para el cancer tienen como objetivos eliminar
células cancerosas, prevenir o demorar su reaparicion o tratar los

sintomas, si este no es curable.!

Se han desarrollado muchos farmacos con potencial para
combatir la proliferacion de células cancerosas. Sin embargo, muchos de
los medicamentos nuevos obtenidos por sintesis quimica y/o derivados
de plantas no tienen el efecto esperado en la clinica, esto debido a la
complejidad de la enfermedad. Los tratamientos actuales para el cancer
se basan principalmente, en la cirugia, la radiacién y la quimioterapia.
La selecciéon de uno de ellos o su combinacién depende de la etapa en

que se encuentra el tumor.’

13



2.1.3.1. Quimioterapia.

Esta estrategia consiste en administrar un farmaco que tenga la
capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y/o provocar la muerte

celular.

Dependiendo de cuando se administre la quimioterapia podemos
hablar de, quimioterapia de induccién o neoadyuvante, es decir, la
quimioterapia se administra en primer lugar antes de cualquier
tratamiento local como la radioterapia o la cirugia; quimioterapia
concomitante, se administra simultaneamente a otro tratamiento,
generalmente de radioterapia y quimioterapia adyuvante, la cual se
realiza de forma complementaria a otro tratamiento (generalmente

local).

Debido a la alta citotéxicidad y a la baja especificidad que tienen
los farmacos actuales hacia las células tumorales, también ocasiona la
muerte de células no cancerosas. El dafio a estas células sanas causa
efectos secundarios, los mas comunes son nauseas y vomito y pérdida

temporal de cabello.

Algunos de los agentes antineoplasicos mas representativos se

muestran en la Tabla 1.
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Agentes alquilantes y de union a Antimetabolitos

ADN Metotrexato
Mostaza nitrogenada 5-Fluorouracilo
Melfalan Arabindsido de citosina
Ciclofosfamida e Ifosfamida Gemcitabina
Clorambucil 6-mercaptopurina y 6-tioguanina
Busulfan 2-clorodesoxiadenosina

Nitrosoureas
Cisplatino y carboplatino
Dacarbacida y Procarbacida

Mitomicina
Compuestos de origen natural y/o

Antibioticos sus derivados

Actinomicina D Vincristina, Vinblastina

Doxorrubicina, daunorrubicina Vinorelbina, Etopdsido, Tenipdsido

Epirrubicina, Bleomicina Paclitaxel, Docetaxel

Derivados de la camptotecina

Diversos Hormonas

L-Asparaginasa Glucocorticoides

Hidroxiureas Tamoxifeno

Agentes progestacionales
Agentes antiandrégenos

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

2.1.3.1.1. Principios activos de origen natural
Los productos naturales, especialmente las plantas, han sido
utilizados para el tratamiento de diversas enfermedades por miles de

anos®.

La Organizacion Mundial de la Salud define a las plantas
medicinales como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que
pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos. Estima que el 80% de las personas en regiones menos
desarrolladas emplean la medicina tradicional con plantas para el

cuidado de la salud.?

15



Los estudios quimicos de las plantas medicinales han permitido el
aislamiento de agentes terapéuticos y/o materia prima para la obtencién

de medicamentos sintéticos mas complejos.

De 1950 a 1970, se introdujeron en el mercado farmacéutico de
Estados Unidos cerca de 100 nuevos farmacos antineoplasicos derivados
de plantas, incluyendo a deserpina, rescinamina, reserpina, vinblastina y
vincristina. De 1971 a 1990, aparecieron en el mercado mundial
etopdsidos, tenipodsido y glicdsidos. De 1991 a 1995, se introdujeron el
paclitaxel, tapotecan, irinotecan, y de 1996 a 2007 aparecieron, entre
derivados y nuevos, 50 farmacos antineoplasicos, entre los que
destacan el interferén alfa (Roferon-A), interferon gama (Biograma),

interleucina-2 (Proleukin).®1?

Los primeros compuestos anticancerosos obtenidos de las plantas
fueron la vincristina (Oncovin®) y vinblastina (Velban®), aislados de
Catharanthus roseaus (Figura No. 1), planta empleada por varias
culturas para el tratamiento de la diabetes.'? La vincristina es utilizada
en el tratamiento de leucemia linfocitica aguda en nifios, cancer
cervicouterino, de colon, de mama y otros carcinomas, mientras que la
vinblastina se emplea en el tratamiento de linfoma de Hodgkin,

carioepiteloma y cancer de ovario.
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Vincristina Vinblastina

Figura No. 1. Flores de Catharanthus roseaus y estructuras quimicas de
la Vincristina y la Vinblastina.

El etopdsido y tenipdsido son dos glucdsidos semisintéticos

13-14 13 cual es un isémero de la

derivados de la epipodofilotoxina,
podofilotoxina que se ha aislado de las raices de Podophyllum emodi y
Podophyllum peltatum (Figura No. 2), plantas empleadas en la cultura
asiatica y entre los indios americanos para tratar el cancer de piel y
verrugas respectivamente.® El etopésido y tenipdsido se emplean en la
clinica desde 1996 y se utilizan en el tratamiento del cancer de pulmén
de células pequefas, cancer testicular, tumores en nifios y linfomas

malignos.
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OH OH
Etoposido Teniposido

Figura No. 2. Podophyllum peltatum y estructuras quimicas del
etopodsido y tenipdsido.

El paclitaxel (Taxol®), es un diterpeno que inicialmente se aislé de
la corteza de Taxus brevifolia (Figura No. 3) en 1962 en el estado de
Washington por el botdnico Arthur Barclay. En 1964 en el NCI se
descubrié que un extracto de la corteza de Taxus brevifolia era téxico
para los cultivos de células leucémicas. El paclitaxel se lanzé al mercado
en 1993 para el tratamiento del cancer de ovario, de pulmén, sarcoma

de Kaposi, cancer de mama y de colon.

18



Paclitaxel

Figura No. 3. Taxus brevifolia y estructura quimica del paclitaxel.

Otros compuestos con importancia clinica son el topotecan
(Hycamtin®) e irinotecdn (Camptosar®) derivados de la camptotecina
(Figura 4), un alcaloide de tipo inddlico que inicialmente se aislé de
Camptotheca acuminata. Este arbol es nativo del Tibet y China y se
emplea en la medicina tradicional china.'® El topotecan se aprobé en los
Estados Unidos de América (EUA) en 1996 para el tratamiento de cancer
de ovario y el uso de irinotecan se inici6 en 1994 en Japdén y en 1996
fue aprobado en EUA para el tratamiento del cancer colorrectal, ovario y

pulmén.t’
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Topotecan

Camptotecina

Figura No. 4. Camptotheca acuminata y estructuras quimicas de la
camptotecina, topotecan e irinotecan.

Especie vegetal Metabolito aislado Derivado sintetizado
Catharanthus roseaus Vincristina (Oncovin®)  Vinolrebina (Navelbine®)
Vinblastina (Velban®) Vindesina (Eldisine®)
Podophyllum emodi y ) i Etopdsido y Tenipdsido
Podophyllum peltatum podofilotoxina (Vepesid®)
VDS LI Paclitaxel (Taxol®) Docetaxel (Taxotere®)

Topotecan (Hycamtin®)

Camptotheca acuminata Camptotecina Irinotecan (Camptosar®)

Tabla 2. Principios antineoplasicos mas importantes obtenidos a partir de
especies vegetales.
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2.2. Inflamacion

2.2.1. Definicion.

La inflamacion es la respuesta primaria del sistema inmunoldgico
del organismo cuando existe dano celular causado por diversos
estimulos nocivos (agentes quimicos, fisicos, infecciosos e inmunes) y
tiene como objetivo eliminarlos y promover la reparacion del tejido.
Consiste en la acumulacion local de liquido acompafado de edema,
enrojecimiento y dolor, producidos por cambios inducidos en los
capilares sanguineos locales que conducen a un aumento de su
diametro, una reduccion de la velocidad de flujo sanguineo y un

incremento de la permeabilidad de la pared vascular.®

El aumento del aporte de sangre a la regién causa el
enrojecimiento local y el calor asociados con la inflamacién. El
incremento en la permeabilidad vascular permite la extravasacion de
proteinas plasmaticas que a su vez amplifican la reaccién inflamatoria.
La inflamacidn es esencialmente wuna respuesta benéfica que
normalmente se resuelve con la restauracion de la estructura y la
funciéon normal del tejido, sin embargo, cuando la inflamacién persiste
(inflamacion crénica) ésta puede causar dafio tisular y pérdida de la
funcion del tejido y estad ligada con la incidencia del cancer y su

progresién.t®
2.2.2. Inflamacion aguda e inflamacidn cronica.
La inflamacion segun su duracién se divide en aguda y crénica.?®

La inflamacién aguda es de duracidon corta, (minutos, horas o
algunos dias) y se inicia rapidamente; es caracterizada por aumento de

la irrigacion sanguinea en el area afectada, exudado de fluidos
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plasmaticos y migracién de leucocitos predominantemente neutrofilos al

sitio de la lesion.

La inflamacion crénica dura semanas, meses e incluso afios y es
de caracter sistémico. La inflamacidon crénica puede ocurrir debido a la
persistencia de una infeccion o un antigeno, al dano tisular recurrente o
por una falla de los mecanismos antiinflamatorios enddgenos que
conducen en condiciones normales a la resolucién de la inflamacién.'®
Se caracteriza por dolor persistente, tumefaccion y proliferacidon celular,
sin rubor ni calor, con pérdida crénica e importante de la funcidn. El
infiltrado celular esta compuesto por macroéfagos, linfocitos y células
plasmaticas, principalmente, ademas de que se promueve la formacion

de tejido fibroso sobre el exudado de liquidos.

2.2.3. Relacion cancer-inflamacion.

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

proliferacion celular.

Varios tipos de inflamacién, que difieren por su causa, mecanismo,
consecuencia e intensidad existen, y todos ellos pueden potencialmente

promover el desarrollo de un cédncer y su progresién.?!

Se considera que durante la inflamacidén crénica o el dafo a un
tejido se puede promover el microambiente necesario para transformar
la célula a través de dano al ADN o de factores proinflamatorios que
producen células tumorales.?? En el proceso inflamatorio se sintetizan
productos potencialmente genotéxicos o mutagénicos que pueden
causar dafio al ADN induciendo la transformacion de células normales a

cancerosas, afectando su crecimiento, induciendo la no diferenciacién, la
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proliferacion y la resistencia a la apoptosis. Asi, las células inmunitarias
pro-inflamatorias, citocinas, quimiocinas, enzimas como la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) o la sintasa de oxido nitrico (NOSi), sus
productos, prostaglandinas (por ejemplo, PGE;) y el radical gaseoso
oxido nitrico (ON), respectivamente, y factores de transcripcién como el
factor nuclear kappa B (NF-kB) se encuentran en niveles aumentados en
el microambiente de los tumores.?®> Por ejemplo, las infecciones por
Helicobacter pylori o por el virus de la hepatitis C (HCV) causan
gastritis, Ulceras, y hepatitis, y eventualmente conducen al cancer
gastrico o de higado, respectivamente. La inflamacion crdnica puede ser
también inducida por exposicion ambiental 0 factores
dietéticos/metabdlicos. Particulas de algunos materiales, asi como
algunos componentes del humo del tabaco provocan dafio e inflamacién
crénica en el tejido pulmonar. La obesidad es un factor de riesgo para el
desarrollo del cancer de higado. También varios tipos de autoinmunidad
pueden contribuir a un desarrollo tumoral, como es el caso del cancer
asociado a la colitis (CAC), o el factor de riesgo que representa la

enfermedad celiaca para desarrollar un linfoma.?*

Por otro lado, se ha establecido que el cancer puede promover y
exacerbar las infecciones y la inflamacién.?®> Canceres que evolucionan
sin inflamaciéon croénica subyacente exhiben inflamacion asociada al
tumor y contienen infiltrados inflamatorios. Muchos, si no es que todos
los tumores sélidos estan infiltrados con células inmunes e

inflamatorias.?*

Lo que determina en conjunto la contribucidn del proceso

inflamatorio al desarrollo tumoral es:
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1. Varios mediadores inflamatorios (por ejemplo, citosinas) son
factores de crecimiento y supervivencia importantes que estimulan la

subsistencia y la proliferacion de células pre-malignas.

2. Mediadores inflamatorios con frecuencia activan factores de
transcripcion de oncogenes, como NF-kB y STAT3, mientras que

oncogenes como Ras y Myc inician una respuesta inflamatoria.

3. La inflamacién asociada a los tumores puede suprimir la
respuesta inmune anti-tumoral y desviar a células inmunes especificas

de ser antitumorigénicas a convertirse en pro-tumorigénicas.
4. La inflamacién puede estimular la angiogénesis tumoral.

5. La inflamacion puede estimular la invasividad tumoral y la

diseminacion metastasica.?*

2.3. Terpenos.

2.3.1. Definicion.

Los terpenos son productos naturales estructuralmente diversos y
ampliamente distribuidos en la naturaleza, algunos de ellos se han
asociado con el aroma de las especies vegetales. El nombre proviene de
los primeros miembros derivados del aguarras (“turpentine” en inglés,
“terpentin” en aleman).?® Cuando los terpenos contienen en su
estructura una molécula de oxigeno, se da preferencia al término
terpenoide, aunque ambas denominaciones, terpeno y terpenoide,
suelen utilizarse indistintamente. También se emplea el término
isoprenoide, porque las dos unidades biosintéticas, el pirofosfato de

dimetilalilo (DMAPP) y el pirofosfato de isopentenilo (IIP) (Figura No. 5),
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de los cuales provienen los terpenos son las unidades biogenéticas

equivalentes al isopreno, una molécula con cinco atomos de carbono.

F

Isopreno
\ OPP OPP

DMAPP IPP

Figura No. 5. Unidades de los terpenos.

2.3.2. Biogénesis

Los terpenos derivan de las reacciones entre el pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP) y su isdmero el pirofosfato de isopentenilo (IPP).
Estas unidades son biosintetizadas en las especies vegetales, ya sea por

la via del &cido mevaldnico o por la via del fosfato de la desoxixilulosa.?’

2.3.3. Clasificacion

Los terpenos se clasifican segun el nUmero de carbonos presentes

en la molécula como se muestra en el Tabla 3.
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Nombre No. de atomos No. de unidades Ejemplo

de carbono de isopreno
Hemiterpenos 5 1 Isopreno
Monoterpenos 10 2 Geraniol
Sesquiterpenos 15 3 Farnesol
Diterpenos 20 4 Geranil-geraniol
Sesterterpenos 25 5 Ofobiolina A
Triterpenos 30 6 Escualeno
Tetraterpenos 40 8 Fitoeno
Politerpenos Cs, N Caucho

Tabla 3. Clasificacion general de los terpenos.

2.3.3. Triterpenos

Los triterpenos son metabolitos secundarios derivados del
escualeno que en su estructura fundamental contienen 30 atomos de
carbono. A los triterpenos tetraciclicos convencionalmente se les ha
otorgado nombres triviales, como protostano, lanostano, cicloartano,
damarano, eufano y tirucalano. A su vez los compuestos pentaciclicos
pueden ser de tipo ursano, oleanano, friedelano, gamacerano, lupano

entre otros.?®
2.3.3.1. Biogénesis

Una vez formada la unidad isoprénica, prosigue la sintesis de los
terpenos por condensaciones “cabeza - cola” del IPP con el DMAPP, para
formar pirofosfato de geranilo (GPP) que es el precursor de los
compuestos monoterpénicos. Cuando el GPP se condensa también en
forma "cabeza-cola" con otra unidad de IPP, por la accion de la enzima

geraniltransferasa se genera el pirofosfato de farnesilo (FPP). La

26



condensacion “cola-cola” de dos unidades de FPP genera una unidad de
escualeno, precursor general de los triterpenos (Figura No. 6). La
epoxidacion de uno de los dobles enlaces terminales del escualeno da

lugar al éxido de escualeno.

Geranil
trangerasa
cabeza-cola ‘a
X ppt OPP - | ——» Monoterpenos
s N OPP C10
DMAPP IPP
GPP
)\/\ Geranil
OFP | #anferasa
cabeza-cola
OPP
2?’ Geranil
| trany erasa
o \ oPP  _ cabeza-cola i{\t\ —— Sesquiterpenos
C15
~ | 2 Aope %\ %
GGPP FPP
OpP Escualeno
N sintasa
| cola-cola
.
Diterpenos
C20

Figura No. 6. Sintesis de terpenos.
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Cuando el escualeno adquiere la conformacion silla-bote-silla-bote
se epoxida, para formar el intermediario A, el cual se postula como el
precursor de esteroides y esteroles como el lanosterol en animales y el
cicloartenol en plantas (Figura No. 7). El cicloartenol es el intermediario
biosintético comun de los triterpenos tetraciclicos y pentaciclicos

sintetizados en el reino vegetal.

PPO S S S
~ ~ ~ OPP
FPP . FPP
' Escualeno sintasa
: -20PP
\J
= = ~ ~ ~ A
Escualeno
\ NADPH
v O,
\J
Y B S B ZF
O

Epoxido de escualeno

Enz-H" ’ ’ ‘

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

HO

Cicloartenol
. /

Intermediario A

Figura No. 7. Biosintesis de esteroles.
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2.3.3.2. Triterpenos como potenciales agentes anticancerosos.

Diversos estudios dan cuenta del potencial de los triterpenos para
ser empleados como agentes anticancerosos. La mayoria de los
compuestos que se han evaluado actian a nivel de la replicacién del
ADN. Ejemplos son algunos derivados de triterpenos de tipo ursano,
como el acido ursdlico, inhibidor de algunas de las enzimas involucradas
en la duplicacién celular, como son la ligasa 1°° y las polimerasas del
ADN.3° Los triterpenos de tipo oleanano, como el &cido oleandlico,
poseen actividad citotdxica sobre diferentes lineas celulares de céncer.>!
Los de tipo lupano, como el lupeol, exhibe actividad antimutagénica en

ensayos in vitro e in vivo.??

2.3.3.3. Triterpenos como potenciales agentes antiinflamatorios.

Un gran numero de experimentos han demostrado la actividad
antiinflamatoria de los triterpenos tanto in vivo como in vitro. Los
efectos son referidos principalmente a su interferencia con diversas
moléculas o mecanismos del proceso de inflamacién®*3* como la
inhibicién en la produccion de eicosanoides y citosinas, la actividad

hidrolitica de enzimas, y la lipoperoxidacion.3®

Los triterpenos son capaces de inhibir y modular la accién y la
expresion de diversas moléculas y complejos enzimaticos como la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa y la sintasa inducible de dxido nitrico
(NOSi). Por ejemplo, su accién antiprostanoide se asocia con Ia
inhibicidon de la expresion de COX-2 y NOSi. Al respecto, el acido ursdlico
puede inhibir la accién de AMPc (Monofosfato ciclico de adenosina) sobre
las proteinas cinasas, estas enzimas promueven la expresién de COX-2

al interactuar sobre la regidn promotora del gen de la enzima. Por otro
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lado, algunos triterpenos poseen cierta especificidad en su accién
antiprostanoide. Por ejemplo, el lupeol es capaz de disminuir la
produccién de PGE, sin afectar la de LTC4. Por el contrario, ciertos
triterpenos inhiben la accién de la enzima 5-LO. Al respecto, se sugirid

que el tipo de nucleo policiclico era el responsable de su actividad.>*

2.4. Parthenium argentatum

P. argentatum es un arbusto que crece en las zonas aridas del
norte de México y del sur de los Estados Unidos de América. Este
arbusto es conocido con el nhombre de “guayule”, que significa “planta
que contiene hule” (Figura No. 8), el cual fue descubierto por J. M.
Bigelow en 1852, y sus caracteristicas botanicas fueron descubiertas por

Assa Gray de la Universidad de Harvard en 1859.%°

Figura No. 8. Parthenium argentatum Gray.
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El guayule por su contenido de hule ha sido utilizado
comercialmente desde los inicios del siglo XX*’, realizdndose esta
explotacién con relativo éxito ya que durante mas de cien afos ha
competido frente a la Hevea brasiliensis, que es el productor por
excelencia de hule natural.® ElI aprovechamiento industrial de P.
argentatum alcanzd su auge durante la Segunda Guerra Mundial; auge

gue decayo a la llegada del hule producido sintéticamente.

En nuestro pais los estudios sobre el guayule, se iniciaron en
forma sistematica a partir de 1970. Dichos estudios condujeron a la

creacion de una planta piloto que inicia sus operaciones en 1976.

En 1977, durante la Segunda Conferencia internacional sobre el
Guayule, se planted la posibilidad de hacer mas atractiva la explotacién
de guayule, mediante la utilizacion de los compuestos presentes en “la

resina”, material de desecho durante el proceso de extraccidon del hule.

La resina es una mezcla de compuestos, dentro de los que
destacan terpenos, compuestos aromaticos y acidos grasos.>°™° Ademas
se encontrd que la resina estaba constituida por una gran cantidad de

1 Estos

compuestos triterpénicos, de tipo cicloartano y lanostano.?
compuestos constituian cerca del 55% de los componentes totales; de
los cuales, el 27% lo representaban las argentatinas A, B y C* por lo
que se puede disponer de cantidades considerables de estos metabolitos
(Figura No. 9). Aunado a su gran parecido estructural con compuestos
esteroides, es una fuente potencial de intermediarios susceptibles a
sufrir transformaciones quimicas, esto con el propdsito de obtener

compuestos con posibles propiedades bioldgicas.*?

Los ésteres cinamato y p-anisato de un alcohol derivado del

germacrano denominadas guayulinas A y B, respectivamente, se
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aislaron por primera vez de un extracto de la planta P. argentatum.*
Sin embargo, estos compuestos también se han aislado de la resina

junto con otras guayulinas.*?

&
(8)

"’/,

argentatina A argentatina B

o

Y
8)

I”/

isoargentatina B

argentatina D O argentatina E
OCH,
sog o
guayulina A guayulina B

Figura No. 9. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en
la resina obtenida a partir de P. argentatum.
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2.4.1. Estudios previos de actividad bioldgica

Desde el punto de vista biolégico se ha demostrado que las
argentatinas A y B asi como el extracto metandlico del guayule
presentaron actividad insecticida significativa en gusanos de Spodoptera
frugiperda.*® También se ha demostrado la susceptibilidad microbiana
que ejerce la argentatina A contra Candida albicans, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa entre otras.*® Se ha informado
que las argentatinas A, B y D inhiben el crecimiento de tumores
hormona-dependientes, antagonizando la accién del estradiol por medio
de una inhibicién no competitiva de su receptor.*” Ademas, se demostré
que la argentatina A y B son capaces de disminuir de manera
dependiente de la dosis el edema inducido por el promotor de tumores
13-acetato-12-0O-tetradecanoilforbol (TPA) en el modelo de inflamacion

de la oreja de ratén.*®

2.5. Métodos para la evaluacion de la actividad bioldgica.

2.5.1. Ensayo de la inhibicion de la proliferacion de las lineas celulares
de cancer humano

2.5.1.1. Método de la sulforrodamina B (SRB) in vitro

El desarrollo del método de tincibn de proteinas con
sulforrodamina B (SRB) para la estimacién del contenido de proteina
celular en cultivos adheridos y en suspensidn fue establecido por Skehan
et al. (1990); después fue adoptado por el Instituto Nacional del Cancer
como una prueba de rutina en las investigaciones de nuevos agentes

anticancerosos.®’

El método consiste en la incubacidon de cultivos celulares de lineas

tumorales en presencia 0 ausencia de sustancias de prueba, el efecto de
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viabilidad se determina mediante un ensayo colorimétrico con
sulforrodamina B (SRB). El fundamento de este método se encuentra en
la tincion de proteinas celulares totales con el colorante SRB, el cual es
un aminoxanteno que contiene dos sustituyentes sulfénicos y en
condiciones ligeramente acidas, el caracter aniénico de la SRB forma
enlaces electrostaticos exclusivamente con aminoacidos basicos
(arginina, histidina y lisina) de células vivas. La intensidad del color es

directamente proporcional a la viabilidad celular.>®

2.5.2. Ensayo para evaluar la actividad antiinflamatoria
2.5.2.1. Modelo del edema auricular en oreja de raton inducido por TPA

El modelo del edema auricular inducido por 13-acetato-12-O-
tetradecanoilforbol (TPA) consiste en la aplicacién de TPA en el pabellon
auditivo del animal. Se propicia una respuesta inflamatoria local.” El
mecanismo por el cual el TPA induce el incremento de los eicosanoides
no es conocido completamente, pero se piensa que debido a que es un
analogo conformacional del diacilglicerol, desencadena un cascada de
eventos bioquimicos vinculados con la proteina cinasa C (PKC)
dependiente de calcio®?, asi como la activacién de la fosfolipasa A,
induccion de la ciclooxigenasa y translocacién/activacion de Ia
lipooxigenasa.’! Los farmacos de referencia mas adecuados son los
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, como la indometacina. La
ventaja del método es la rapidez y poca muestra necesaria para

desarrollar el estudio.>?

Por otro lado, es conocido que ciertos promotores de tumores
como el TPA, no solo provocan una respuesta inflamatoria aguda, sino

gue causan alteraciones en las vias de sefalizacion de citosinas
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implicadas en el desarrollo del cancer. Por lo tanto, es posible que
aquellos compuestos que exhiben efectos antiinflamatorios en el modelo

de TPA tengan también efectos antiproliferativos o quimiopreventivos.>3
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II1. HIPOTESIS

Previamente se ha demostrado que la argentatina B aislada de
Parthenium argentatum (Gray) presenta actividad antiinflamatoria e
inhibe la proliferacién de algunas lineas de cancer humano, entonces es
factible suponer que la transformacion quimica de la argentatina B
permitira obtener compuestos con mayor potencia bioldgica contra

células cancerosas asi como con mejor perfil antiinflamatorio.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo principal.

Obtener y evaluar la actividad citotéxica y antiinflamatoria de

derivados tetraciclicos obtenidos a partir de la transformacién quimica

de la argentatina B.

4.1.1. Objetivos particulares.

Aislar y purificar la argentatina B a partir de la resina
obtenida como subproducto en la extraccion del hule
proveniente de la especie Parthenium argentatum (Gray).
Modificar quimicamente la argentatina B, mediante una
reaccion con BFs.

Caracterizar los derivados de la argentatina B obtenidos a
partir de la reaccién con BFs3, por métodos espectroscépicos
y espectrométricos convencionales (IR, RMN, EM).

Evaluar la capacidad de los derivados obtenidos para inhibir
la proliferacidon celular en algunas lineas celulares de cancer
humano.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los derivados

obtenidos.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Procedimientos Quimicos Generales.

Para los procedimientos de extraccién se utilizaron disolventes
grado industrial, destilados en el laboratorio. El reactivo empleado para
la reaccion, trifluoruro de boro (Sigma-Aldrich), fue de grado reactivo

analitico.

Los procedimientos de cromatografia en columna abierta (CCA) se
efectuaron en columnas de vidrio de diferentes capacidades y se
emplearon tonsil y gel de silice (MN-Kiesegel G 60, MERCK®) de malla

70-230 como adsorbentes.

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se realizaron
siguiendo las técnicas convencionales, empleando cromatofolios de
aluminio recubiertas con gel de silice (ALUGRAM® SILG/UV3s4). Se
visualizaron con luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y de onda larga
(350 nm) y se revelaron con una solucién de sulfato cérico (Ce(S04),) al

1% en acido sulfurico (H,S04), seguido de calentamiento.

Los puntos de fusidn de cada compuesto se determinaron en un

aparato Fisher-Jones y no estan corregidos.

Los espectros de Infrarrojo fueron registrados en un
espectrofotédmetro Nicolet modelo Magna 750, en solucién, empleando

como disolvente CHClIs.

La Espectrometria de Masas fue generada por los equipos Hewlett-
Packard® modelo JEOL SX102.
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Los espectros de RMN 'H y RMN !33C, se obtuvieron en
espectrémetros Varian Gemini XL-200 y Varian VXR-300, utilizando
como disolvente CDCIls; y como referencia interna el tetrametilsilano
(TMS). Los desplazamientos quimicos (d) estan expresados en ppm. Las
constantes de acoplamiento estan expresadas en Hertz. La multiplicidad
de las sefales protonicas se indica de la siguiente manera: (s) seial

simple, (d) sefial doble, (t) sefal triple y (m) multiplete.

5.2. Resina

La resina, un subproducto en la obtencion industrial del hule
natural a partir de Parthenium argentatum (Gray), fue donada por la
Comisién Nacional de Zonas Aridas (CONAZA), ubicada en Saltillo,

Coahuila.

5.2.1. Aislamiento de la 16p,24R-epoxi-25-hidroxi-cicloartan-3-
ona (1) (argentatina B).

Se fraccionaron 230 g de resina por cromatografia en columna
abierta sobre tonsil y se eluyd con una mezcla de hexano acetato de
etilo de polaridad ascendente, obteniendo un total de 223 fracciones de
200 mL.

Por similitud cromatogréfica se reunid de la fraccién 2 a la fraccion
77. Estas fracciones se percolaron a través de una columna empacada
con gel de silice y se eluyd con una mezcla de hexano acetato de etilo
de polaridad ascendente. De las fracciones 121 a 144, se obtuvo por
cristalizaciones 11.6053 g (rendimiento de 5.04 % a partir de la resina)
de argentatina B (1), la cual se purificd por recristalizaciéon con hexano y

acetato de etilo. La identificacion de 1 se realizd mediante la
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comparaciéon de sus constantes fisicas y espectroscopicas con las

previamente informadas en la literatura.*?

5.3. Transformaciones quimicas de la argentatina B

5.3.1. Obtencidn de la 16p-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2) y del
3a,16p-dihidroxi-24-oxo-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).

Figura No. 10. Obtencién de la 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2) y del
3a,16B-dihidroxi-24-oxo0-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).

A una solucidn de argentatina B (500 mg) en CH,Cl; (13 ml), se
le adiciond 9 ml de BF3, con agitacion constante, a temperatura
ambiente y en atmosfera inerte se dejo reaccionar durante 20 minutos.
Posteriormente, la mezcla de reaccidn se neutralizé con una disolucién
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de bicarbonato de sodio al 10% y agua. La fase organica se secd con
Na,S0O, anhidro y se concentré a presiéon reducida evaporando el
disolvente. La mezcla de reaccidon obtenida se separd por cromatografia
en columna obteniendo de las fracciones 10-12, eluidas con una mezcla
8:2 Hex-AcOEt, 64.1 mg (rendimiento 12.8%) de 2 con p. f. 132-
135°C. IR (Sol/CHCI3) vima cm™: 3460.09 (0-H), 2972.73, 2953.69,
2874.53 (C-H), 1700.37 (C=0). RMN !H: 0.57 (d, 1H, H-19), 0.82 (d,
1H, H-19"), 0.90 (s, 3H, CHs), 0.91 (d, 3H, CH3), 1.05 (s, 3H, CH3), 1.10
(s, 3H, CHs3), 1.10 (d, 3H, CH3), 1.11 (d, 3H, CH3), 1.17 (s, 3H, CHs).
RMN !3C (125.71MHz, CDCl3) 3 ppm: 29.38 (C-1), 36.68 (C-2),
216.74 (C-3), 45.81 (C-4), 48.52 (C-5), 21.43 (C-6), 25.93 (C-7),
47.88 (C-8), 143.71 (C-9), 26.09 (C-10), 26.48 (C-11), 33.39 (C-12),
46.66 (C-13), 50.24 (C-14), 46.81 (C-15), 72.17 (C-16), 57.39 (C-17),
20.16 (C-18), 29.84 (-19), 29.58 (C-20), 18.36 (C-21), 32.69 (C-22),
37.46 (C-23), 216.53 (C-24), 40.92 (C-25), 17.75 (C-26), 18.28 (C-27),
18.93 (C-28), 20.79 (C-29) y 22.17 (C-30). HSQC H/'3C: 4.53/72.17,
1.58/57.39, 1.69/48.52, 1.69/47.88, 1.43/46.81, 2.02/46.81,
2.60/40.92, 2.28/37.46, 2.69/37.46, 2.53/36.68, 2.66/36.68,
1.52/33.39, 1.83/33.39, 1.64/32.69, 0.55/29.84, 0.80/29.84,
1.61/29.58, 1.00/29.38, 2.01/29.38, 1.14/26.48, 2.04/26.48,
1.41/25.93, 1.05/22.17, 1.56/21.43, 1.10/20.79, 0.90/20.16,
1.17/18.93, 1.11/18.36, 1.10/18.29, 0.90/17.75. Formula minima:
Cs0H4803. Masa molecular: 456.36 g/mol. EM-IE (70 eV) m/z, (%):
456 [M*], 423 (85), 311, 133, 71 (100), 43 (86).

De las fracciones 16-17, se obtuvieron 8 mg (rendimiento 1.6%)
de 3, con p. f. 142-144°C. RMN'H (300MHz, C6D6) 3 ppm: 0.76 (s,
3H, CH3), 0.80 (d, 3H, CH3), 0.82 (d, 3H, CHs), 0.88 (d, 3H, CH3), 0.91
(s, 3H, CH3), 0.99 (s, 3H, CH3), 1.12 (s, 3H, CH3), 2.05 (s, 1H, H-25),
4.65 (dd, 1H, H-16), 5.56 (d, 1H, H-11) RMN 3C (125.71MHz, C6D6)
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S ppm: 33.61 (C-1), 31.82 (C-2), 84.74 (C-3), 41.38 (C-4), 45.02 (C-
5), 26.36 (C-6), 27.12 (C-7), 45.02 (C-8), 140.35 (C-9), 47.01 (C-10),
118.47 (C-11), 36.71 (C-12), 44.19 (C-13), 45.27 (C-14), 38.29 (C-15),
72.09 (C-16), 56.69 (C-17), 16.06 (C-18), 48.50 (C-19), 30.11 (C-20),
18.20 (C-21), 29.64 (C-22), 45.70 (C-23), 215.40 (C-24), 40.83 (C-25),
18.04 (C-26), 18.16 (C-27), 18.92 (C-28), 21.25 (C-29), 25.47 (C-30).
HSQC 'H/'3C: 5.56/118.72, 4.65/72.09, 1.20/56.69, 1.02/48.50,
1.95/48.50, 1.80/45.70, 2.13/45.70, 1.80/45.02, 2.12/45.02,
2.06/40.83, 1.97/38.29, 2.09/38.29, 1.97/36.71, 2.26/36.71,
1.19/33.61, 2.30/33.61, 1.49/31.82, 1.91/31.82, 1.80/30.11,
0.77/29.64, 2.05/29.64, 1.10/27.12, 1.53/27.12, 1.10/26.36,
1.45/26.36  0.98/25.47, 0.90/21.25, 0.75/18.92, 0.75/18.20,
0.80/18.16, 0.87/18.04, 1.10/16.06. Formula minima: Cs3oHsg0s3.
Masa molecular: 456.36 g/mol. EM-IE (70 eV) m/z, (%): 456 [M*],
425 (30), 311 (100), 127 (20), 71 (15).

5.4. Evaluacion de la actividad biolégica

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

5.4.1.1. Condiciones generales.

La citotoxicidad en lineas tumorales se determind de acuerdo con
los protocolos establecidos por el Instituto Nacional de Cancer (INC) de
Estados Unidos.>*>° Los derivados 2 y 3 se evaluaron en lineas de
cancer humano de prostata (PC-3) y mama (MCF-7). Las lineas se
obtuvieron del INC. La doxorrubicina (SIGMA®) se utilizd como farmaco

de referencia.
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5.4.1.2. Procedimiento.

Las células se cultivaron en el medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de SBF inactivado, 100 UI/mL de penicilina G, 100 pg/mL de
sulfato de estreptomicina, 0.25 pg/mL de anfotericina B (GIBCO®) vy
2mM de L-glutamina (GIBCO®). Se conservaron a 37°C en una

atmodsfera de CO, al 5%.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100uL de cada linea
celular. Las densidades celulares fueron de 5 x 10* células/mL de MCF-7
y de 7.5 x 10* células/pozo de PC-3. A continuacién, la placa se incubd
durante 24 h a 37°C en CO, al 5%. Posteriormente, se adicionaron 100
ML de las sustancias de prueba o del farmaco de referencia. La placa se
incubé 48 h en las mismas condiciones. Los grupos testigo contenian

solo un volumen equivalente de cada linea celular.

Después, las células se fijaron con una disolucion acuosa de acido
tricloroacético al 50% p/v (50 uL/pozo). La placa se incubd durante 60
min a 4 °C. Los sobrenadantes se desecharon, la placa se lavd 3 veces
con agua destilada desionizada y se dejo secar. Las células se trataron
con 100 pL de sulforrodamina B (SRB, SIGMA®) al 4% durante 30 min,
a temperatura ambiente. Posteriormente, la placa se lavé tres veces con
una disolucidon de acido acético al 1%. El colorante se extrajo con una
disolucion 10 mM de base Tris (SIGMA®) no amortiguada. Las
absorbancias se determinaron en un lector de placas a una A 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.
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La citotoxicidad 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.

B
% IC = 100 — [Z . 100] 1)

En la tabla 4 se muestra la actividad antiproliferativa de la 16p-
hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2) sobre las lineas celulares PC-3 y MCF-7

a diferentes concentraciones.

Tratamiento PC-3 MCF-7
Vehiculo 97.07+0.17 95.19+1.23
10 uM 96.69+1.92 94.75+1.15
20 uM 94.92+1.24 89.78+2.11
40 uM 90.57+1.03 84.48+1.82
80 uM 89.79+1.76 81.81+2.05
ICso >80 }JM >80 |JM

Tabla 4. Actividad antiproliferativa de 2.

5.4.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria mediante el modelo de
edema auricular en oreja de ratdn inducido por TPA.

5.4.2.1. Condiciones generales

Se emplearon ratones machos de la cepa CDI con un peso
comprendido entre 20 y 30 g. Los animales fueron mantenidos bajo
condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo, con acceso ad

libitum de agua y alimento.

44




5.4.2.2. Procedimiento

Para cada muestra a probar, los ratones se dividieron al azar en
tres grupos de cuatro individuos que correspondieron a: grupo control
(TPA + vehiculo), de referencia (TPA + indometacina) y de prueba (TPA

+ muestra).

Cada animal fue anestesiado con una dosis de 31.5 mg/Kg de

pentobarbital sddico (PBS) por via intraperitoneal (ip).

Posteriormente a todos los ratones se les administré topicamente
10 pL de una solucidon etandlica de TPA (250 pg/mL) en la oreja derecha
(5uL de cada lado).

Diez minutos después se administré tanto el farmaco de referencia
(indometacina) como el compuesto a evaluar disuelto en el vehiculo
correspondiente. La indometacina se administré en una dosis de 0.36
mg/oreja y el compuesto en una dosis de 1 pmol/oreja (0.456

mg/oreja).

En la oreja izquierda se administraron 10 pL de EtOH y luego 20
uL del vehiculo correspondiente. Después de 4 h se sacrifico a los
animales en una cdmara de diéxido de carbono y se obtuvieron las

biopsias de cada oreja.

Del peso neto de la oreja tratada se restd el peso de su respectiva
oreja no tratada para determinar la diferencia de peso debida a la
inflamacién (edema). El porcentaje de inhibicién del edema se calculé
mediante la ecuacion 2. Donde E. corresponde a la proporcién de la
inflamacién media del grupo control y E; se refiere a la proporcion de la

inflamacién media del grupo tratado.
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E
% Inhibicion del edema = 100 — (E_T * 100)

c

(2)

Los datos experimentales se presentan como la media + el error

estandar de la media (x + EEM). Los resultados se analizaron mediante

una prueba de t de Student y los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01

(**) se consideran como diferencia significativa con respecto al control.

En la tabla 5, se observan los resultados obtenidos de la actividad

antiinflamatoria en el modelo inducido con TPA de la 16B-hidroxi-

cicloartan-3,24-diona (2).

Muestra Dosis Edema (mg) | Inhibicién (%)
Control - 15.20+0.65 -
2 1lumol/oreja 6.55+2.15 56.91**

Tabla 5. Actividad antiinflamatoria de 2.
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VI. DISCUSION

Estudios recientes han demostrado la actividad antiproliferativa
de la argentatina B. Con el fin de obtener compuestos con mayor
actividad nuestro grupo ha sintetizado varios derivados citotéxicos de
éste triterpeno.”® La mayoria de estos derivados se han obtenido por la
modificacién del anillo A de la argentatina B. Por otro lado, se ha
informado de la apertura de ciclopropanos cercanos a grupos
carbonilicos. El mecanismo propuesto involucra que uno de los enlaces
de este ciclo realiza un ataque nucleofilico al carbono de un carbonilo
que esta interaccionando con un acido de Lewis como el SnCls. El

mecanismo de esta reaccion se ilustra en la Figura No. 11.°’

o Co sncl,

SnCly \/‘ o @

OH

Cl

Figura No. 11. Mecanismo de apertura de un ciclopropano.

Considerando que la argentatina B presenta un carbonilo en la
posicion 3 el cual estd cercano al ciclopropano de la posicion 19,
entonces es factible suponer que en presencia de un acido de Lewis
como el BFs5, el carbono de éste carbonilo sufriria un ataque de parte del

ciclopropano. El siguiente diagrama ilustra esta hipotética reaccion.
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Reaccién propuesta por interaccién de BF3 con la argentatina B.

Tomando en cuenta lo anterior en este proyecto se propuso la
reaccion de la argentatina B con el eterato de trifluoruro de boro [BFs
(Et20)].

6.1. Aislamiento de la 16p3,24R-epoxi-25-hidroxi-cicloartan-3-ona
(1) (argentatina B).

Mediante métodos quimicos convencionales, a partir de la resina
obtenida como subproducto en la extraccion del hule proveniente de la
especie Parthenium argentatum (Gray), se aislé 1, con un rendimiento
del 2.5 %. La identificaciéon de este compuesto se logré por medio de la
comparaciéon de los datos espectroscépicos previamente informados en
la literatura. La presencia del anillo de tres miembros formado por los
carbonos C-9, C-10 y C19 con una orientacion B ubica a 1 como un

triterpeno de tipo cicloartano (Figura No. 12).
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Figura No. 12. Estructura quimica de la argentatina B (1).
6.2. Obtencion de 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2).

La reaccion de 1 con trifluoruro de boro (BF3) permitid la
formacién de 2, un producto cristalino con un punto de fusion de 132-
135°C. El espectro de infrarrojo (IR) mostré una banda a 3460.09 cm™},
asignada a un grupo hidroxilo y una banda a 1700.37 cm
correspondiente a la energia de vibracion del enlace C=0 del grupo
carbonilo. Por otro lado, el espectro de masas (EM) obtenido por
impacto electrénico para el compuesto 2, mostrd un ion molecular a 456
m/z correspondiente a una férmula minima de Cs3oH4g03. Al analizar el
espectro de RMN H se observd una sefial a 4.54 ppm, la cual se asigné
a un proton unido a un atomo de carbono que soporta un grupo
hidroxilo, ademas, fue evidente la pérdida de la sefal a 3.59 ppm
asignada al protdon de la posicién 24R del espectro de la argentatina B.
Al comparar estos dos espectros, se pudo observar que el producto de
reaccion conservo el protdn 16a. También se observaron los dobletes
caracteristicos de los protones del ciclopropano en C-19 a 0.82 y 0.57
ppm. De lo anterior, se dedujo que el compuesto poseia un grupo
hidroxilo en la posicion 16B y que el ciclopropano no se habia alterado.
En el espectro de RMN 13C se observaron dos sefiales a 216.74 y 216.53

ppm y fueron asignadas a dos grupos carbonilo. En el espectro del
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experimento Dept135, se observaron sefales para siete metilos [26.16,
20.78, 20.17, 18.93, 18.36, 18.28 y 17.75 ppm], diez metilenos [46.81,
37.46, 36.68, 33.39, 32.69, 29.84, 29.38, 26.48, 25.93 y 21.43 ppm],
seis metinos [72.17, 57.39, 48.52, 47.88, 40.92 y 29.58 ppm] y siete
carbonos sin hidrogenos [216.74, 216.53, 143.71, 50.24, 46.66, 45.81
y 26.09 ppm]. Tomando en cuenta lo anterior se propuso la siguiente

estructura para 2 (Figura No. 13).

Figura No. 13. Estructura quimica de la 16p-hidroxi-cicloartan-3,24-
diona (2).

El patron de fragmentacién apoy6 dicha estructura, el cual mostro
una senal a 43 m/z y una a 71 m/z, lo que indicaba que el grupo
isopropilo estaba unido a un grupo carbonilo, lo anterior, aunado a la
sefial observada a 4.54 ppm del espectro de RMN *H, nos llevd a deducir
gue el trifluoruro de boro (BF3) abrio el éter entre las posiciones 168 y
24R de la argentatina B, dejando un hidroxilo en la posicion 168 vy
formando una cadena de ocho atomos de carbono con un grupo

isopropilo en su posicién terminal (Figura No. 14).
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OH

Figura No. 14. Patrén de fragmentacién para la 16B-hidroxi-cicloartan-
3,24-diona (2).

Mediante el analisis de los experimentos HSQC y HMBC se

comprobd la estructura propuesta (Figura No. 15).

Figura No. 15. Principales interacciones en el experimento HMBC de 2.
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Posicion 13c / DEPT d¢ H

‘iimi o) ‘iimi

2 CH> 36.68

4 C 45.81

6 CH> 21.43

8 CH 47.88 1.69

10 C 26.09

12 CH» 33.39

14 C 50.24

16 CH 72.17 4.53

18 CHs 20.16 0.90

20 CH 29.58 1.61

22 CH> 32.69 1.64

24 C 216.53

o
O
o

26 CH3 17.75

28 CHs 18.93 1.17

30 CHs 22.17 1.05
Tabla 6. Datos de RMN de la 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2).
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Un posible mecanismo para explicar la formacion de 2 es postular
inicialmente el ataque del BF3 sobre el atomo de oxigeno que forma el

éter entre la posicién 16B y la 24R (Figura No. 16).

Figura No. 16. Posible mecanismo de reaccién de la argentatina B con
BF; para la obtencién de 2.

Este producto se habia aislado previamente como una mezcla
cristalina de 2 y 4 obtenida a partir de 25-acetiloxi-163, 24R-cicloartan-
3-ona (acetato de argentatina B) tratada con eterato de trifluoruro de
boro [BFs; (Et,0)] (Figura No. 17).°® Sin embargo, éste es el primer
informe acerca de la obtencidon de 2 a partir del tratamiento de 1 con
eterato de trifluoruro de boro [BFs (Et;0)].
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Figura No. 18. Estereoestructura de la mezcla binaria de 2 y 4 obtenida
por medio de un estudio de difraccidon de rayos X.

La configuracion S del nuevo centro quiral en C-16 fue
determinado por la estructura cristalina de la mezcla de 2 y 4 (Figura
No. 18).
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6.3. Obtencion del 3a,168-dihidroxi-24-oxo-3,19-ciclolanost-
9,11-eno (3).

La reaccién de 1 con trifluoruro de boro (BF3) también permitié la
formacién del 3a,16B-dihidroxi-24-oxo-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3), un
producto cristalino con punto de fusién de 142-144°C y cuya estructura
se elucidé tomando en cuenta los siguientes resultados. El espectro de
masas (EM) de 3, obtenido por impacto electrénico, mostré un ion
molecular a 456 m/z que corresponde a una formula minima de
C30H4803. La esperada apertura del ciclopropano se ve apoyada por el
hecho de que en el espectro de RMN 'H de 3 no se observaron los
dobletes tipicos a 0.82 y 0.58 ppm asignados a los protones del
metileno en C-19, asi como la aparicién de una sefial en RMN !3C a
84.74 ppm asignado a un atomo de carbono sin hidrogenos pero que
estd unido a un atomo de oxigeno. Esta sefial se asigné al &tomo de
carbono en C-3 en 3 el cual ésta unido a un grupo hidroxilo. Debido a
que el ciclopropano en la argentatina B tiene una orientacién B y dado
que el ataque de C-19 tiene que ser del mismo lado, entonces se
propone que el hidroxilo en C-3 tiene una orientacién a. La formacién de
la doble ligadura en C-9/C-11 fue evidente por la presencia de una senal
a 5.57 ppm que correlaciond con la sefal a 118.7 ppm en el espectro de
RMN 13C de 3. En el mismo espectro se observé la sefial del dtomo de
carbono en C-9 a 140.3 ppm que corresponde a un atomo de carbono

que no contiene hidrégenos.

Adicionalmente a la modificacion esperada existen evidencias
espectrales que indican que el anillo de siete miembros también se
modificd. Pues es evidente la pérdida de la sefal asignada al proton en
24 R a 3.59 ppm. En el experimento DEPT de RMN !3C se observaron
las sefiales para los 30 atomos de carbono indicados por la formula
minima. Asi se observaron siete metilos [25.88, 21.65, 19.32, 18.60,
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18.56, 18.44 y 16.46 ppm] nueve metilenos [48.50, 45.70, 38.29,
36.71, 33.61, 31.82, 29.64, 27.12 y 26.36 ppm], siete metinos [118.72,
72.09, 56.69, 45.42, 45.42, 41.38 y 30.11 ppm] y siete sefales
asignadas a atomos de carbono sin hidrogenos [215.40, 140.35, 84.74,
47.01, 45.27, 44.19 y 41.38 ppm]. En el espectro de RMN !3C de 3 se
observé una sefial a 215.9 ppm que fue asignada a un grupo carbonilo.
Tomando en cuenta la férmula minima y los datos de la RMN 'H y RMN
13C se propuso la siguiente estructura para el compuesto 3 (Figura

No.19).

HO™

,,/// 3

Figura No. 19. Estructura quimica del 3a,16pB-dihidroxi-24-oxo0-3,19-
ciclolanost-9,11-eno (3).

Esta propuesta fue apoyada por el patron de fragmentacién para 3
(Figura No. 20). El pico a 127 m/z observado en el espectro de masas
(EM) nos llevo a deducir que el trifluoruro de boro (BFs3) abrid el éter
entre las posiciones 163 y 24R de la argentatina B, dejando un hidroxilo
en la posicion 163 y formando una cadena de ocho atomos de carbono
con un grupo isopropilo en su posicion terminal. Esta modificacion es

igual a la sufrida por 1 para la obtencion de la diona 2.
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329 m/z 329 m/z
-H,O

311 m/z
HO™

3

Figura No. 20. Principales fragmentos del espectro de masas de 3.

Adicionalmente, esta propuesta estructural fue confirmada

mediante los experimentos HSQC y HMBC (Figura No. 21).

Figura No. 21. Principales interacciones HMBC para 3.
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Posicion 13C / DEPT 3¢ (ppm) 4 (ppm)

1.19
1 CH, 33.61 2.30
1.49
2 CH» 31.82 1.91
3 C 84.74
4 C 41.38
5 CH 45.42 1.80
1.10
6 CH» 26.36 1.45
1.10
7 CH, 27.12 1.53
8 CH 45.42 2.12
9 C 140.35
10 C 47.01
11 CH 118.72 5.56
1.97
12 CH» 36.71 226
13 C 44,19
14 C 45.27
1.97
15 CH; 38.29 2.09
16 CH 72.09 4.65
17 CH 56.69 1.20
18 CHs 16.06 1.10
1.02
19 CH» 48.50 1.95
20 CH 30.11 1.80
21 CHs; 18.20 0.75
0.77
22 CH» 29.64 205
1.80
23 CH» 45.70 213
24 C 215.40
25 CH 41.38 2.06
26 CHs 18.04 0.87
27 CHs 18.16 0.80
28 CHs 18.92 0.75
29 CHs; 21.25 0.90
30 CHs 25.47 0.98
Tabla 7. Datos de RMN del 3a,16p-dihidroxi-24-oxo-3,19-ciclolanost-
9,11-eno (3).
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Este constituye el primer informe acerca de la obtencién de 3 a
partir del tratamiento de la argentatina B con eterato de trifluoruro de
boro [BFs (Et;0)].

En reacciones previas a las que se ha sometido la argentatina B, el
ciclopropano de éste triterpeno no habia podido ser modificado. Sin
embargo, en la reaccidn con BF3;, ademas de abrir el anillo E cuyo
mecanismo de reaccidon se ha descrito previamente, se logré romper
este ciclo. Un posible mecanismo para explicar la formacion de este
nuevo compuesto, es postular el ataque nucleofilico del ciclopropano al
carbono del carbonilo en C-3, provocado por la interaccion de éste con
el BF3 y posiblemente de manera concertada la eliminacién de un protén
en C-11 (Figura No. 22).

Ho™

‘s,
7,
v

Figura No. 22. Posible mecanismo de reaccién de la argentatina B con BFs3,
para la obtencién del 3a,16pB-dihidroxi-24-o0xo0-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).
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De acuerdo con nuestros resultados la formacién de 2 precede a la

formacién de 3 (Figura No. 23).

HO™

Figura No. 23. La formacién del compuesto 2 precede a la formacién
del compuesto 3.

6.4. Actividad biolégica.

Uno de los objetivos de este proyecto, fue la obtencion de
derivados de la argentatina B, para su evaluacion citotoxica en lineas

celulares de cancer humano.

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

El compuesto 2, se sometid a la evaluacién inhibitoria de la
proliferacion de dos lineas celulares de cancer humano, PC-3 y MCF-7.

Los resultados mostraron que este compuesto presentd una actividad
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muy baja frente a estas dos lineas celulares ya que su ICso fue mayor a
80uM, muy por encima de la ICso reportada para la argentatina B (Parra
2005). Sin embargo, esto no descarta que este compuesto tenga
resultados mas satisfactorios en estudios in vivo, pues estudios
recientes han demostrado que triterpenos con baja actividad en lineas

celulares presentan una buena actividad anti tumoral in vivo.

6.4.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema
inducido por TPA.

También se evalud la actividad antiinflamatoria del compuesto 2,
la cual mostréo el 56.91% de inhibicién del edema por cada 0.456
mg/oreja, un porcentaje de inhibicion mayor que el de la propia
argentatina B, la cual es del 85% de inhibicidon por cada 1 mg/oreja. Por
lo anterior podemos afirmar, que la apertura del anillo E modifica la

actividad antiinflamatoria.

61



VII. CONCLUSIONES

Se obtuvieron la 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2) y el 3a, 16p-
dihidroxi-24-ox0-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3) a partir de la
reacciéon de la argentatina B con el eterato de trifluoruro de boro
[BFs (Et20)].

Es la primera vez que se obtienen los derivados (2) y (3) a partir de
la modificaciéon a la argentatina B usando eterato de trifluoruro de
boro [BFs (Et;0)].

Se logrd la apertura del ciclopropano y su reacomodo en C-3 de la
argentatina B para permitir la formacién de (3), por interaccion del
eterato de trifluoruro de boro [BF;5 (Et;0)].

En presencia de acidos de Lewis, se favorece ademas de la apertura
del éter entre C-16 y C-24, la apertura del ciclopropano de la
argentatina B.

La actividad antiinflamatoria de (2) fue mejor que la actividad
antiinflamatoria de la argentatina B.

La actividad antiproliferativa de (2), estuvo muy por debajo de la
actividad reportada en la literatura de la argentatina B.

La apertura del anillo E de la argentatina B favorece la actividad
antiinflamatoria de este triterpeno, no asi a la actividad

antiproliferativa en lineas de células cancerosas PC-3 y MCF-7.
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IX. APENDICE

9.1. Espectro de RMN 'H de la 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2).
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9.2. Espectro de RMN !3C de la 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2).
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9.3. Espectro Deptl135 de 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2).
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9. 4. Espectro HMBC de 16B-hidroxi-cicloartan-3,24-diona (2).
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9.5. Espectro de RMN 'H del 30,16B-dihidroxi-24-oxo-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).
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9.6. Espectro de RMN 3C del 30,16p-dihidroxi-24-oxo0-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).
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9.7. Espectro Deptl135 del 3a,16p3-dihidroxi-24-oxo0-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).
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9.8. Espectro HMBC del 30,16p-dihidroxi-24-oxo0-3,19-ciclolanost-9,11-eno (3).
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