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Resumen 
 
Las actividades antiinflamatorias de las argentatinas A (1), B (2) y D (3), los 

principales triterpenos presentes en Parthenium argentatum, fueron evaluadas 

mediante el modelo in vivo de edema inducido por  12-O-tetradecanoilforbol-13-

acetato (TPA)  en ratones. Nuestros resultados indicaron que 2 (ED50 = 1,5 x 

10-4 mmol/oreja) y 1 ( ED50 = 2,8 x 10-4 mmol/oreja) mostraron mayor actividad 

antiinflamatoria que la indometacina (ED50 = 4,5 x 10-4 mmol/oreja), el fármaco 

de referencia. Basados en estos resultados, se decidió evaluar 13 derivados de 

las argentatinas A y B. Todos los derivados mostraron actividad antiinflamatoria 

en el modelo de TPA en ratones. El compuesto más activo fue el acido 25-nor-

cicloart-3, 16-diona-17-en-24 oico (1h), obtenido a partir de 1 (ED50 = 1,4 x 10-4 

mmol / oreja). Adicionalmente, la Argentatina B (2) se evalúo como inhibidor de 

la actividad de la enzima COX-2 la cual es clave en el ensayo en el desarrollo 

de la inflamación por vía del ácido araquidónico. Los resultados mostraron que 

2 a 30 µM inhibió 77% de actividad de COX-2. Estudios de acoplamiento 

teóricos (in silico) sugieren que 2 interactúa con Arg 120 de la COX-2, un 

residuo clave para la actividad de ésta enzima. 

Por otro lado, también se evaluó la actividad citotóxica de 2, sobre la línea 

celular de cáncer colorrectal humana RKO, mediante el ensayo fluorométrico 

de micro cultivo (FMAC) y el ensayo de exclusión con azul de tripano (TBE). 

Así mismo se tomaron microfotografias del cambio morfológico de las células 

RKO tratadas con 2. Los resultados del ensayo FMAC mostraron que 2 indujo 

muerte celular y causó una disminución del índice mitótico así mismo las 

microfotografias de los diferentes tratamientos mostraron inducción de 



 2 

apoptosis mediado por la administración de 2. No obstante lo anterior los 

resultados del ensayo de TBE demostraron que la argentatina B sólo indujo un 

ligero efecto en la integridad de la membrana celular. También se evidencio 

una ligera disminución en la tasa de replicación, en células RKO, inducida por 

2.  

Con el fin de obtener mayor información con respecto al mecanismo por el cual 

puede actuar la argentatina B (2), se decidió evaluar la actividad de éste 

triterpeno sobre el ciclo celular. Nuestros resultados demostraron que 2 induce 

detención del ciclo celular en la fase G0/G1  

Todos estos datos sugieren que 2 inicialmente induce un efecto citostático el 

cual al no ser resuelto, en un tiempo dado, dará a lugar  a un efecto citotóxico 

posiblemente mediado por apoptosis.   

Con el fin de establecer relaciones de estructura-actividad se evaluaron 10 

derivados de 2 tanto en el ensayo FMAC así como sus efectos sobre el ciclo 

celular, los compuestos más activos fueron 2c y 2f,  estos resultados indicaron 

que no existe una relación entre los compuestos más activos en el ensayo de 

FMAC y aquellos con mayor actividad sobre el ciclo celular.  
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Abstract 
 

The anti-inflammatory activities of argentatins A (1), B (2) and D (3), the main 

triterpenes present in Parthenium argentatum, were evaluated in vivo using a 

mouse 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) induced edema model. 

Our results indicated that 2 (ED50 = 1.5 x 10-4 mmol/ear) and 1 (ED50 = 2.8 x 10-

4 mmol/ear) showed greater anti-inflammatory activity than indomethacin (ED50 

= 4.5 x 10-4 mmol/ear), the reference drug. Based on these findings, we decided 

to evaluate 13 derivatives of argentatins A and B. All of these derivatives 

showed anti-inflammatory activity in the mouse TPA-induced edema model. The 

most active compound was 25-nor-cycloart-3, 16-dione-17-en-24-oic acid, 

obtained from 1 (ED50 = 1.4 x 10-4 mmol/ear). Additionally, 2 was evaluated as 

inhibitor of COX-2 activity one of the key enzymes involved in the TPA assay. 

The results showed that 2 at 30 µM doses inhibited 77% of COX-2 activity. 

Theoretical docking studies (in silico) suggest that 2 interacts with Arg 120, a 

key residue for COX-2 activity.  

Furthermore, the potential cytotoxic activity of Argentatin B (2) was evaluated 

sing the RKO human colorectal cancer cell line by both the fluorometric micro-

culture cytotoxicity (FMAC) and trypan blue exclusion (TBE) assays. The FMAC 

test results showed that 2 induces cell death and caused a decrease in mitotic 

index, likewise, the photomicrographs of different treatments showed induction 

of apoptosis mediated by administration 2. However, the TBE test showed that 

2 induced only a slight effect on the integrity of the cell membrane and slight 

decrease in the replication rate of RKO cells. 
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To obtain more information about the mechanism by which 2 acts, we evaluated 

triterpene activity on the cell cycle. Our results showed that 2 induces cell cycle 

arrest in G0/G1. 

Taken together, our data suggest that 2 initially induces a cytostatic effect, 

which (if not resolved within a given time) will give rise to a cytotoxic effect 

possibly mediated by apoptosis. 

Furthermore, to establish the structure-activity relationships, we evaluated 10 

derivatives from 2 by both FMAC assay and as arrest cell cycle agents. The 

most active derivatives were 2c and 2f. We found no relationship between the 

most active compounds (as determined by FMAC) and those with increased 

activity on the cell cycle. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

El cáncer es la principal causa de muerte en el mundo, ya que provocó 8,2 

millones de muertes en 2012 (Ferlay et al., 2013). Los cánceres más comunes 

incluyen pulmón, mama, próstata y colorrectal (Stewart and Wild, 2014). A 

pesar de que hoy en día hay varios fármacos antitumorales, sin embargo, la 

inmensa mayoría causan una relevante toxicidad. Adicionalmente se conoce de 

que a la larga las células tumorales pueden desarrollar resistencia a éstos  

medicamentos (Zhou et al., 2009).  

 

Durante las últimas dos décadas, una gran cantidad de información señala a la 

respuesta inflamatoria crónica como la causa de la mayoría de las 

enfermedades degenerativas, incluyendo diferentes tipos de cáncer (Moore et 

al., 2010; Balkwill and Mantovani, 2012). La identificación de factores de 

transcripción tales como NF-kB, AP-1 y STAT3 y sus productos génicos como 

el factor de necrosis tumoral, las interleucinas -1, -6, algunas quimiocinas, la 

ciclooxigenasa-2, la lipooxigenasa-5, las metaloproteasas de matriz, y el factor 

de crecimiento vascular endotelial, moléculas de adhesión y otros han 

proporcionado la base molecular para el papel de la inflamación en cáncer 

(Balkwill and Mantovani, 2012). Estas vías han sido implicadas en la 

transformación, supervivencia, proliferación, invasión, angiogénesis, 

metástasis, quimio-resistencia, y radio-resistencia del cáncer. Tomando en 

cuenta lo anterior se ha postulado que la supervivencia y la proliferación de la 

mayoría de tipos de células de cáncer parecen ser dependiente de la activación 

de estas vías (Coussens et al., 2013). 
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Por lo tanto la necesidad del descubrimiento y desarrollo de nuevos productos 

farmacéuticos para el tratamiento de cáncer exige que sean explotados todos 

los enfoques. Entre ellos destaca el de productos naturales ya que ha hecho 

numerosas contribuciones únicas y vitales en el descubrimiento de nuevos 

fármacos (Cragg and Newman, 2013a). Los metabolitos secundarios de 

especies vegetales tienen una larga historia como agentes anti cancerosos. Por 

ejemplo, varios de los fármacos citotóxicos utilizados actualmente en la clínica 

son obtenidos de especies vegetales (Cragg and Newman, 2009). Algunos de 

ellos también han sido investigados como agentes antiinflamatorios, por 

ejemplo, se ha informado de las propiedades anti edematosas, mediante una 

inhibición significativa de la producción de óxido nítrico (ON), de varios 

glucósidos de tipo cicloartano aislados de Astragalus membranaceus (Lee et 

al., 2013). Otro ejemplo son los terpenoides aislados de Krameria pauciflora, 

estos compuestos inhiben selectivamente las ciclooxigenasas  1 (COX-1) y 2 

(COX-2) (Grivennikov et al., 2010). Por lo tanto, con el fin de lograr una mayor 

relevancia terapéutica es deseable que un fármaco anticanceroso también 

fuese antiinflamatorio. (Grivennikov et al., 2010; Balkwill and Mantovani, 

2012a). 

 

Se conoce que los glicósidos triterpénicos son importantes componentes 

estructurales de las membranas vegetales. Por otro lado, los triterpenos libres 

estabilizan las bicapas de fosfolípidos en las membranas celulares de plantas, 

de manera similar que el colesterol hace en las membranas de células 

animales (Dzubak et al., 2006). Los triterpenos tienen una gran distribución en 
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el reino vegetal y poseen un amplio espectro de actividades biológicas (Dzubak 

et al., 2006; Sandjo et al., 2011; Pudhom et al., 2012; Prawat et al., 2013). 

 

El Parthenium argentatum Gray es un arbusto común del desierto que crece en 

el norte de México y el suroeste de EE.UU., esta especie ha sido utilizada 

como una importante fuente de hule natural (Rodriguez-Hahn et al., 1970; 

Komoroski et al., 1986). Nuestros estudios así como los de otros autores han 

indicado que los triterpenos de tipo cicloartano llamados argentatinas A (1) y B 

(2) son los principales constituyentes de la "resina" el principal subproducto de 

la producción de caucho (Martínez et al., 1990).  Estudios previos realizados 

por nuestro grupo demostraron el potencial citotóxico, y antiproliferativo, contra 

varias líneas celulares de cáncer humano, de las argentatinas A (1), B (2) y D 

(3) así como algunos de sus derivados (Parra-Delgado et al., 2005, 2006). 

Utilizando la prueba de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis se 

demostrado que 1 y 2 no mostraron efecto genotóxico en linfocitos en 

proliferación. También se demostró que 2 no es capaz de causar lesiones en el 

ADN por mecanismos clastogénicos o aneugénicos (Parra-Delgado et al., 

2005, 2006). Tomando en cuenta lo anterior se decidió evaluar las actividades 

antiinflamatorias de 1-3, así como de 13 derivados de 1 y 2 en el modelo de 

edema inducido por TPA en ratones. Adicionalmente se realizaron estudios de 

acoplamiento in silico (Docking) entre  2 y la COX-2. También se determinó la 

producción de ON en macrófagos peritoneales de ratón.  

 

Como se mencionó anteriormente el cáncer colorrectal es uno de los cuatro 

cánceres más recurrentes sobre el mundo y sabiendo que 2 está disponible en 



 8 

gran cantidad decidimos evaluar la citotoxicidad de éste triterpeno en la línea 

celular de cáncer colorrectal humano RKO tanto por el ensayo de microcultivo 

fluorométrico (FMAC) como por el  ensayo de exclusión con azul tripano (TBE). 

Adicionalmente se analizó, mediante citometría de flujo, la capacidad de 

inhibición del ciclo celular de 2 y de 10 de sus derivados. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1. INFLAMACIÓN 
 
 
La inflamación es la respuesta fisiológica normal a la lesión tisular y esta 

mediada  por un  sistema complejo de interacciones entre los factores solubles 

llamadas quimosinas, las cuales regulan la migración direccional de leucocitos 

durante estados de la inflamación, que puede presentarse en cualquier tejido 

en respuesta a la lesión traumática, infecciosa, tóxica o autoinmune. El proceso 

conduce normalmente a la recuperación de la infección y a su curación, sin 

embargo, si la destrucción y la reparación no se efectúan de manera correcta, 

la inflamación puede conducir al daño persistente del tejido mediado por los 

leucocitos (Nathan, 2002). Las características vivibles de la inflamación, 

consisten en la presencia de dolor, aumento de temperatura, hinchazón y 

enrojecimiento, (en ocasiones la perdida de la función). Estos signos (calor, 

rubor y dolor) de manera general constituyen los efectos papables de cualquier 

proceso inflamatorio (Gijón and Leslie, 1997). La inflamación inducirá un 

aumento del flujo sanguíneo,  así como una mayor  permeabilidad vascular y 

promoverá la migración de glóbulos blancos (granulocitos, monocitos y 

linfocitos) a los sitios dañados. También inducirán una producción concomitante 

de mediadores solubles tales como proteínas de fase aguda, eicosanoides y 

citocinas. Las células pro-inflamatorias (neutrófilos, eosinófilos y fagocitos 

mononucleares) son estimuladas para inducir y activar enzimas  generadoras 

de especies reactivas de oxigeno generadas  por varios factores, incluyendo 

partículas fagocitadas insolubles, complejos inmunes, una variedad de agentes 
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quimiotácticos pro-inflamatorios. Las enzimas generadores de oxidantes 

producen altas concentraciones de diversos radicales y oxidantes 

principalmente para combatir y neutralizar los patógenos invasores y cuerpos 

extraños así como para destruir los tejidos del huésped infectados. 

 

La inflamación según su duración se divide en aguda y crónica.  La inflamación 

aguda es de duración relativamente corta (minutos, horas o unos pocos días), 

se inicia muy rápidamente y se caracteriza por el exudado de fluidos 

plasmáticos y la migración de leucocitos polimorfonucleares (LPMN), 

predominantemente de neutrófilos. La inflamación crónica dura semanas, 

meses o incluso años y se caracteriza histológicamente por el infiltrado de 

linfocitos, neutrófilos, eosinófilos, fibroblastos y macrófagos con la proliferación 

de vasos sanguíneos y tejido conectivo (Muller, 2002).  

 

 

2.2. MEDIADORES DE LA INFLAMACIÓN 
 
Los eicosanoides son productos oxigenados de 20 átomos de carbono que 

derivan del ácido (5Z, 8Z, 11Z, 14Z)-eicosa-5,8,11,14-tetranóico (ácido 

araquidónico, AA), entre los que podemos destacar las prostaglandinas, 

leucotrienos y entes. Los eicosanoides son potentes mediadores de la 

inflamación y aunque son localizados de manera específica, ésta depende del 

tipo de célula (Figura 1). Estos mediadores lipídicos juegan un papel crítico en 

diversos procesos fisiológicos y anatomopatológicos, como la fibrosis pulmonar 

y cáncer. Las familias de enzimas de las ciclooxigenasas (COX) así como de 

las lipoxigenasas (LOX) son responsables del metabolismo de ácido 
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araquidónico; este metabolismo conduce a la producción de prostaglandinas y 

leucotrienos, respectivamente como se indica en la Figura 1.  

 

Figura 1. Esquema  de los principales mediadores de la Inflamación y su papel 

biológico. El ácido araquidónico es metabolizado por los sistemas enzimáticos 

iniciados por las ciclooxigenasas (COX 1 y 2), lipoxigenasas (5-LOX y 15-LOX), 

y el citocromo (CYP) P450s. Modificado de (Greene et al., 2011). 

 

Existen dos isoformas de ciclooxigenasa la llamada COX-1 y la COX-2, que 

han sido reconocidas desde 1991.  La COX-1 se expresa constitutivamente en 

muchos tejidos, y desempeña un papel central en la agregación plaquetaria y la 

protección cito gástrica. Aunque la COX-2 se expresa constitutivamente en el 

riñón y en el cerebro humano, se expresa en el resto de tejidos únicamente en 

respuesta a ciertos estímulos tales como mitógenos, citoquinas, factores de 

crecimiento u hormonas. La COX-1 y la COX-2 inician la formación de 

prostanoides importantes, que biológicamente coordinan la señalización entre 

la célula de origen (autocrina) y las células vecinas (paracrinas) mediante la 
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unión a receptores transmembrana acoplados a la proteína G, de ésta manera,  

media los procesos inflamatorios (Tsao et al., 2004).   

 

Actualmente se conoce que los fármacos antiinflamatorios no esteroidales  

(AINE’s) compiten con el ácido araquidónico, el cual es liberado en la respuesta 

inflamatoria, para acoplarse al sitio activo en los canales enzimáticos (Greene 

et al., 2011). Se ha postulado que este tipo de fármacos bloquean las 

actividades de COX al establecer enlaces de hidrógeno a la arginina polar en 

posición 120. Para que un AINE sea selectivo, es crítica la presencia de un 

aminoácido clave en la posición 530 de estas enzimas, concretamente la 

isoleucina para COX-1 y la valina para COX-2, que deja una abertura en la 

pared del canal que permite el acceso a un lugar de acoplamiento (Cryer and 

Feldman, 1998; Hawkey, 1999; Feldman and McMahon, 2000). 

 

En 1990 aparecieron los primeros inhibidores de la COX-2: la nimesulina y el 

meloxicam, ambos fármacos mostraron ser mejores inhibidores de la COX-2 

que de la COX-1. El meloxicam (Movalis®, Parocin®, Uticox®) es una 

enolcarboxamina relacionada con el piroxicam, y se estima que tiene una 

selectividad entre 3 y 77 veces mayor para COX-2. No obstante, ésta 

selectividad para COX-2,  disminuye al aumentar la dosis del fármaco. La 

nimesulida (Antifloxil®, Guaxan®, Severin F®) pertenece a la familia de las 

sulfonanilidas y presenta una selectividad entre 5 y 16 veces mayor para COX-

2 y al igual que en el caso del meloxicam, a partir de dosis más elevadas pierde 

la selectividad para la COX-2. El celecoxib es un compuesto derivado del 1,5-

diarilpirazol con una  selectividad 375 veces mayor para la COX-2 mientras que 
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el rofecoxib es un derivado metilfenilsulfonil que presenta una relación COX-

2/COX-1 superior a 800 (Méric et al., 2006; Ulrich et al., 2006). En la figura 2 se 

muestran las estructuras de estos fármacos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Inhibidores de COX-2  

 

Entre los inhibidores de la COX-2 que se han empleado en la clínica para el 

tratamiento del cáncer están los AINE. Numerosos ensayos han demostrado 

que la inhibición de la COX con medicamentos anti-inflamatorios no 

esteroideos puede prevenir y tratar los pólipos colorrectales en diferentes 

entornos. Tanto el sulindaco como el celcoxib  reducen el número de pólipos en 

pacientes con poliposis adenomatosa  de tipo familiar gen (William et al., 2009).   
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2.3. RELACIÓN ENTRE EL CÁNCER Y LOS PROCESOS 

DE INFLAMACIÓN 

 
La inflamación y la infección crónica se asocian con la tumorigénesis en uno de 

cada cinco pacientes con cáncer en el mundo (Tanaka et al., 2005; Cuzick et 

al., 2009; Grivennikov et al., 2010; Moore et al., 2010b; Balkwill and Mantovani, 

2012b).  La relación funcional entre la inflamación y cáncer no es nueva; en 

1863 Virchow propuso que el origen del cáncer estaba en sitios de inflamación 

crónica, su hipótesis, en parte se basó en que algunas clases de irritantes, 

junto con una lesión de tejido y el proceso de inflamación que sobreviene, 

aumentan la proliferación celular (Tanaka et al., 2005; Cuzick et al., 2009; 

Grivennikov et al., 2010; Moore et al., 2010b; Balkwill and Mantovani, 2012b).  

 

En la actualidad, es claro que el microambiente de los tumores está dirigido en 

gran parte por células inflamatorias y  es indispensable en el proceso 

neoplásico, fomentando la proliferación, la sobrevivencia y la migración 

(Brennecke et al., 2015) (Figura 3).  
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Figura 3. Vías de  señalización de la asociación de cáncer e inflamación 

Tomada de (Ohshima et al., 2005) 

 

Adicionalmente, las células tumorales han copiado algunas de las señales 

moleculares del sistema inmune innato, como son las quimosinas, la invasión 

por receptores, la migración y la metástasis. 

 

El proceso inflamatorio y cáncer están conectados por dos vías: la vía 

intrínseca y la vía extrínseca. La vía intrínseca es activada por eventos 

genéticos que causa neoplasia, incluyendo activación de oncogenes, 

inestabilidad cromosómica, y la inactivación de genes supresores de tumores. 

Por el contrario, en la vía extrínseca, las condiciones inflamatorias o infecciosas 

aumentan el riesgo de desarrollar cáncer en ciertos sitios anatómicos. Las dos 

vías convergen, lo que resulta en la activación de factores de transcripción, 

principalmente factor nuclear kappa B (NF-kB), transductor de señal y activador 

de la transcripción 3 (STAT3) y el factor inducible por hipoxia 1α (HIF1α), en 

células tumorales (Mantovani et al., 2008).  
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Muchos cánceres se presentan en sitios de infección, irritación crónica e 

inflamación. Las personas con enfermedades inflamatorias crónicas están en 

mayor riesgo de desarrollar cáncer del respectivo tejido inflamado, lo que indica 

que la inflamación es, al menos en parte, la causa y no un efecto de desarrollo 

del cáncer;  algunos ejemplos de está relación se muestran en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. La inflamación como factor de riesgo para el desarrollo de cáncer. 

Inductor Inflamación Cáncer 
% de predisposición 

a progresión de 
cáncer 

Humo de tabaco Bronquitis Cáncer de pulmón 11-24 
Helicobacter pylori Gastritis Cáncer gástrico 1-3 
Virus de papiloma 
humano Cevicitis Cáncer cervical <1 

Tabaco y alcohol Esofagitis Cáncer de esófago 15 
Fibras de asbesto Asbestosis Mesoteloma 10-15 

 
Fuente: (Ohshima et al., 2005) 

 

En las células tumorales y las células epiteliales en riesgo de transformación 

por agentes carcinógenos, así como en células con procesos inflamatorios, el 

NF-kB se activa.  La expresión de éste factor de transcripción activa la 

expresión de genes que codifican citoquinas inflamatorias, moléculas de 

adhesión, enzimas en la vía de la síntesis de prostaglandinas (tales como la 

COX-2), óxido nítrico (iNOS; también conocido como NOS2) y los factores 

angiogénicos. La exposición de las células a mitógenos, citocinas inflamatorias, 

UV, radiación ionizante, toxinas bacterianas, entre otros provoca una rápida 

fosforilación de IkB, y promueven o potencian regiones de COX-2 y otros 

genes, regulando de este modo su expresión (Ohshima et al., 2005).  
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El papel de la  isoenzima ciclooxigenasa inducible COX-2 en la carcinogénesis 

puede incluir la modulación de la apoptosis y la inmunidad, la estimulación de 

la angiogénesis, y la promoción de la invasión tumoral. Recientemente se han 

reportado asociaciones entre los polimorfismos de la COX-2 y el riesgo de 

cáncer de colon y de pulmón (Ohshima et al., 2005)., la COX-2, se sobre 

expresa en lesiones precursoras de cáncer de mama (carcinoma ductal in situ), 

pulmón, colon y recto (pólipos adenomatosos). Por el contrario, los inhibidores 

selectivos COX-2 (por ejemplo, celecoxib) tienen un potencial quimiopreventivo.  

 

 

2.4. LA CICLOOXIGENASA-2 (COX-2) COMO DIANA 
MOLECULAR PARA LA QUIMIOPREVENCIÓN DEL CÁNCER 

 

La vinculación de los procesos inflamatorios con el cáncer  tiene importantes 

implicaciones para la terapia del cáncer. Así las células inflamatorias y los 

mediadores inflamatorios en el microambiente tumoral pueden ser objetivos 

para el tratamiento o la prevención, y los  fármacos antiinflamatorios existentes 

pueden ser útiles en la prevención y tratamiento del cáncer (Balkwill and 

Mantovani, 2010). La mayoría de los cánceres progresan a través de la acción 

de múltiples vías que incluyen la COX-2, Wnt-β-catenina, MAP cinasa, y del 

factor de crecimiento. Los fármacos que bloquean simultáneamente, de varias 

maneras, las rutas de proliferación podrían actuar como agentes 

quimiopreventivos, si los beneficios clínicos son mayores que los efectos 

tóxicos (Cuzick et al., 2009).    

 

La COX-2 se sobre expresada en una variedad de cánceres humanos 
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incluyendo gástrico, de esófago, de páncreas, de mama y de  colon, mientras 

que es  indetectable en la mayoría de los tejidos normales. Además, la sobre 

expresión de COX-2 fue suficiente para causar la tumorigénesis en modelos 

animales y para hacer a las células resistentes a los estímulos apoptóticos 

(Greenhough et al., 2009). La anulación del gen COX-2 en un modelo de ratón 

en el que se desarrolló una carcinogénesis intestinal resultó en una reducción 

sustancial en el número y tamaño de pólipos intestinales. En conjunto, estos 

hallazgos sugieren que la inhibición de la actividad de COX-2, y por lo tanto la 

disminución resultante en la producción de prostaglandinas puede contribuir al 

efecto anticanceroso, bien documentado, de fármacos antiinflamatorios no 

esteroideos (AINE). Se ha demostrado que, inhibidores selectivos de la COX-2 

modulan eventos tumorigénicos, angiogénicos y apoptóticos que producen una 

reducción de la incidencia y progresión del tumor (Masferrer et al., 2000). El 

inhibidor específico de COX-2, NS-398, por ejemplo, suprime el crecimiento de 

diferentes líneas celulares de tumores de cáncer e induce apoptosis en 

carcinomas humanos de colon,  de próstata y en células de adenocarcinoma de 

esófago (Totzke et al., 2003). Otros inhibidores específicos de la COX-2 tales 

como celecoxib y nimesulida inducen apoptosis en cáncer de pulmón, en 

carcinoma de próstata, así como en  las células de cáncer de colon, y de 

manera eficiente inhibe el crecimiento tumoral en modelos animales. Por lo 

tanto, la inhibición de  COX-2 es considerado como un objetivo atractivo para el 

tratamiento del cáncer .  
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2.4.1. Agentes naturales  anti-inflamatorios  inhibidores de 
COX-2 con potencial quimiopreventivo o antitumoral 

 

Existen múltiples agentes de origen natural  con propiedades antioxidantes y 

antiinflamatorias que actúan a través de la inhibición de COX-2  y que a la vez 

se ha demostrado su eficiencia como agentes quimiopreventivos,  algunos de 

ellos se describen a continuación: 

 

La aspirina es un derivado químico del acido acetil salicílico obtenido de varias 

fuentes naturales incluyendo la especie Salix alba. Existe suficiente evidencia  

que apoya el hecho de que la aspirina presenta un efecto quimiopreventivo en 

el cáncer colonrectal y, probablemente, en otros tipos de cáncer. El mecanismo 

molecular de acción de la aspirina fue descubierto en la década de 1970 

cuando se demostró que mediante una acetilación inactiva la enzima 

ciclooxigenasa de manera irreversible. La aspirina es el único fármaco anti-

inflamatorio no esteroideo (AINE) que inactiva irreversiblemente ambas 

isoformas de las enzimas COX (COX-1 y COX-2), que dan lugar a sus 

propiedades antiinflamatorias, antipiréticas y efectos analgésicos.  También se 

ha demostrado experimentalmente, que la aspirina induce la apoptosis e inhibe 

la angiogénesis  en las células cancerosas. La mayoría de las hipótesis se han 

centrado en la capacidad de la aspirina para afectar  la COX-1 y COX-2. La 

aspirina y su metabolito principal, el salicilato afectan a la expresión de COX-2 

en ambos niveles: transcripcionales y postranscripcionales. La inhibición de la 

enzima ciclooxigenasa aumenta los niveles del ácido araquidónico, lo que 

puede impulsar la conversión de esfingomielina a ceramida, que es un 

mediador conocido de la apoptosis. La aspirina es conocida por afectar la 
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función plaquetaria a través de la inhibición de la COX. Los pacientes con 

cáncer muestran un aumento en la activación de las plaquetas que ha sido 

conocida por tener un papel en la progresión del cáncer y la metástasis 

(Subbegowda and Frommel, 1998; Cuzick et al., 2009; Alfonso et al., 2014).  

 

La curcumina, un pigmento amarillo presente en el rizoma de la cúrcuma (C. 

longa Linn) y especies afines, tiene una amplia gama de actividades 

farmacológicas y biológicas. Los efectos antioxidante y antiinflamatorios de 

este compuesto han sido evaluados en varios sistemas experimentales tanto in 

vitro como in vivo. La  curcumina inhibe el crecimiento de células tumorales e 

induce apoptosis en células de melanoma (Anto, Mukhopadhyay, Denning, & 

Aggarwal, 2002; Anto, Mukhopadhyay, Denning, Aggarwal, et al., 2002; Khaw, 

Hande, Kalthur, & Hande, 2012). Además la curcumina presenta efecto 

citostático en células del músculo liso vascular, induce detención del ciclo 

celular inducido por mediante la estabilización de p53 debido a la inhibición de 

MDM2 por incremento de p21 (Lewinska et al., 2015). La aplicación tópica de 

curcumina inhibió fuertemente la inflamación inducida por TPA, la  hiperplasia, 

la proliferación, la actividad de la ODC, la generación de ROS, la modificación 

de bases de ADN oxidado y la formación de papiloma en la piel del ratón.  La 

curcumina inhibe las actividades de la COX-2 y las lipoxigenasas en epidermis 

de ratones tratados con TPA (Surh, 2002). El tratamiento de varias líneas de 

células gastrointestinales humanas con la curcumina suprime la expresión de 

COX-2 a nivel de mRNA y de proteínas, la producción de la prostaglandina E2, 

inducidas por TPA. Además la curmumina también afecta a la translocación 

nuclear de NF-κB. Del mismo modo, la activación de NF-κB en cultivos de la 
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línea humana de células de leucemia mieloide monoblástica  estimuladas con 

TPA, TNF-α o peróxido de hidrógeno se suprimió mediante el tratamiento de 

curcumina (Lin et al., 2010).  

 

El (6)-gingerol obtenido de las raíces del Zingiber officinale, (Zingiberaceae), 

exhibe diversas actividades farmacológicas, como la inhibición de la COX y de 

las lipoxigenasas (Taraphdar et al., 2001). Cuando se aplica tópicamente antes 

de cada tratamiento con TPA y  después de la iniciación con 7,12-dimetilbenz 

[a] antraceno, el gingerol inhibe la formación de tumores en la  piel de los 

ratones (Surh, 2002).  

 

La emodina (1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona) es un componente antipirético  

y anti-inflamatorio aislado de la raíz de Rheum palmatum y de Polygonum 

cuspidatum, entre otras especies. La emodina mostró citotoxicidad significativa 

que se asoció con especies reactivas de oxígeno mediada por estrés del 

retículo endoplásmico y disfunción mitocondrial (Srinivas et al., 2003; Wang et 

al., 2007; Yu et al., 2008; Bhanot et al., 2011).  

 

El ácido ursólico, un triterpeno pentacíclico que se encuentra en el romero o 

muchas otras especies medicinales, posee efectos anticancerígenos y anti-

inflamatorios (Dzubak et al., 2006). Inhibe la inflamación y la promoción tumoral 

inducida por PMA en la piel del ratón. Estos efectos se han atribuido, en parte, 

a la inhibición de la síntesis de prostaglandianas, debido a que suprime la 

expresión génica de la COX-2 (Subbaramaiah et al., 2000). Otro triterpenoide 

pentacíclico, es el lupeol que es un constituyente principal de muchas frutas y 
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vegetales comunes, por ejemplo, aceitunas, mangos e higos, y en varias 

hierbas medicinales.  

 

El  lupeol tiene efectos terapéuticos en algunos tipos de cáncer y en la 

inflamación. Varios estudios han demostrado que el lupeol inhibe la 

señalización NF-κB, incluyendo la fosforilación de la proteína IkBa, complejo de 

unión al ADN de NF-κB (Salminen et al., 2008). 

 

 

Figura 4. Agentes naturales  anti-inflamatorios  inhibidores de COX-2 con 

potencial quimiopreventivo o antitumoral 
 

 

2.5. CICLO CELULAR 
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madre (Vermeulen et al., 2003). En condiciones normales, las células 

diferenciadas se mantienen en un estado no proliferativo o quiescente, pero 

pueden ser activadas para dividirse a partir de estímulos mitogénicos 

apropiados, lo cual implica la transducción estrictamente regulada de señales 

mitogénicas a la maquinaría celular que controla la replicación del material 

genético así como la correcta segregación a las células hijas (Malumbres and 

Barbacid, 2009). Cada fase cumple con  una función específica para garantizar 

la correcta división celular; además, para lograr el orden correcto de los 

eventos que constituyen el ciclo, existen una serie de puntos de control que 

aseguran que la célula no pase a la siguiente fase del ciclo sin haber 

completado adecuadamente la fase anterior (Robert, 2015).  

 

La fase G1 es el periodo del ciclo celular que abarca desde el término de la 

división (mitosis) anterior hasta el inicio de la síntesis de ADN (fase S). Aunque 

la preparación de la célula para la fase S puede parecer relativamente simple, 

G1 es en realidad la fase de regulación más importante en el ciclo celular. En 

esta primera fase de crecimiento, la célula que acaba de dividirse tiene una 

intensa actividad metabólica, aumentando su tamaño, el número de 

microtúbulos y generando nuevos orgánulos tales como mitocondrias, 

ribosomas y estructuras membranosas. Durante G1 es cuando se decide si 

replicar  el ADN celular o si la célula pasa a un estado quiescente denominado 

G0 en el cual permanecen viables y activas metabólicamente sin proliferar (Ren 

and Rollins, 2004). Esta decisión, llamada “punto de restricción” (R), se realiza 

en la fase G1 tardía y está dada por la presencia o ausencia de señales de 

crecimiento externas. R es un punto de “no retorno”, es decir, una vez 
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alcanzado, la célula debe concluir su proceso de división (Park and Lee, 2003). 

Otra característica clave de G1 y que contribuye a la unidireccionalidad de la 

progresión del ciclo celular, es el cebado de orígenes de replicación con 

proteínas del complejo de mantenimiento de mini-cromosomas. La unión de 

estas proteínas a los orígenes de replicación es necesaria para iniciar la 

síntesis de ADN, pero sólo pueden unirse al ADN en G1 tardía. Por lo tanto, la 

síntesis de ADN sólo se inicia una vez concluida la transición G1/S (Sherr, 

1996; Asghar et al., 2015). 

Luego de que la célula ha pasado el punto de restricción continúa con la 

siguiente fase denominada de síntesis o Fase S. Las proteínas sintetizadas en 

G1 tardía activan la maquinaria que induce a la replicación del ADN, 

obteniéndose una única célula con dos conjuntos de cada cromosoma 

(cromátidas hermanas). Además, en esta fase se realiza la síntesis de histonas 

y se inicia la replicación de los centriolos, la cual no se completará hasta el 

inicio de la mitosis (Malumbres and Barbacid, 2009). 

 

En la fase G2, o segunda fase de crecimiento, la síntesis del ARN y proteínas 

necesarias para la mitosis. En esta fase la célula duplica su tamaño, sintetiza 

las proteínas necesarias para la descomposición de la envoltura nuclear, la 

condensación de cromosomas, la formación del huso mitótico, y otros procesos 

necesarios para la entrada en mitosis. Muchas de estas funciones promotoras 

de la mitosis no pueden iniciarse hasta que se complete la síntesis de ADN, 

sirviendo así como una fase de control para prevenir la prematura división 

celular. La fase G2 concluye cuando los cromosomas empiezan a condensarse 

iniciándose así la mitosis (Behl and Ziegler, 2014; Robert, 2015).  
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La mitosis o fase M constituye el evento final del ciclo celular. Es un proceso 

elaborado divido en diferentes sub-fases, durante las cuales se producen 

eventos específicos para separar los cromosomas duplicados y ubicarlos en 

dos células hijas genéticamente idénticas (Chan et al., 2012). La primera sub-

fase a producirse es la profase, en ella  las proteínas sintetizadas en G2 inician 

el proceso de división nuclear o cariocinesis, es decir desintegran la envoltura 

nuclear, condensan la cromatina e inician la formación del huso mitótico. A esto 

le sigue la prometafase, un periodo de transición durante el cual las cromátidas 

hermanas se mezclan hasta posteriormente alinearse en el ecuador de la 

célula en la siguiente sub-fase denominada Metafase. Las cromátidas 

hermanas luego se separan a los polos opuestos de la célula en la Anafase, 

que es seguida de la Telofase, en donde se realiza la división celular, conocida 

también como citocinesis. Al culminar esta fase, los cromosomas duplicados 

han sido distribuidos de manera idéntica en cada una de las células hijas 

(Robert, 2015). La transición del ciclo celular y el paso de una fase a la 

siguiente se encuentran estrictamente controlados por la activación sucesiva de 

diferentes complejos proteicos compuestos principalmente por ciclinas y 

quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, por sus siglas en inglés) en la Tabla 

2 se pueden ver algunas ciclinas, las CDKs asociadas y su función en el ciclo 

celular (Von Angerer et al., 1994; Kastan and Bartek, 2004; Orzáez et al., 

2009).  
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Tabla 2. Ciclinas que regulan la actividad de las CDKs. 

Ciclinas CDK asociada Función 
A CDK1, CDK2 Entrada y transición de la fase S 

B1, B2 CDK1 Salida de la fase G2 y mitosis 
C CDK8 Regulación transcripcional 

Transición de la fase G0 a S 
D1, D2, D3 CDK4, CDK6 Transición de la fase G0 a S 

E CDK2 Transición de la fase G1 a S 
F ? Transición de la fase G2 a M 

G1, G2 CDK5 Respuesta al daño del ADN 
H CDK7 Activación de CDK 

Regulación transcripcional 
Reparación de ADN 

K ? Activación de CDK 
Regulación transcripcional 

T1, T2 CDK9 Regulación transcripcional 

Fuente: (Vermeulen et al., 2003). 

Además durante el desarrollo del ciclo celular existen los puntos de control que 

se activan en momentos específicos a lo largo del ciclo celular, cuyo propósito 

es permitir a la célula continuar a la siguiente fase, siempre y cuando la fase 

anterior se haya realizado libre de errores  (Kastan and Bartek, 2004). El 

principal objetivo de estos puntos de control es asegurar la correcta replicación 

del ADN, así como proteger, conservar y mantener la fidelidad del genoma de 

las células de la progenie (Lapenna and Giordano, 2009). Los puntos de control 

del ciclo celular están regulados por la interacción de los genes cuyo fin es 

promover o suprimir la división celular. Estos dos tipos de genes se denominan 

proto-oncogenes y genes supresores de tumores que promueven o inhiben 

respectivamente la progresión de la célula a través del ciclo celular.  La 

activación de estos puntos de control provoca la detención o arresto del ciclo 

celular mediante la modulación de las CDKs. Si la reparación no es posible, las 

células deben ser dirigidas a un proceso de senescencia o muerte celular por 

apoptosis (Malumbres and Barbacid, 2005). De esta forma se evita la 

replicación de posibles mutaciones del material genético.  La división celular y 
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la muerte celular son los dos procesos fisiológicos predominantes que regulan 

la homeostasis de los tejidos en el organismo adulto. En las células normales la 

diferenciación debe ser estrictamente regulada por los puntos de control, de 

otro modo la integridad funcional de los tejidos, órganos y sistemas estaría 

comprometida por tipos y cantidades inadecuadas de células (Lukas et al., 

2004). Debido a que la mayoría de células somáticas son quiescentes, el 

correcto control del re-ingreso, progresión y control del ciclo son 

fundamentales. Cuando existen alteraciones en los puntos de control o en la 

expresión de moléculas reguladoras del ciclo celular, se desencadenan 

patologías como: infarto de miocardio, apoplejía, aterosclerosis, trastornos 

neurodegenerativos y cáncer (Zhivotovsky and Orrenius, 2010; Li et al., 2012), 

siendo éste último de nuestro particular interés. 

 

2.5.1. Ciclo celular  y Cáncer  
 
El cáncer se caracteriza por un crecimiento descontrolado de  las células, 

donde existe una desregulación del ciclo celular y existe un mayor número de 

divisiones celulares no programadas. Las células de los tumores poseen 

características importantes con respecto a las células normales (Hanahan and 

Weinberg, 2011),  estos cambios van de la mano con  mutaciones en el 

material genético que ocasionan pérdida e inactivación de genes supresores 

tumorales o sobreexpresión en oncogenes, así como inactivación o 

sobreexpresión de proteínas que participan en las vías de transducción de 

señales, en el ciclo celular y sus puntos de control  (Ponder, 2001). Por lo tanto, 

la alteración de los mecanismos que regulan el ciclo celular es una causa 
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común en el desarrollo de varios tipos de cáncer (Malumbres and Barbacid, 

2009). La inactivación de genes supresores de tumor como pRb y p53 resulta 

en la disfunción de las proteínas que normalmente inhiben la progresión del 

ciclo celular (Sherr and McCormick, 2002). La desregulación del ciclo celular 

asociado con el cáncer se produce a través de mutaciones de proteínas 

importantes en los diferentes niveles del ciclo celular.  Diversos análisis 

moleculares han demostrado que la actividad de los complejos ciclina/CDKs se 

encuentran alterados en tumores humanos (Garrett and Fattaey, 1999; Collins 

and Garrett, 2005; Shah and Schwartz, 2006; Malumbres et al., 2008a, 2008b). 

Uno de los complejos ciclina/CDK más alterados en cáncer es el ciclina 

D/CDK4. La actividad aberrante de este complejo, o la pérdida de pRb, que 

supone la pérdida del punto de restricción, provoca que la célula pueda 

proliferar sin necesidad de estímulos mitogénicos, lo que implica la activación 

de procesos tumorales (Shah and Schwartz, 2006). Una mutación en el gen de 

la cilcina D1 o CDK4 ha sido reportada principalmente en cánceres epiteliales 

que incluyen: mama, pulmón, páncreas, gastrointestinal, de endometrio, vejiga, 

médula ósea, cabeza, cuello, linfomas, hígado, próstata, colon, sarcoma y 

melanoma (Park and Lee, 2003).  La ciclina D1 y o sobreexpresión de ciclina E 

son responsables de desregulación de la fosforilación de Rb en 

aproximadamente en el 50% de los carcinomas de pulmón y es un evento 

temprano en el proceso de previo a la invasión (Tsao et al., 2004). Por otro 

lado, una mutación en el gen de CDK6 se ha reportado en un pequeño grupo 

de cánceres mesenquimales que incluyen sarcomas y gliomas; además, está 

frecuentemente alterado en tumores linfoides que a menudo se asocian a 

traslocaciones cromosómicas (Lapenna and Giordano, 2009). La 
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sobreexpresión de ciclina E es típica en cáncer de mama, en el cual, los niveles 

de esta proteína se encuentra aumentados en un 20%. Además, este 

porcentaje se incrementa según va aumentando el grado y estadio del tumor. 

En pacientes con cáncer de ovario, la sobreexpresión de ciclina E también se 

asocia con un mal pronóstico al igual que en linfomas. También se ha descrito 

que la ciclina A1 está sobre expresada en leucemia y cáncer testicular (Collins 

and Garrett, 2005).  

 

 

2.6. BIOMARCADORES DEL CICLO CELULAR 
 
Un biomarcador se define tradicionalmente como una “característica” que es 

objetivamente medida y evaluada como un indicador de procesos biológicos 

normales, procesos patogénicos o respuestas farmacológicas a una 

intervención terapéutica (Colburn, 2000). En el campo de la investigación en 

busca de nuevas terapias contra el cáncer, estas “características” pueden 

consistir en la determinación de genes y proteínas específicas, productos de 

procesos celulares; así, como la medición de parámetros de carácter 

anatómicos, fisiológicos y/o morfológicos de las células (de Gramont et al., 

2014). La determinación de la proliferación celular puede ser usada para 

determinar la respuesta de células a estímulos tóxicos particulares. Durante las 

últimas décadas se han descrito varios métodos para analizar la progresión del 

ciclo celular. Estos métodos se basan en medir el contenido de ADN,  la 

expresión de una característica metabólica determinante de cada fase del ciclo 

celular pero también se puede realizar incorporando un marcador de la cinética 

de proliferación (Pozarowski and Darzynkiewicz, 2004). La cuantificación por 
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citometría de flujo es el método más empleado (Hanon et al., 1996; Hawley et 

al., 2004). 

 

2.6.1. Determinación del ciclo celular por citometría de flujo 

La cuantificación de ADN permite establecer el nivel de ploidía, la posición de 

la célula en el ciclo celular y estimar la frecuencia de células apoptóticas que se 

caracterizan por un contenido de ADN fraccionado (Pozarowski and 

Darzynkiewicz, 2004). En términos generales esta técnica se base en el uso de  

Ioduro de Propidio (IP) como fluorocromo, el cual tiene la capacidad de unirse 

estequiométricamente al ADN y requiere luz azul como fuente de excitación 

(por ejemplo láser de ion argón 488 nm), donde la cantidad de señal 

fluorescente obtenida es directamente proporcional a la cantidad de ADN 

(Pozarowski and Darzynkiewicz, 2004). Puesto que existen diferencias en el 

contenido de ADN entre las células pre-replicativas (fase G0/G1) en 

comparación con las células en replicación (fase S) y  las células post-

replicativas mas las que se encuentran en mitosis (G2/M) se puede discriminar 

entre cada una de las fases (Figura 5.A) (Darzynkiewcz et al., 2010). La 

distribución del contenido de ADN de una población de células en crecimiento 

exponencial típicamente se compone de dos picos (células en G1/G0 y células 

en G2/M) y un valle de células en fase S (Figura 5.B). Debido a que el IP 

también marca el ARN de doble cadena, este último es degradado mediante la 

adición de ARNasa (Pozarowski and Darzynkiewicz, 2004). 
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Figura 5. Representación gráfica del contenido de ADN en el ciclo celular. A) 
Las células post-replicativas (G2/M) contienen el doble de ADN que las células 

pre-replicativas (G0/G1). B) Esquema del Histograma de frecuencias de la 

población celular obtenido mediante citometría de flujo, donde las células en 

fase G0/G1 y G2/M presentan picos según la cantidad de ADN, mientras las 

células en fase S se distribuyen entre los picos. 

 

 

2.7. PRODUCTOS   NATURALES COMO AGENTES 
ANTITUMORALES INHIBIDORES DEL CICLO CELULAR  
 

Actualmente existen varios tratamientos contra el cáncer,  entre ellos podemos 

citar la quimioterapia, la radioterapia, la inmunoterapia, la terapia génica o 

incluso la nanoterapia (Weissleder and Pittet, 2008). En la quimioterapia, 

generalmente se utiliza una variedad  de compuestos químicos denominados 

antineoplásicos  para eliminar o detener el crecimiento de las células 

tumorales. A pesar de los grandes esfuerzos realizados a nivel mundial en la 

búsqueda de fármacos para el tratamiento del cáncer, muy pocos pueden ser 

catalogados como exitosos (Collins and Workman, 2006). Uno de los 
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principales  inconvenientes en la búsqueda de fármacos efectivos es que a 

pesar de la complejidad de las células tumorales éstas se asemejan en algunos 

aspectos con las células normales.  Como ya se mencionó anteriormente en el 

cáncer existe una desregulación del ciclo celular y existe un mayor número de 

divisiones celulares no programadas, por lo tanto, la inhibición del ciclo celular 

representa una oportunidad de  intervención terapéutica.  

 

Según la Agencia de Alimentos y Fármacos (FDA) de los Estados Unidos de 

Norte América, aproximadamente el  66%  de los fármacos para el  cáncer, son  

metabolitos secundarios, análogos semi-sintéticos o sintéticos basados en 

farmacóforos obtenidos de  metabolitos secundarios (Cragg and Newman, 

2013b). La mayoría de los medicamentos anti-cáncer obtenidos hasta inicios de 

1990 alteran la proliferación de las células tumorales mediante la inhibición o 

dañando eventos del ciclo celular, lo que conducirá a la activación de los 

puestos de control, deteniendo el ciclo celular e induciendo apoptosis (Senese 

et al., 2014).  

 

Los fármacos que actúan sobre el ciclo celular se pueden clasificar  de acuerdo 

con su diana molecular, los mismos que revisaremos a continuación  y se 

hablará de algunos ejemplos relevantes obtenidos de fuentes naturales.  

 

 

2.7.1. Fármacos cuyo blanco molecular son los microtubulos 

  
Esta clase de medicamentos altera la dinámica de microtúbulos, dando lugar a 
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la formación de un huso anormal y  una alineación incorrecta de los 

cromosomas.  Este grupo de fármacos se dividen en dos grupos: 

 

 1. Agentes desestabilizadores de microtúbulos, como los alcaloides de la 

vinca  (vincristina, vinorelbina y vinblastina) obtenidos de Catharanthus rosea 

los cuales impiden la polimerización de microtúbulos (Jordan and Wilson, 

2004). La vinblastina provoca la despolimerización de monómeros de tubulina y 

de los microtúbulos mediante la unión microtúbulos β-tubulina en una región 

adyacente al sitio de unión GTP conocido como el dominio de la vinca (Cragg 

et al., 2006). Otros agentes inhibidores de los microtubulos son las 

combretastatinas A y B, aisladas del "Sauce Bush", Combretum caffrum (Eckl. 

y Zeyh.) Kuntze (Combretaceae).  Las combretastatinas son una familia de 

estilbenos que actúan inhibiendo a los microtúbulos en el sitio de dominio de 

unión de colchicina además actúan como agentes anti-angiogénicos, 

provocando la disminución vascular en los tumores mediado por necrosis 

(Jordan and Wilson, 2004; Bhanot et al., 2011).  

 

2. Agentes estabilizadores de microtúbulos, los taxanos (Paclitaxel  y 

Docetaxel) obtenidos de Taxus brevifolia Nutt. y Txus baccata, estimulan su 

polimerización (Bhalla, 2003; Hennenfent and Govindan, 2006; Kintzios, 2006; 

Bhanot et al., 2011; Chan et al., 2012). Los taxanos han mostrado actividad 

antitumoral en una amplia gama de tumores, particularmente de mama, de 

ovario, de pulmón de células no pequeñas y de cabeza y cuello. Aunque se 

desarrollan fármacos inhibidores de los microtúbulos selectivos de las células 

en división activa en virtud de la intensa rotación y la reestructuración de husos 
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durante la mitosis, se observan efectos indeseables en las células que no 

proliferan produciéndose  comúnmente  toxicidad mieloide y neurotoxicidad 

(Chan et al., 2012).  Otros compuestos que imitan a los taxanos, incluyen los 

metabolitos microbianos como las epotilonas, y los metabolitos de 

invertebrados marinos, como discodermolida, eleuterobina, sarcodactilis y la 

laulimalida (Cragg and Newman, 2005). En la figura 6 se muestran algunos de 

estos medicamentos antimicrotubulares. 

 

 

Figura  6. Medicamentos con blanco molecular los microtubulos 
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2.7.2. Proteínas anti-motoras 
 

Basándose en terapia anti-microtúbulos, nuevos objetivos y estrategias se 

diseñaron para explotar la dinámica del huso y funcionalidades. La quinesina 

Eg5, una proteína motora final la cual es responsable de la separación del 

centrosoma y la formación del huso bipolar (Kops et al., 2005). Comprometer 

las actividades de Eg5 conduce a la formación de ejes monopolares, un 

ensamble anormal de los cromosomas, un arresto SAC-dependiente y 

posiblemente la  muerte celular.   El monastrol, descubierto a través de un 

tamizaje fenotípico utilizando extractos mitóticos, se informó como la primera 

molécula pequeña capaz de inhibir Eg5 (Nagle et al., 2006). El monastrol ha 

sido  validado como un  atractivo medicamento contra el cáncer (Keen and 

Taylor, 2009).  Otra molécula con similares efectos es el ispinesib, un derivado 

de la quinazolinona, la cual produce arresto en mitosis cuando las células son 

tratadas a dosis submicromolares éste arresto posteriormente inducirá 

apoptosis (Keen and Taylor, 2009).   

 

EL disulfato de adocia (AS-2) aislado  de  la esponja marina Haliclona inhibe  

competitivamente la interacción del dominio quinesina motor con los 

microtúbulos en concentraciones micromolares. Aunque AS-2 era 

aparentemente específico para qinesinas como una clase enzimática, no 

presenta selectividad entre las tres diferentes qinesinas (Nagle et al., 2006). En 

la figura 7 se pueden ver las estructuras de estos compuestos. 
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Figura  7. Medicamentos inhibidores de proteínas antimotoras 
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la base para su estructura es la rohitukina, aislada como componente 

responsable de la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de Dysoxylum 

binectariferum Hook (Meliaceae). El flavopiridol y el flavopiridol deshalogenado 

muestran propiedades citotóxicas contra líneas de células tumorales. El  

flavopiridol es el primer inhibidor de CDK en continuar con los ensayos clínicos. 

El flavopiridol tiene mayor actividad para CDKs y GSK3β y es moderadamente 

más selectivo para CDK4 y CDK6, que para CDK1 y CDK2. También se ha 

demostrado que inhibe el complejo ciclina H-CDK7 y complejo P-TEFb que 

contiene-CDK9 ciclina T1. El flavopiridol ha mostrado resultados prometedores 

en la terapia en combinación, con paclitaxel  mejorando  su actividad en 

ensayos humanos (Vermeulen et al., 2002, 2003; Sridhar et al., 2006; Cheok et 

al., 2007; Malumbres et al., 2008a; Diaz-Padilla et al., 2009; Chan et al., 2012). 

 

Otro agente sintético basado en un modelo de producto natural es la  

roscovitina que se deriva de la olomucina, aislada originalmente de los 

cotiledones de rábano, Raphanus sativus L. (Brassicaceae). La inhibición de la 

progresión de la fase G1/S a G2/M  se observó tanto para la olomoucina  como 

para la roscovitina en una manera dosis dependiente. La olomoucina inhibe las 

quinasas dependientes de ciclinas (CDK), y su modificación química resultó en 

un inhibidor más potente,  la roscovitina; que actualmente está en fase II de 

ensayos clínicos (Sridhar et al., 2006). Un mayor desarrollo de esta serie, a raíz 

de la síntesis de una biblioteca enfocada a través de técnicas de química 

combinatoria, ha llevado al estudio del  purvalanol que es aún más potente, y 

se encuentra en fase de desarrollo preclínico (Vermeulen et al., 2002, 2003). 
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El UCN-01 (7-hidroxistaurosporina) es una estaurosporina, análogo aislado del 

caldo de cultivo de Streptomyces sps. El UCN-01 se asocia con la detención de 

las células en el ciclo celular en la fase G1/S, la inducción de p21cip / Waf1 y 

desfosforilación de ambos CDK2 y PRB. El UCN-01 también puede inhibir la 

actividad de CDK1 y CDK2. Esta inhibición conduce a la activación de ciclina B/ 

CDK1 y marcada abrogación del punto de control G2-fase, la promoción de las 

células al someterse a  mitosis temprana y muerte apoptótica posterior, en 

lugar de la detención del ciclo celular. Varios estudios de fase I se han llevado 

a cabo con UCN-01, tanto como agente único y en combinación con la 

quimioterapia citotóxica (Diaz-Padilla et al., 2009). 

 

Figura  8. Medicamentos antiquinasas quinasas 
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2.8. TRITERPENOS INHIBIDORES DEL CICLO CELULAR 
 

 
Los triterpenos constituyen un grupo importante y estructuralmente diverso de 

metabolitos secundarios derivados del escualeno o de precursores a cíclicos de 

30 átomos de carbono (Dzubak et al., 2006). El estudio sistemático de plantas 

con antecedentes etnomédicos, ha conducido frecuentemente al aislamiento de 

diversos triterpenos  antibacteriales, antineoplásicos, y con otras funciones 

farmacéuticas. En la figura 9 y en la tabla 3 se muestran algunos triterpenos 

con potencial inhibidor del ciclo celular.   
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Figura 9. Triterpenos Inhibidores del ciclo celular 
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Tabla 3.  Triterpenos con efectos sobre el ciclo celular en células tumorales 

Compuesto Línea 
celular 

Efecto en la proliferación Referencia 

Ursano    

Acido ursólico HCT15 
A549 

Arresto en G0/G1 
Apoptosis   
Inhibición de  p21Waf1/CIP1  

(Li et al., 
2002) 

 Acido 25-hidroxi-3-oxoolean-
12-en-28-oico (AMR) 

CEM/VLB 
SW620/Ad
-300 

Arresto S-G2/M  
 

(Ramachan
dran et al., 
2003) 

Ácido asiático  MCF-7  
MDA-MB-
231 

Arresto S-G2/M  
Apoptosis.  
Elevación p21/WAF1  
Inhibición ciclina B1, A, 
Cdc2  y Cdc25C 

(Bishayee 
et al., 2011) 

Oleananos    

Acido oleanoico HCT15 Arresto en G0/G1 
 

(Li et al., 
2002) 

Acido 2-ciano-3,12-
dioxoolean-1,9-dien-28-oico 
(CDDO) 

MCF-7 Arresto en S/G2-M 
Apoptosis. 
Regula la  expresión de 
ciclina D1, p21Waf1/CIP1 y 
Bcl-2  

(Bishayee 
et al., 2011) 

Acido C-28 metil ester de 2-
ciano-3,12-dioxoolean-1,9-
dien-28-oico (CDDO-Me) 

4T1 Aresto en  S/G2-M. 
  

(Bishayee 
et al., 2011) 

Acido Ganoderico DM 
(GADM)  

MCF-7 
  

Arresto en G0/G1 y 
apoptosis  
Inhibe CDK2, CDK6  y p-Rb 

(Wu et al., 
2012) 

Cucurbitacinas    

Cucurbitacina B MG-63, 
SAOS-2, 

Arresto en S/G2-M 
Apoptosis. 
Inhibición of ERK, Akt, y 
mTOR proteinas 

(Lee et al., 
2011) 

23,24-Dihydrocucurbitacina 
B (DHCB) 

MCF-7 Arresto en S/G2-M 
Apoptosis. 

(Yang et al., 
2007) 
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Tabla 3.  Triterpenos con efectos sobre el ciclo celular en células tumorales 

(continuación) 

Cicloartanos    

Acido molico α-L-arabinosa 
(MAA) 

Ca Ski  Arresto en S/G2-M 
Inducción de células 
hipodiploides. 

(Wong et 
al., 2012) 

Acido molico β-D-xilosa 
(MAX) 

Ca Ski  Arresto en S/G2-M  la 
inducción de las células 
hipodiploides. 

(Wong et 
al., 2012) 

23-O-acetilcimigenol-3-O-b-
D-xilopiranosa 

HepG2,  
R-HepG2 

Arresto en S/G2-M (Tian et al., 
2005a) 

24-O-acetilcimigenol -3-O-b-
D-xiopiranosa 

HepG2,  
R-HepG2 

Arresto en S/G2-M (Tian et al., 
2005a) 

25-O-acetilcimigenol-3-O-b-
D-xilopyranosa 

HepG2,  
R-HepG2 

Arresto en S/G2-M (Tian et al., 
2005a) 

Miscelanea    

AECHL-1  MDA-MB-
231,  
MCF-7, 
PC3 
B16F10  

Arresto en S/G2-M 
 
 
 
Arresto en G0/G1 

(Lavhale et 
al., 2009) 

Nimbolida HT-29 Arresto en S/G2-M 
Incremento de p21,  
1 y ciclina D1 
 

(Roy et al., 
2006) 

Toosendanina U937 Arresto en G0/G1 (Zhang et 
al., 2005) 

Eritrodiol HC-29 Arresto en G0/G1 y 
apoptosis  

 

 

Sin duda, las investigaciones previamente descritas para algunos triterpenos 

hacen que este tipo de compuestos, se consideren como promisorios para el 

desarrollo de nuevos agentes con propiedades tanto antiinflamatorias como 

inhibidoras del ciclo celular. 
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2.9. Parthenium argentatum 
 
 
 
El Parthenium argentatum es un arbusto que crece en las zonas áridas del 

norte del país y sur de los Estados Unidos (Figura 10), el cual tiene como 

nombre vulgar el de guayule, vocablo que literalmente significa “árbol de hule”. 

Fue referido por primera vez por J. M. Bigelow en 1852, y sus características 

botánicas fueron descritas por Asa Gray de la Universidad de Harvard en 1859 

(Hammond and Polhamus, 1965). 

 

Figura 10. Arbusto de Parthenium argentatum 
 

El hule, en el guayule, está almacenado como una suspensión coloidal de látex 

confinado en células individuales y se ubica prácticamente en todos los 

órganos de la planta, tallos, raíces y hojas. (Rollins, 1950). Se ha encontrado 

que esta especie es la única de este género que contiene cantidades 

suficientes de hule para ser de importancia económica. (Thompson and Ray, 

1989). De todas las fuentes de hule natural solo el de Hevea brasiliensis y el de 

P. argentatum ha sido puesto en circulación en el mercado mundial. 

 

El interés de producir hule a partir del guayule se remonta al año 1852, año en 

que fue descubierto, continuando hasta el final de la II Guerra Mundial, cuando 
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con el surgimiento de hules sintéticos disminuye el interés por las fuentes 

renovables de hule natural. El aprovechamiento del guayule de manera 

industrial se llevó a cabo en México de 1903 a 1951 exportando a los Estados 

Unidos 125,000 toneladas de hule (Domínguez, 1978). 

 

La extracción se realizaba por el método de flotación que era el 

económicamente más atractivo (Schloman et al., 1983), este consistía en 

colocar el material vegetal seco y molido en un estanque. Posteriormente se 

adicionaba una solución diluida de hidróxido de sodio, con lo que se facilitaba 

la extracción del látex. De esta forma el hule, en mezcla con un residuo vegetal, 

flotaba en la solución alcalina. El hule se purificaba mediante lavados con 

acetona. Finalmente, la recuperación de acetona mediante destilación, dejaba 

un residuo al cual se le llamo “la resina”. 

 

La investigación química orientada a aislar e identificar metabolitos secundarios 

distintos al hule se inicio en 1911, año en el que se publicó el aislamiento del 

parteniol (un alcohol sesquiterpenico) a partir de un extracto acetónico del 

guayule, mas tarde Walter en 1944 describió las propiedades del parteniol, 

posteriormente Haagen-Smit en 1948 propuso una estructura para el parteniol, 

siendo posteriormente corregida en 1986 por Martínez V. (Whitworth and 

Whitehead, 1991). 

 

Por otra parte Haagen-Smit en 1944 informo las propiedades físico-químicas, la 

composición y la distribución de los aceites esenciales encontrados en el 

guayule (α-pineno, limoneno felandral, entre otros). 
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Además de aceites esenciales, se han aislado por métodos cromatográficos del 

extracto etanólico de esta especie, flavonoides metoxilados derivados de la 

quercetagetina (Schloman et al., 1983). Adicionalmente, en 1970, Romo de 

Vivar y colaboradores, aislaron dos sesquiterpenos  llamados guayulinas A y B, 

a partir del extracto etanólico, así como dos triterpenos del tipo cicloartano las 

argentatinas A y C. Posteriormente Martínez-Vázquez y Rodríguez-Hann en 

1986, aislaron e identificaron las guayulinas C y D, ver figura 11.  

 

Figura 11. Estructuras de las guayulinas aisladas de P.argentatum 

 

Ese mismo año Romo de Vivar y colaboradores, lograron aislar la 

isoargentatina B, a partir de un extracto acetónico de la resina y en 1990, este 

mismo grupo de investigadores, aislaron la argentatina D a partir de un extracto 

hexánico de las raíces de P. argentatum, ver figura 12. 
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Figura 12.  Estructura de los triterpenos aislados de P. Argentatum 

 

2.10. LA RESINA 
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explotación del guayule, era necesario buscar un beneficio económico adicional 

en la resina, por lo tanto, el conocer la constitución química de este residuo se 

convirtió en un asunto de interés y las primeras investigaciones hechas a la 

resina fueron con fines industriales usándola en la fabricación de adhesivos y 

barnices. Tomando en cuenta que las argentatinas comprenden 27% de la 

resina, (Komoroski et al., 1986) se puede disponer de cantidades considerables 

de estos metabolitos. Aunado a su gran parecido estructural con compuestos 
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Nuestra experiencia (Oviedo-Chavez et al., 2004; Oviedo-Chavez et al., 2005; 

Flores-Rosete and Martinez-Vazquez, 2008) al igual que la de otros grupos 

(Recio et al., 1995b; Kinoshita et al., 1998; Akihisa and Yasukawa, 2001; 

Akihisa et al., 2003; Dzubak et al., 2006; Medeiros et al., 2007) nos indica que 

algunos triterpenos son buenos candidatos para la búsqueda de compuestos 

activos que interfieren con el proceso inflamatorio y tienen actividad citotóxica 

en líneas celulares de cáncer humano, por lo que en el presente trabajo se 

utilizó las argentatinas A (1), B (2) y D (3) y algunos de sus derivados para la 

búsqueda de moléculas activas en modelos de inflamación y citotoxicidad, con 

la finalidad de obtener compuestos candidatos para desarrollar fármacos que 

ayuden a la quimio prevención o la quimioterapia del cáncer, mediante su 

interacción con dianas terapéuticas relacionadas con la inflamación, y cáncer 

para ello se desarrolló la metodología descrita a continuación. 
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3. HIPOTESIS 
 
 
De acuerdo con los antecedentes de la literatura es factible suponer que las 

Argentatinas A (1) y B (2) poseen propiedades citostáticas y  antiinflamatorias.  

Por lo que las transformaciones químicas de estos triterpenos  permitirán 

obtener compuestos con mayor potencia farmacológica. 
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4. OBJETIVOS 
 

4.1. OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citostática de las Argentatinas A (1) y  B 

(2) y algunos de sus derivados. 

 
 

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES 
 
 

• Aislar e identificar las argentatinas A (1), B (2) y D (3) a partir de la 

resina obtenida como subproducto durante el proceso de obtención del 

hule a partir de la especie Parthenium argentatum (Gray). 

• Determinar el efecto antiinflamatorio de las Argentatinas A (1), B (2) y D 

(3) en ratones.  

• Obtener mediante transformaciones químicas derivados de las 

Argentatinas A (1), B (2) que posean efecto antiinflamatorio. 

• Determinar el efecto inhibitorio del ciclo celular de la Argentatina B (2)  

en líneas celulares de cáncer humano. 

• Obtener mediante transformaciones químicas derivados de las 

Argentatina B (2)  que inhiban de manera más eficiente la proliferación 

de líneas celulares de cáncer humano. 

• Evaluar el efecto antiinflamatorio y el efecto inhibitorio del ciclo celular  

de los derivados obtenidos. 
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5. PARTE EXPERIMENTAL 
 

5.1. PROCEDIMIENTOS QUÍMICOS GENERALES 
 

Para las extracciones se emplearon disolventes grado industrial destilados en 

el laboratorio. Los disolventes y reactivos empleados para la purificación, el 

análisis y las reacciones fueron de grado analítico (Sigma).  

 

Los análisis cromatográficos en capa fina (CCF) se realizaron siguiendo 

técnicas convencionales empleando placas de aluminio recubiertas con gel de 

sílice F254. 

 

Los procedimientos de cromatografía en columna abierta se efectuaron en 

columnas de vidrio de diferentes capacidades y se empleó gel de sílice F254 

como adsorbente. El revelado se realizó con luz ultravioleta de onda corta (254 

nm) y larga (350 nm) y con una solución de sulfato cérico. 

 

Los puntos de fusión de cada compuesto en estudio se determinaron en un 

equipo Fisher Johns y no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo se 

obtuvieron en un espectrofotómetro Nicolet FT-55X, y los espectros de RMN de 

1H  y 13C se adquirieron a  200 y 300 MHz y 50 ó 75 MHz respectivamente en 

los  equipos Varian Gemini 200, Unitv 300, Eclipse 300 o Broker-Avance 300. 

Los desplazamientos químicos se expresaron en ppm (δ), y las constantes de 

acoplamiento (J) se informaron en Hz. El tetrametilsilicio (TMS) se empleó 

como referencia interna. Los espectros de masas se obtuvieron en un 

espectrómetro de masas Jeol AH505HR.  
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5.2. RESINA 
 

La resina, un subproducto que es obtenido durante el proceso de 

industrialización de la especie P. argentatum (Gray), fue amablemente donada 

por la Comisión Nacional de Zonas Áridas (CONAZA) ubicada en Saltillo, 

Coahuila. 

 

5.3. AISLAMIENTO DE LAS ARGENTATINAS A, B y D: 
 

110.39 gramos de resina de P. argentatum, se disolvieron en hexano y se 

percolaron a través de una columna usando como fase estacionaria 750 gr. de  

gel de sílice 60 (0.015-0.040 mm) de la marca Merck, la cual fue 

posteriormente eluida con disolventes de polaridad ascendente hexano, AcOEt 

y  metanol. 

 

La caracterización de los tres triterpenos se efectuó por medio de la 

comparación de los datos espectroscópicos previamente informados en la 

literatura (Komoroski et al., 1986; Martínez et al., 1990; Romo de Vivar et al., 

1990). 

 

5.4. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTI-
INFLAMATORIA PRODUCIDA  POR LAS ARGENTATINAS 
A, B, D Y SUS DERIVADOS  

 

5.4.1. Modelos de inflamación in vivo 

5.4.1.1. Animales de laboratorio 
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Los ratones de la cepa CD-1 utilizados en los diferentes ensayos se obtuvieron 

en el bioterio del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM, se manipularon de 

acuerdo con las condiciones establecidas en la NOM-062-ZOO-1999. Se 

colocaron en cajas de polipropileno traslúcidas de paredes continuas, con un 

ciclo de luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura controlada de 22 ± 1°C y 

humedad de 50-60 %, con acceso ad libitum de agua y dieta estándar de 

laboratorio. 

 

5.4.1.2.  Inflamación inducida por 13-acetato de 12 O 

tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de ratón 

 
Para determinar la actividad anti-inflamatoria de los  compuestos aislados 1, 2 y 

3,  y los derivados 1a-1h y 2a- 2e se utilizó el modelo de inflamación en la oreja 

de ratón inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA, Sigma). 

 

Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente (De Young et 

al., 1989) con algunas modificaciones (Oviedo-Chávez et al., 2004). Así, se 

utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 con pesos entre 25-30 g. Los 

animales se dividieron al azar en grupos (uno por cada tratamiento) de 4 a 8  

animales, los cuales se pesaron, marcaron y anestesiaron por vía i.p. con 

pentobarbital sódico (Sedalforte®) a una dosis de 31.5 mg/kg. Una vez 

anestesiados los ratones, se aplicó por vía tópica 2.5 µg de TPA, disueltos en 

10 µL de etanol, en ambos lados de la oreja derecha (5 µL por lado). La oreja 

izquierda sólo recibió el vehículo correspondiente (5 µL a cada lado). Después 

de 10 minutos, se aplicaron las sustancias de prueba disueltas en acetato de 
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etilo y administradas sobre ambos lados de la oreja derecha en dosis de 0.05 a 

1 mg/oreja. Se aplicó indometacina disuelta en una mezcla de etanol y acetona 

(1:1 v/v) en un intervalo de dosis de 0.046 – 0.465 mg/oreja en la oreja derecha 

del grupo control como fármaco de referencia. El grupo control recibió en la 

oreja derecha 20 µL de acetato de etilo. La oreja izquierda de cada animal 

sirvió como control negativo. Después de 4 h, los animales fueron sacrificados 

por dislocación cervical  y se retiró una biopsia de 9 mm de diámetro de ambas 

orejas de cada animal. 

 

La inflamación se evaluó como la diferencia de pesos (en mg) entre la biopsia 

de la oreja derecha, respecto a la biopsia de la oreja izquierda de cada animal. 

El porcentaje de inhibición del edema (IE%) se calculó mediante la ecuación 

(1), donde A corresponde al valor promedio del edema en el grupo control, y B 

al valor promedio del edema del grupo tratado con las sustancias de prueba o 

el fármaco de referencia. 

%𝐼𝐸 = 100− 𝐵
𝐴
×100                                                           (1) 

Los datos de peso se expresaron como la media ± EE de 4-8 ratones. Se 

determinaron las diferencias estadísticas  entre el control y los grupos tratados 

utilizando un ANOVA seguido de la prueba de Dunnett. P <0,05 los valores 

fueron considerados  significativos. El porcentaje de inhibición del edema para 

cada dosis se calculó como se describe anteriormente. La dosis  efectiva 50 

(DE50) se calculó a partir de la ecuación de regresión utilizando datos 

significativos. 
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5.4.2. Modelos “in vitro” 

5.4.2.1.  Ensayo de inhibición in vitro de la ciclooxigenasa-2 
(COX-2)  

 
La capacidad de la argentatina B (2) para inhibir la COX-2 fue determinada 

usando  un  ensayo de detección colorimétrico de inhibición de la COX-2 

(Cayman Chemical, artículo 56031). La determinación se logró siguiendo  las 

instrucciones del fabricante. 

 

5.4.2.2.  Producción del óxido nítrico en macrófagos de ratón 
 

5.4.2.2.1. Obtención de macrófagos peritoneales de ratón 
 
 
Se siguió el método previamente descrito, para el cultivo y aislamiento de 

células primarias de los macrófagos peritoneales (Oviedo-Chávez et al., 2004). 

Un grupo (n = 3) de ratones hembras CD-1 con un rango de peso de 25-30 g, 

fueron inyectados i.p. con 1 mL de medio de tioglicolato Brewer (BD Dioxon, 

Becton Dickinson de México) al 3 % (p/v), 3 días antes de la cosecha. Después 

de ese tiempo, los ratones se sacrificaron por inhalación de CO2. Se administró 

en las paredes peritoneales 10 mL de medio de cultivo modificado Dulbecco’s 

(DMEM; GIBCO, Gran Isla, NY, EU) suplementado con penicilina (50 µg/mL), 

estreptomicina (50 UI/mL) y suero bovino fetal (SBF, GIBCO) al 5 %. Se aplicó 

un masaje abdominal intenso y se obtuvo el líquido peritoneal, que contiene a 

las células de exudado peritoneal. El líquido obtenido se centrifugó durante 6 

min (3400 rpm, 20 °C). El botón celular se suspendió en DMEM, y las células 

se sembraron en placas de 24 pozos (Becton Dickinson, Osnard, California, 

EU) a una concentración de 1 x 106 células/mL. Las placas se incubaron 

durante 2 h a 37 ºC en una incubadora con CO2 al 5%. Al término del tiempo, 
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las células no adherentes se lavaron y se adicionó DMEM fresco suplementado 

con SBF al 10%. Las células fijadas se incubaron durante 24 horas a 37 ºC, 

con o sin 50 µL de lipopolisacárido 10 µg/mL (LPS, de E. coli serotipo 055:B5, 

Sigma) y en la ausencia o presencia de compuestos de la prueba 1 y 2 

disueltos en EtOH en concentraciones de 3.1 a 100 µM. La concentración final 

de EtOH en el sobrenadante de cultivo celular fue de 0.1%, y esta 

concentración no mostró ningún efecto en los ensayos. 

 

 

5.4.2.2.2. Determinación de concentración de óxido nítrico 
(ON) 

 
 
La producción de óxido nítrico se determinó indirectamente mediante la 

cuantificación de nitritos acumulados en el medio de cultivo celular a través de 

la reacción de Griess (Dirsch et al., 1998). Se preparó el reactivo de Griess 

constituido por una mezcla en relación 1:1, de una disolución de sulfanilamida 

al 1% en ácido fosfórico (H3PO4) al 5 % y otra disolución de dihidroclorhidrato 

de N-(1-naftil)-etilendiamina al 0.1% en agua desionizada. Para llevar a cabo la 

reacción, se colocaron en una placa de 96 pozos 100 µL del reactivo anterior, y 

100 µL de los sobrenadantes de los cultivos celulares, a 20°C durante 10 min y 

sin agitación. A continuación la densidad óptica (DO) de cada muestra se leyó 

en un lector de microplacas (Elx 808, BIO-TEK Instruments, Inc.) a 515 nm. La 

concentración de nitritos (µM) se conoció por interpolación de los resultados de 

DO en una curva estándar construida con concentraciones conocidas de 

NaNO2 desde 0.01 hasta 50 µM. Las densidades ópticas se relacionaron 

directamente con la concentración de NO. La inhibición de la cantidad de NO 
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(%I) se calculó de acuerdo con la ecuación (2), en donde A corresponde al 

valor promedio de concentración de NO en el grupo control, y B es la cantidad 

de NO producida por cada grupo de ensayo. 

%𝐼 = 100− 𝐵
𝐴
×100                                                           (2) 

 

5.5. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA Y 

CITOSTÁTICA PRODUCIDA  POR LA ARGENTATINA B y 

SUS DERIVADOS  

5.5.1. Cultivo celular 
 

La línea celular de  cáncer colorrectal RKO fue donada por la  doctora Patricia 

Ostrosky-Wegman (Departamento de Medicina Genómica y Toxicología 

Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (UNAM), y se cultivó en medio suplementado-DMEM (100 

unidades / ml de penicilina G, 100 mg / ml de estreptomicina, 0,25 mg / ml de 

anfotericina B), 2 mM L-glutamina con FBS al 10% (v/v, Invitrogen), en un 

incubador humidificado (37 °C, 5% CO2). para los experimentos, 5x104 células / 

cm2 se sembraron en este medio durante la noche. 

 

5.5.2. Evaluación del Efecto citotóxico 

El efecto de la argentatina B y sus derivados se determinó a una concentración 

de 50 µM para determinar la ventana farmacológica. 
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Posteriormente, cada compuesto se evaluó a diferentes concentraciones 

(dependiendo del rango de potencia), con el fin de obtener las curvas 

concentración-respuesta y calcular la concentración inhibitoria media (CI50). 

 

5.5.3. Ensayo de citotoxicidad fluorométrico  
 

El ensayo fluorométrico (FMCA) se basa en el seguimiento de la fluorescencia 

que surge de la fluoresceína que se produce como resultado de la hidrólisis por 

las células con membranas celulares intactas (Larsson and Nygren, 1993; 

Csoka et al., 1994; Lindhagen et al., 2008). Cada pocillo se sembró con 180 µL 

de suspensión celular, que contienen aproximadamente 5.000 células. Las 

placas se incubaron a continuación durante 24 h a 37 °C bajo una atmósfera 

que contiene 5% de CO2. Después de 24 h, las células se trataron con cinco 

concentraciones diferentes (15-75 mm) de 2 y los derivados 2a-2l disueltos 

inicialmente en etanol (EtOH 0,1%). La doxorrubicina se utilizó a cinco 

concentraciones diferentes (0,01-1 mM) como control positivo. Una vez que el 

tiempo de incubación había terminado, se retiró el medio por aspiración, y las 

células se lavaron con solución salina tamponada con fosfato (PBS). Se añadió 

diacetato de fluoresceína (0,0317 mg / mL) y las células se incubaron durante 5 

min. en la oscuridad. La viabilidad se cuantificó por triplicado en un fluorómetro 

de microplacas Fluoroskan Ascenso (Thermo Electron Corporation, Vantaa 

Finlandia) (Ex: 485 nm, Em: 538 nm). La actividad de los compuestos se 

informó como un efecto sobre la supervivencia celular definida por la 

fluorescencia en los pocillos experimentales, considerando a las lecturas de 
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control como 100% de viabilidad y se determinó la  IC50 de cada compuesto, 

utilizando 7 dosis comprendidas entre 0 y 100 µM. 

5.5.3.1. Ensayo de exclusion de Azul tripán y Observación de 

cambios morfológicos celulares 

Las células RKO se cultivaron a una densidad de 1 x 106 células / ml en placas 

de cultivo de 60 mm. Después de 24 h, las células fueron tratadas con o sin 

diversas dosis de 2 por 24 h. Después del tratamiento, las células se 

visualizaron bajo un microscopio de contraste de fase invertida (Nikon) para 

observar los cambios morfológicos celulares producidos por el  tratamiento, y 

se tomaron fotografías. Después del periodo de tratamiento, tanto las células 

adherentes como las flotantes se cosecharon y se lavaron con PBS, y los 

sedimentos celulares se resuspendieron en medio y se incubaron durante 5 

min en 0,4% de azul  tripano (Sigma), las células viables se contaron usando 

un hemocitómetro. Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron 

3 veces. 

 

5.5.3.2. Indice Mitótico y de replicación  
 
Se trato durante 48 h las celulas RKO con 2 y el medio también se 

complementó con BrdU (3,24 M) para determinar los indices mitotico y de 

replicación, a las 48 h de cultivo, se añadió colcemid (0,13 g/mL) para la 

inhibición de la citocinesis. Una vez pasadas 72 h de cultivo las celulas se 

incubaron durante 30 min (37 °C, 5% CO2) en solución hipotónica (0,075 M 

KCl) para romper las membranas celulares. Después de la fijación (metanol / 

ácido acético 3:1) las células se dejaron caer sobre un portaobjetos y se tiñeron 
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de acuerdo con el método de fluorescencia más Giemsa para diferenciar las 

cromátidas hermanas (Perry, P.; Wolff, 1974). Se realizó un análisis 

microscópico para determinar el índice mitótico (IM) anotando el número de 

metafases en 2000 células. La proporción de primera (M1), segunda (M2) y 

tercera o más (M3) divisiones mitóticas en 100-200 metafases se evaluó para 

determinar el índice de replicación (IR) de acuerdo con la ecuación (3) (Rojas, 

et  al., 1993) 

𝑅𝐼 = 𝑀! ! !𝑀!!!𝑀!
𝑀𝑒𝑡𝑎𝑓𝑎𝑠𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎𝑠

                                           (3) 

 

5.5.3.3. Análisis del ciclo celular 
 
 
La distribución del ciclo celular se evaluó mediante tinción con yoduro de 

propidio (PI). Las células RKO se sembraron en placas de 60 mm de cultivo (1 

x 106 células) y se dejó 24 h para la fijación. Las células se trataron entonces 

con o sin 2 (5-100 mM) por 24 y 48 h; y se trató a la CI50 de cada derivado 2a-

2l por 24 h. Las células se recogieron, se lavaron con PBS, los sedimentos 

celulares se resuspendieron en 100 µL de PBS y se fijaron con etanol absoluto 

y se almacenaron a -20 oC durante 24 h. Las células fijadas se lavaron dos 

veces con PBS, y los sedimentos celulares se incubaron a continuación en un 

tampón que contiene 50 mg / ml de PI, 0.1% de citrato de sodio, 0,1% Triton-X-

100, y 100 mg / ml ARNasa durante 30 min en la oscuridad a temperatura 

ambiente. A continuación, el porcentaje de células en las fases del ciclo celular 

G1, S, y G2/M se analizó utilizando un citómetro de flujo FACSCanto II. Los 

datos fueron adquiridos y analizados utilizando software DIVA (Becton 
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Dickinson). La integración del área bajo la curva para cada una de las fases del 

histograma se realizó con el software ModFit LT. 

 

Como control negativo se utilizó etanol al 0,1% por cuanto los derivados de 

Argentatina B a probar se disolvieron a una concentración máxima de 0,1% 

(v/v) del mismo. 

 

Como control positivo se usó Doxorubicina 1µM, un quimioterapéutico utilizado 

comúnmente en el tratamiento de muchos tipos de cáncer incluido cáncer de 

colon (Park et al., 2012). Se ha reportado que se puede emplear este 

compuesto tanto en estudios citótóxicos como citostáticos a dosis 

comprendidas entre 0,1 µM a 8 µM en varias líneas tumorales  siendo 1µM 

para las células de cáncer de colon RKO una concentración cercana a la CI50 

de la molécula (Sadeghi-Aliabadi et al., 2010; Park et al., 2012). Se conoce 

adicionalmente que la Doxorubicina ocasiona tanto muerte celular por 

apoptosis como arresto en la fase G2 del ciclo celular (Park et al., 2012). 

 

5.5.3.4. Análisis estadístico 
 

Todos los datos se presentan como medias ± EEM de los experimentos 

realizados independientemente, como se indica en cada figura. La significación 

estadística se obtuvo con el análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) 

seguido de Dunnet post-test, los cultivos tratados se compararon con los 

observados en el control de etanol (GraphPad Prism 4) p = 0.05 fue 

considerado estadísticamente significativo. 
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5.6. Estudios in silico 
 

Para los estudios de simulación se utilizó el metodo docking automatizado 

implementado en MOE 2012.101 utilizando el campo de fuerza MMFF94s. La   

estructura del cristal de la COX-2 seleccionada para este estudio  fue PDB-

ID:1CX2 co-cristalizada con SC-558, que es un inhibidor selectivo de la COX-2; 

_ENREF_9 ligando ocupa el sitio activo de la COX-2. Para tener en cuenta, al 

menos parcialmente, para la flexibilidad de proteínas, el acoplamiento rígido fue 

seguido por ajuste inducido de acoplamiento, con la configuración 

predeterminada. 

 

5.7. TRANSFORMACIONES QUÍMICAS DE LAS 
ARGENTATINAS A y B  

 

A partir de las argentatinas A (1) y B (2) se obtuvieron 20 derivados 1a-1h y 2a- 

2l. 

Las transformaciones correspondientes se describen a continuación.  
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5.7.1. ARGENTATINA A 

5.7.1.1.  16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-
epoxicicloartan-3 ona [1a]. 

 

Figura 13. Obtención de la 16, 25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-

epoxicicloart-3-ona [1a].  

 

Una mezcla de 25.5 mg de 1,  21 mg de acetato de sodio y 2 ml de anhídrido 

acético se calentó a reflujo por una hora. Posteriormente, la mezcla de reacción 

se vertió en un matraz Erlenmeyer que contenía 5 g de hielo, se agitó por 3 

minutos y se extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). La fase orgánica se secó y 

concentró a presión reducida para obtener un sólido impuro. La purificación del 

producto de reacción se logró mediante re cristalizaciones sucesivas (Hex/ 

AcOEt) para obtener 27.4 mg del 16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-

epoxi-16,25-dihidroxicicloart-3-ona [1a]. p.f. 158-160 °C. IR (Película) cm-1: 

1727 (C=O), 1701 (C=O).  E.M. m/z (%): 556 (M+); M-60 (496; 37.0); M-59 

(3.08); M-58 (498;1.5); 185 (58.68); 143 (33.97); 125 (100); 85 (10.03); 59 

(3.08); 58 (0.77); 43 (44.01). RMN 1H (300 MHz, CDCl3) RMN 1H (200 MHz) δ 

ppm: 0.58 (d, J=5.6 Hz, 1H, H-19), 0.84 (d, J=5.6 Hz,1H), 0.95 (s, 3H, CH3), 

1.04 (d, 3H, CH3), 1.09 (s, 3H, CH3), 1.22 (s,3H, CH3), 1.39 (s, 3H, CH3), 1.46 

(s, 3H, CH3), 1.54 (s, 3H, CH3), 2.0 (s, 3H, CH3), 2.02 (s, 3H, CH3), 3.75 (t, 

J=7.76 Hz, IH, H-24), 5.41 (m,1H, H-16). RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.22 (C-

1), 37.37 (C-2), 216.2 (C-3), 50.13 (C4), 47.7 (C-5), 21.2 (C-6), 26.2 (C-7), 

48.35 (C-8), 22.13 (C-9), 26.43 (C-10), 26.72 (C-11), 32.04 (C-12), 46.5 (C-13) 

O

O OH

OH
1

O

O OAc

OAc
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46.99 (C-14), 45.45 (C-15), 75.04 (C 16), 57.0 (C-17), 20.75 (C-18), 30.39 (C-

19), 85.05 (C-20), 22.91 (C-21), 34.93 (C-22), 25.63 (C-23), 81.68 (C-24), 82.28 

(C-25), 28.68 (C-26), 22.68 (C-27), 19.90 (C-28), 21.57 (C29), 20.08 (C-30), 

170.44, 170.30, 22.13 y 22.68 (metilo de los grupos acetato), 170.4 y 170.3 

(carbonilo de los grupos acetato). 

 

5.7.1.2.  2α-Bromo-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,2 
dihidroxicicloartan- 3-ona [1b]. 

 

Figura 14. Obtención de la 2α-Bromo-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25- 

dihidroxicicloartan-3-ona [1b]. 

 

100 mg de argentatina A (1) se disolvieron en 5 ml de ácido acético glacial y se 

hicieron reaccionar con 0.4 ml de una disolución 1M de bromo en ácido acético. 

La reacción se llevó a cabo en agitación a 3 °C. Después de 90 minutos, la 

mezcla de reacción se vertió en un matraz Erlenmeyer que contenía 50 g de 

hielo. Se observó la presencia de un precipitado abundante de color amarillo, el 

cual se lavó con una disolución 5% NaHCO3 y, posteriormente, se recristalizó 

para obtener el producto 1b, p. f. 116-118°C. IR (película) ν
max 

cm
-1

: 3380.48 

(O-H), 2972.39-2872.9 (C-H), 1721.94 (C=O), 1463.42, 1382.14. EM-IE m/z 

(%): 550 (M+, 0.77), 498 (15), 496 (15), 351 (5), 349 (5), 143 (100), 125 (30), 

107 (31), 81 (20), 71 (32), 43 (30). RMN 1H (200 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.60 (d, 

J=4.3, 1H, H-19), 0.73 (d, J=4.3, 1H, H-19´), 0.89 (s, 3H, CH3), 1.14 (s, 3H, 
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CH3), 1.16 (s, 6H, 2CH3), 1.25 (s, 3H, CH3), 1.29 (s, 3H, CH3), 2.70 (sa, 2H, 2 

O-H), 3.86 (t, J= 7.7, 1H, H-24), 4.63 (m, 1H, H-16), 5.11 (dd, J= 6.5, J= 12.8, 

1H, H-2β). RMN13C (50 MHz, CDCl3) δ ppm: 32.9 (C-1), 37.6 (C-2), 201.4 (C-3), 

50.9 (C-4), 47.7 (C-5), 21.01 (C-6), 25.6 (C-7), 43.5 (C-8), 20.8 (C-9), 25.9 (C-

10), 26.6 (C-11), 31.8 (C-12), 46.2 (C-13), 46.5 (C-14), 48.3 (C-15), 73.2 (C-16), 

55.4 (C-17), 21.6 (C-18), 30.2 (C-19), 87.0 (C-20), 21.1 (C-21), 37.3 (C-22), 

27.3 (C-23), 84.5 (C-24), 70.9 (C-25), 27.3 (C-26), 26.1 (C-27), 20.4 (C-28), 

20.7 (C-29), 21.0 (C-30). 

 

5.7.1.3.  3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-
dihidroxicicloartan [1c] 

 

 
 

Figura 15. Obtención de la 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25- 

dihidroxicicloartan [1c] 

 

Una solución de 301 mg de argentatina A [1] en 4.5 ml de piridina se trató con 

99 mg of NH2OH.HCl. La mezcla de reacción se agitó y calentó a reflujo 

durante una hora. Posteriormente, la mezcla se vertió en un matraz que 

contenía 100 g de hielo y extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). La fase orgánica se 

lavó en repetidas ocasiones con una disolución de HCl al 10% seguido de agua 

y posteriormente se secó y concentró a presión reducida. El residuo obtenido 

se purificó por medio de recristalizaciones sucesivas por par de disolventes 
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(Hex/AcOEt), para obtener 277 mg de la 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-

epoxi-16,25-dihidroxicicloartan [1c]. p. f. 200-205°C. IR (KBr) ν
max 

cm
-1

: 3379.8, 

2968.9, 2870.9, 1638.5, 1460, 1380.1, 1103.9. EM-IE m/z (%): 487 (M+,13), 470 

(9), 452 (9), 286 (8), 143 (100), 125 (21), 59 (10). RMN 1H (300 MHz,CDCl3) δ 

ppm: 0.54 (d, J=4.2, 1H, H-19), 0.74 (d, J=4.2, 1H, H-19´), 0.88 (s, 3H,CH3), 1.1 

(s, 6H, 2CH3), 1.3 (s, 3H, CH3), 1.3 (s, 3H, CH3), 1.4 (s, 3H, CH3), 3.38 (dc, 1H), 

3.9 (t, J= 1.8, J= 7.8, 1H, H-24), 4.6 (m, 1H, H-16). RMN 13C (75.4 MHz) δ 

ppm: 32.7 (C-1), 20.0 (C-2), 167.1 (C-3), 43.4 (C-4), 48.8 (C-5), 21.7 (C-6), 26.1 

(C-7), 47.6 (C-8), 20.9 (C-9), 27.3 (C-10), 26.1 (C-11), 33.1 (C-12), 46.3 (C-13), 

46.6 (C-14), 48.7 (C-15), 73.4 (C-16), 55.6 (C-17), 21.2 (C-18), 30 (C-19), 87.2 

(C-20), 25.7 (C-21), 37.3 (C-22), 23.7 (C-23), 84.5 (C-24), 70.8 (C-25), 27.3 (C-

26), 26.3 (C-27), 20.3 (C-28), 20.9 (C-29), 20.9 (C-30). 

 

5.7.1.4.  4-Aza-20,24-epoxy-16, 25-dihydroxy-cycloartan [1d] 

 

Figura 16. Obtención de la 4-Aza-20, 24-epoxy-16, 25-dihydroxy-cycloartan 

[1d] 
 

A 100 mg de oxima de argentatina  A 1c disueltos en CHCl3 se le adicionaron 

0.5 mL de anhídrido trifluoroacético lentamente a 0°C. Concluida la adición se 

mantuvo la mezcla de reacción con agitación constante a 25°C durante 18 min. 

La mezcla de reacción se  evaporó a presión reducida. De esta reacción se 
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obtuvo un producto identificado como 16-trifluoroaxetoxi-lactama de argentatina 

A. A dicho producto se le adicionó una solución de carbonato de potasio en 

metanol y se mantuvo con agitación durante 15 min. a temperatura ambiente, 

posteriormente la solución se filtró y el disolvente se evaporó a presión 

reducida. El producto de reacción se purificó por cromatografía en columna con 

polaridad de 2:1 Hex:AcOEt, obteniendo 38 mg de 4-Aza-20, 24-epoxy-16, 25-

dihydroxy-cycloartan [1d]. IR (CHCl3):  νmax 
cm

-1
: 3612, 3395, 2963, 2871, 1644 

cm-1. EIMS m/z (%): 487 (M+, 29.27), 429 (M+ -58, 5.4), 428 (11.5), 413 (64.86), 

58 (100). HRMS: encontrado m/z 488.3726, [M+H]+; C30H50NO4 requerido 

488.3739. 1H NMR (CDCl3, 300 MHz): d 0.61 (1H, d, J = 6 Hz, H-190), 0.68 

(1H, d, J = 6 Hz, H-19), 0.86 (3H, s, H-29/30)*, 1.11 (3H, s, H-18), 1.21 (3H, s, 

H-21), 1.26 (3H, s, H-27), 1.30 (3H, s, H-26), 1.33 (3H, s, H-29/30)*, 3.1 (1H, m, 

H-2), 3.83 (1H, t, J = 7 Hz, H-24), 4.60 (1H, m, H-16), 7.5 (1H, s, NH). 13C NMR 

(75 MHz, CDCl3): d 20.2 (C-18), 20.3 (C-28), 21.0 (C-6), 21.0 (C-9), 22.1 (C-

29), 23.9 (C-23), 24.4 (C-30), 25.3 (C-21), 26.5 (C-7), 26.5 (C-10), 26.7 (C-11), 

27.0 (C-26), 27.5 (C- 27), 29.5 (C-1), 29.9 (C-2), 30.8 (C-19), 33.0 (C-12), 36.2 

(C-22), 45.5 (C-14), 45.9 (C-13), 48.2 (C-5), 48.5 (C-8), 50.08 (C-15), 55.5 (C-

4), 56.3 (C-17), 69.4 (C-25), 71.5 (C-16), 83.4 (C-24), 85.6 (C- 20), 175.6 (C-3).  

 

5.7.1.5.  20, 24-epoxi-3,16-dioxo-25-nor-cicloartan [1e] 

 
 
Figura 17. Obtención de la 20, 24-epoxi-3,16-dioxo-25-nor-cicloartan  [1e] 
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200 mg de 1 fueron tratados con 170 mg ácido m-cloroperoxibenzoico durante 

3 horas, para obtener 180 mg de un sólido blanco identificado como 20, 24-

epoxi-3,16-dioxo-25-nor-cicloartan  [1e]. 

5.7.1.6.  3,16-dioxo-25-nor-cicloartan-20, 24-lactona [1f] 

  
Figura 18. Obtención de la 3,16-dioxo-25-nor-cicloartan-20,24-lactona [1f] 
 
 

Una disolución de 100 mg de argentatina A [1] en 4 ml de ácido acético se trató 

a 0-5 °C con una disolución acuosa de trióxido de cromo preparada con 100 mg 

de CrO3 en 0.3 ml de agua. Después de 1 hora, la mezcla se dejó a 

temperatura ambiente y posteriormente se extrajo con AcOEt (3x). La fase 

orgánica se procesó de manera usual para obtener la 3,16-dioxo-25-

norcicloartan-20,24-lactona [1f]. p. f. 138-140 °C. IR (Película) ν
max 

cm
-1

: 

2972.73 2876.01, 1768.64 (C=O), 1737.46 (C=O), 1703.84 (C=O), 1462.38, 

1385.8. EM-IE m/z (%): 426 (M+, 100), 411 (23), 313 (35), 288 (34), 270 (15),  

(42), 43 (27). RMN 1H (200 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.68 (d, J= 4.5, 1H, H-19), 0.88 

(d, J= 4.5, 1H, H-19´), 1.07 (s, 3H, CH3), 1.12 (s, 3H, CH3), 1.13 (s, 3H, CH3), 

1.34 (s, 3H, CH3), 1.49 (s, 3H, CH3). RMN 13C (50 MHz) δ ppm: 33.1 (C-1), 37.3 

(C-2), 215.1 (C-3), 50.1 (C-4), 48.5 (C-5), 21.2 (C-6), 26.2 (C-7), 47.0 (C-8), 

20.2 (C-9), 26.5 (C-10), 26.1 (C-11), 33.4 (C-12), 45.7 (C-13), 46.2 (C-14), 50.6 

(C-15), 215.8 (C-16), 65.1 (C-17), 28.3 (C-18), 30.1 (C-19), 85.5 (C-20), 22.1 
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(C-21), 42.4 (C-22), 27.8 (C-23), 177.2 (C-24), 19.7 (C-28), 20.7 (C-29), 19.9 

(C-30). 

 

5.7.1.7.  3- hidroxi (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-
dihidroxicicloartan [1g] 

 

Figura 19. Obtención de la 3-hidroxi (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloartan [1g] 
 

A 100 mg de argentatina A [1] se los trató con 80 mg borohidruro de sodio 

(NaBH4) obteniéndose un sólido blanco identificado como 3-hidroxi 

(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan [1g], con punto de 

fusión de 125-128 oC y peso molecular de 474 g/mol. 

 

5.7.1.8.  3,16-dioxo-25-nor-cycloart-17-en-24-oic acido [1h] 

 

Figura 20. Obtención de la 3,16-dioxo-25-nor-cycloart-17-en-24-oic acido [1h] 

 

Una solución de 100 mg de 1f en EtOH se mantuvo a reflujo con 289 mg of 

hidróxido de potasio por 40 min. Después la reacción fue neutralizada y se 
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obtuvo 70 mg de 3,16-dioxo-25-nor-cicloartan-17-en-24-oic acido [1h]. p.f.  

182–184 oC. IR (KBr): ν
max 

cm
-1

: 3327, 1741, 1703, 1615 cm
-1

. EIMS m/z (%): 

426 (M+, 39.69), 411 (100), 143 (4.5), 125 (3). HRMS: encontrado m/z 

427.2864, [M+H]+; C27H39O4 requerido 427.2848.1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 

ppm:  0.64 (d, J = 4.2 Hz, 1H, H-19), 0.86 (d, J = 4.8 Hz, 1H, H-190), 0.99 (s, 

3H, CH3), 1.06 (s, 3H, CH3), 1.11 (s, 3H, CH3), 1.35 (s, 3H, CH3), 1.92 (s, 3H, 

CH3). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ ppm: 20.2 (C-18), 20.7 (C-28), 20.8 (C-30), 

20.9 (C- 9), 21.2 (C-29), 22.1 (C-21), 22.6 (C-6), 26.0 (C-7), 26.3 (C-11), 26.3 

(C-10), 29.2 (C-23), 30.6 (C-19), 30.8 (C-22), 32.6 (C-12), 33.1 (C-1), 37.2 (C-

2), 42.3 (C-13), 45.7 (C-14), 47.9 (C-8), 48.2 (C-5), 50.20 (C-4), 51.0 (C-15), 

141.7 (C-17), 149.5 (C-20), 177.8 (C-24), 207.3 (C-16), 216.0 (C-3).  

 

5.7.2. ARGENTATINA B 

5.7.2.1.  25-O-acetil-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona [2a] 

  

Figura 21. Obtención de 25-O-acetil-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25 

hidroxicicloartan -3-ona [2a] 

 

Una mezcla de 500 mg (1.09 mmol) de argentatina B (2), 256 mg de acetato de 

sodio y  6 ml de anhídrido acético, se calentó a temperatura de reflujo por 5 

horas, posteriormente se vertió sobre un matraz erlenmeyer que contenía 50 g 

de hielo y se agitó por 15 minutos, se formó un precipitado que se disolvió en 
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AcOEt, la fase orgánica se evaporó a presión reducida  para obtener un 

producto de color café que se recristalizó con hexano/AcOEt obteniéndose 417 

mg de  25-O-acetil-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2a]. p.f. 

152-154 oC. IR (KBr) cm-1: 2944, 2872, 1734 (C=O), 1707 (C=O), 1464, 1370, 

1254,1115. p. f. 164 °C. IR (KBr) ν
max 

cm
-1

: 2944.8, 2872.1, 1734.3 (C=O), 

1707.6 (C=O), 1464, 1370, 1254.5, 1115.0. EM-IE m/z,(%): 498 (1.5), 440, 438, 

397 (100), 143, 85. RMN 
1
H (200 MHz) CDCl

3 
δ ppm: 0.57 (d, J= 4.4, 1H, H-

19), 0.82 (d, J= 4.4, 1H, H-19´), 0.88 (s, 3H, CH
3
), 0.93 (d, J= 6.3 Hz, 1H, CH

3
-

21), 1.05 (s, 3H, CH
3
), 1.10 (s, 3H, CH

3
), 1.17 (s, 3H, CH

3
), 1.39 (s, 3H, CH

3
), 

1.44 (s, 3H, CH
3
), 1.96 (s, 3H, CH

3
), 2.30 (ddd, J= 2.70, J= 4.3, J= 14.03, 1H), 

2.72 (td, J= 6.6, J= 13.8, 1H), 3.83 (dd, J= 2.2, J= 12.3, 1H, H-24), 4.62 (c, 1H, 

H-16). 

 

5.7.2.2.  2α- Bromo-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-
3-ona [2b] 

 

Figura 22. Obtención de la 2α-Bromo-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2b] 

 

Se disolvieron 200.4 mg de argentatina B (2) (0.44 mmol) en 5 ml de ácido 

acético glacial y se hicieron reaccionar con 0.44 ml de una disolución 1M de 

bromo en ácido acético glacial. La reacción se llevo a cabo en agitación a 5 oC, 
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después de 75 minutos la mezcla de reacción se vertió en un matraz 

erlemmeyer que contenía 35 gramos de hielo. Se observó un precipitado 

blanco abundante, el cual se lavó con una solución al 10% de NaHCO3, se 

disolvió en AcOEt y se seco sobre Na2SO4 anhidro, luego se recristalizó con 

hexano/AcOEt, la purificacion del producto se realizó via cromatrografia en 

columna empacada con gel de silice y eluida con una mezcla hexano:AcOEt de 

polaridad creciente. De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (93:7) se 

obtuvieron 151.2 mg (64.3%) de 2α- Bromo-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2b], de p. f. 203-205 °C. IR (CHCl
3
) ν

max 
cm

-1
: 3338.93 

(O-H), 2977.18 - 2874.74 (C-H), 1720.5 (C=O), 1464.44, 1384.73. EM-IE m/z 

(%): 534 (M
+
, 4), 519 (M

+ 
-15, 2.7), 476 (M

+ 
-58, 26), 475 (M

+ 
-59, 47.9), 175 

(100), 143 (15.6), 85 (95.2), 59 (76.02). RMN 
1
H (400 MHz, CDCl

3
) δ ppm: 0.71 

(d, J=4.8, 1H, H-19), 0.88 (s, 3H, CH
3
), 0.94 (d, J= 6.6, 3H, CH

3
-21), 1.09 (s, 

6H, 2CH
3
), 1.15 (s, 9H, 3CH

3
), 2.80 (sa, 1H, O-H), 3.59 (dd, J= 2.2, J= 11.3, 

1H, H-24), 4.60 (c, 1H, H-16), 5.11 (dd, J=6.6, J=12.8, 1H, H-2β). RMN 
13

C (50 

MHz) δ ppm: 33.3 (C-1), 46.0 (C-2), 205.7 (C-3), 55.0 (C-4), 48.4 (C-5), 21.2 

(C-6), 20.9 (C-7), 47.4 (C-8), 21.3 (C-9), 26.19 (C-10), 26.4 (C-11), 32.4 (C-12), 

45.9 (C-13), 47.5 (C-14), 44.9 (C-15), 74.9 (C-16), 57.4 (C-17), 18.7 (C-18), 

29.2 (C-19), 29.2 (C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4 (C-23), 82.5 (C-24), 

73.2 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 19.5 (C-28), 23.0 (C-29), 20.8 (C-30). 
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5.7.2.3.  3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-
ona [2c] 

 

 

Figura 23. Obtención de la 3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2c] 

  

Se disolvieron 102.1 mg de argentatina B (2) (0.22 mmol) en 1.5 ml de piridina 

y se hicieron reaccionar con 0.28 mg de clorhidrato de hidroxilamina (0.40 

mmol), la reacción se llevo a cabo en agitación a temperatura de reflujo por 1 

hora, luego la mezcla de reacción se vertió en un matraz erlemmeyer que 

contenía 50 gramos de hielo. Se observó un precipitado blanco abundante, el 

mismo que se filtró, posteriormente se disolvió en AcOEt, se lavo con HCl al 

10% y agua, la fase orgánica se seco con sulfato de sodio anhidro y el 

disolvente se evaporó a presión reducida, luego se recristalizó con 

hexano/AcOEt, para obtener 98.8 mg de la 3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2c]. p.f. 223-225 oC. IR (KBr) ν
max

 cm-1: 3498, 3386 (O-

H), 2958, 2927 (C-H) 1737, 1460, 1378, 1115, 1058, 929. EM-IE m/z (%): 471 

(M
+
, 78), 454 (65), 413 (M

+ 
-58, 40), 412 (90), 396 (50), 107 (38), 59 (100). 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl

3
) δ ppm: 0.50 (d, J=4.5, 1H, H-19), 0.72 (d, J=4.5, 1H, 

H-19´), 0.88 (s, 3H, CH
3
), 0.93 (d, J= 6.3, 3H, CH

3
-21), 1.09 (s, 6H, 2CH

3
), 1.11 
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(s, 3H, CH
3
), 1.16 (s, 3H, CH

3
), 3.36 (dc, 1H), 3.59 (dd, J= 1.8, J= 12.5, 1H, H-

24), 4.59 (c, 1H, H-16). RMN 
13

C (75.4 MHz) δ ppm: 32.7 (C-1), 35.5 (C-2), 

168.9 (C-3), 45.8 (C-4), 48.8 (C-5), 21.2 (C-6), 26.1 (C-7), 47.2 (C-8), 20.9 (C-

9), 25.6 (C-10), 26.3 (C-11), 32.7 (C-12), 44.8 (C-13), 42.9 (C-14), 45.9 (C-15), 

74.9 (C-16), 57.4 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19), 29.0 (C-20), 20.7 (C-21), 

35.5 (C-22), 23.4 (C-23), 82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.8 (C-27), 

19.5 (C-28), 21.7 (C-29), 20.5 (C-30). 

 

 

5.7.2.4.  4-Aza-(16β,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona 
[2d] 

  

Figura 24. Obtención de la 4-aza-(16β,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3- 

ona [2d]. 

 

Una disolución de 70 mg de la 3-oxima-(16β,24R)-16,24-epoxi-25- 

hidroxicicloartan-3-ona [2c] en CH2Cl2 a 0°C en agitación, se trató con 1 ml de 

anhidrido trifluoroacético, durante 1 hora. Después, se adicionaron 10 ml de 

agua. La fase orgánica se separó y se lavó con una disolución de NaHCO3 al 

5% (3 x 20 ml) y posteriormente con agua (3 x 20 ml). A partir de la fase 

orgánica se aisló un sólido, el cual se purificó por medio de cromatografía en 

columna (MeOH). Finalmente, se obtuvieron 38.7 mg de la 4-aza-(16β,24R) 

O OH

HN
O

2dN

O OH

HO

2c



 74 

16,24-epoxi-25- hidroxicicloartan [2d], p. f. 190-193°C. IR (CHCl3) νmax 
cm-1: 

3405.1 (O-H), 2963 (C-H), 2871.3, 1650 (CO), 1455.9, 1376.3 (C-N), 1113.0. 

EM-IE m/z (%): 471 (M+, 22), 413 (M+ -58, 15), 412 (40), 58 (100). RMN 1H 

(200 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.60 (d, J=4.9, 1H, H-19), 0.67 (d, J=4.9, 1H, H-19´), 

0.90 (s, 3H, CH3), 0.93 (d, J= 6.5, 3H, CH3-21), 1.09 (s, 6H, 2CH3), 1.15 (s, 

3H, CH3), 1.21 (s, 3H, CH3), 1.30 (s, 3H, CH3), 2.56 (m, 2H, CH, OH), 3.59 

(dd, J= 2.14, J= 12.2, 1H, H-24), 4.61 (c, 1H, 39-16), 6.43 (NH). RMN13C (50 

MHz) δ ppm: 30.4 (C-1), 35.4 (C-2), 177.6 (C-3), 57.3 (C-4), 50.3 (C-5), 23.5 

(C-6), 25.5 (C-7), 48.5 (C-8), 23.0 (C-9), 28.1 (C-10), 26.9 (C-11), 32.9 (C-12), 

45.9 (C-13), 45.3 (C-14), 45.1 (C-15), 75.0 (C-16), 57.5 (C-17), 19.1 (C-18), 

29.9 (C-19), 28.9 (C-20), 20.9 (C-21), 35.2 (C-22), 25.5 (C-23), 82.6 (C-24), 

73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.7 (C-27), 19.7 (C-28), 31.8 (C-29), 24.3 (C-30). 

 

5.7.2.5.  (16β, 24R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloartan-3,4-
lactona [2e]  

 

Figura 25. Obtención de la (16β,24R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloartan-3,4-

lactona [2e]  
 

300 mg de 2 fueron tratados con 174 mg ácido m-cloroperoxibenzoico durante 

3 horas, para dar 124 mg  de 2e, p. f. 136–138 oC. [α]589 -36.5o (c 6.8 mg/mL, 

CHCl3). IR (CHCl3): νmax 
3502, 2970, 1702 cm-1. EIMS m/z (%): 472 (M+, 9.8), 

414 (M+ -58, 15), 413 (100), 143 (16.2), 55 (33). HRMS: encontrado m/z 

O OH

O
O

2eO

O OH

2
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473.3615 [M+H]+; C30H49O4 requerido 473.3630. 1H NMR (200 MHz, CDCl3) d 

ppm: 0.50 (d, J = 4.4, 1H, H-19), 0.66 (d, J = 4.9, 1H, H-190), 0.89 (s, 3H, CH3), 

0.93 (d, 3H, CH3-21), 1.05 (s, 12H, 4CH3), 1.17 (s, 3H, CH3-30), 2.70 (m, 2H), 

2.17 (s, OH), 3.60 (bd, J = 11.4, 1H, H-24), 4.60 (q, 1H, H-16). 13C NMR (75 

MHz CDCl3): d 18.9 (C-18), 19.6 (C-28), 20.8 (C-21), 27.3 (C-10), 22.7 (C-9), 

22.9 (C-29), 23.3 (C-23), 23.8 (C-26), 24.9 (C-1), 25.3 (C-6), 25.7 (C-2), 25.8 

(C-27), 26.7 (C-11), 26.7 (C-7), 28.8 (C-20), 29.6 (C-19), 30.9 (C-30), 32.6 (C-

12), 35.3 (C-22), 44.9 (C-15), 45.0 (C- 14), 45.2 (C-l3), 48.2 (C-8), 49.7 (C-5), 

57.0 (C-17), 73.1 (C-25), 74.9 (C-16), 87.1 (C-4), 82.4 (C-24), 175.4 (C-3).  

 

5.7.2.6.  25-O-acetil-3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25- 
hidroxicicloartan [2f] 

 

 

Figura 26. Obtención la 25-O-acetil-3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan [2f]  
 

100.2 mg (0.204 mmol) de 25-O-acetil-(16β,24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2a], disueltos en 1.5 ml piridina, se hicieron reaccionar 

con 28.9 mg de clorhidrato de hidroxilamina a temperatura de reflujo por 1.5 

horas, luego la mezcla de reacción se vertió en un matraz erlemmeyer que 

contenía 50 gramos de hielo. Se observó un precipitado, se filtró y  se disolvió 

en AcOEt, se lavo con HCl al 10% y agua, la fase orgánica se seco con sulfato 

N

O OAc

2f
HOO

O OAc
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de sodio anhidro y el disolvente se evaporó a presión reducida, luego se 

recristalizó con hexano/AcOEt, para obtener 78.8 mg (86.1%) de la 25-O-acetil-

3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan (2f). p.f. 208-210 °C. IR 

(KBr) ν
max

 cm-1: 3319.1 (O-H), 2950.3-2874.8 (C-H), 1734.8 (C=O), 1654, 

1459.3, 1371.6, 1255.2, 1115.7, 934.5. EM-IE m/z (%): 513 (M+, 16), 454 (65), 

497 (12), 496 (11), 453 (69), 436 (100), 412 (92), 396 (36), 109 (33), 59 (15), 43 

(63). RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.49 (d, J=4.4, 1H, H-19), 0.72 (d, 

J=4.4, 1H, H-19´), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.92 (d, J= 6.5, 3H, CH3-21), 1.12 (s, 3H, 

CH3), 1.15 (s, 3H, CH3), 1.19 (s, 3H, CH3), 1.39 (s, 3H, CH3), 1.44 (s, 3H, CH3), 

1.96 (s, 3H, CH3 del grupo acetato), 3.37 (dc, 1H), 3.82 (dd, J= 2.0, J= 12.3, 

1H, H-24), 4.61 (c, 1H, H-16). RMN 13C (75.4 MHz) δ ppm: 32.6 (C-1), 20.8 (C-

2), 169.2 (C-3), 43.0 (C-4), 48.7 (C-5), 21.2 (C-6), 25.7 (C-7), 47.1 (C-8), 20.8 

(C-9), 26.3 (C-10), 26.1 (C-11), 32.7 (C-12), 45.7(C-13), 45.6 (C-14), 44.7 (C-

15), 74.4 (C-16), 57.2 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19), 29.0 (C-20), 21.1 (C-21), 

35.3 (C-22), 22.3 (C-23), 80.2 (C-24), 85.0 (C-25), 23.5 (C-26), 23.3 (C-27), 

19.5 (C-28), 21.7 (C-29), 21.4 (C-30), 170.3 y 22.5 (C=O y metilo del grupo 

acetato). 

 

5.7.2.7.  (16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-1en-3-ona 
[2g] 

 

Figura 27. Obtención de la (16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-1en-3-

ona [2g] 

O

O OH
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A una suspensión en ebullición de carbonato de calcio (106.55 mg) en 

diacetamida (5 ml) se colocaron  124.1 mg de 2α- Bromo-(16β, 24R)-16,24-

epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2b]. La mezcla se dejo reaccionar por 1 hora 

en reflujo y agitación constante, posteriormente se dejó enfriar y se agrego 7,5 

ml de acido clorhídrico al 10% y el solido formado se filtró. La purificación de 

compuesto se realizó por recristalización con Hexano/AcOEt, se obtuvieron 

91.7 mg de (16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-1en-3-ona [2g] como 

un sólido cristalino. IR (CHCl
3
) ν

max 
cm

-1
: 3684.26 (O-H), 3050, 2976.92-

2876.12 (C-H), 1663.29 (C=O), 1603, 1521.87, 1473.46, 1424.45, 1334, 1112. 

EM-IE m/z (%): 454 (M
+
, 27), 436 (M

+ 
-18, 24), 396 (M

+ 
-58, 60), 377 (35), 233 

(38), 203 (62), 201 (52), 175), 1.09 (s, 6H, 2C), 1.14 (s, 3H, C (61), 161 (80), 

159 (77), 147 (62), 137 (100), 135 (83), 120 (56), 109 (68), 93 (54), 85 (48) 59 

(39). RMN 1H (300 MHz, CDCl
3
) δ ppm: 0.75 (d, J=4.7, 1H, H-19), 0.89 (s, 3H, 

CH
3
), 0.94 (d, J= 6.4, 3H, CH

3
-21), 0.96 (s, 3H, CH

3
), 1.10 (s, 3H, CH

3
), 1.32 (d, 

J=4.7, 1H, H-19´), 2.70 (sa, 1H, O-H), 3.60 (dd, J= 2.0, J= 12.5, 1H, H-24), 4.60 

(c,1H, H-16), 5.95 (d, J= 10.0, 1H, H-2), 6.78 (d, J=10.0, 1H, H-1). RMN
13

C 

(75.4 MHz) δ ppm: 153.68 (C-1), 126.77 (C-2), 205.2 (C-3), 46.3 (C-4), 44.4 (C-

5), 19.5 (C-6), 27.40 (C-7), 43.2 (C-8), 24.5 (C-9), 29.9 (C-10), 23.6 (C-11), 32.2 

(C-12), 45.9 (C-13), 45.8 (C-14), 43.9 (C-15), 74.6 (C-16), 57.0 (C-17), 17.5 (C-

18), 29.3 (C-19), 28.4 (C-20), 21.0 (C-21), 35.5 (C-22), 23.4 (C-23), 82.6 (C-24), 

73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 18.8 (C-28), 21.4 (C-29), 19.1 (C-30). 
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5.7.2.8.  (16S,17R,20S)-3-oxo-25-nor-cicloartan-16,24 lactona 
[2h] 

 

Figura 28. Obtención de la (16S,17R,20S)-3-oxo-25-nor-cicloartan-16,24 

lactona [2h] 
 

Se disolvieron  400 mg  (0.87 mmol) de 2 en 5 ml de ácido acético glacial, se 

adicionó gota a gota una solución acuosa de CrO3 (0.131 g de CrO3 en 0.3 ml 

de agua) con agitación constante a una temperatura entre 3 y 6 oC. Se 

mantuvo a esta temperatura por 15 minutos más, y 3 horas a temperatura 

ambiente. Se adicionó  agua con lo que se formó un precipitado que se disolvió 

en AcOEt, la fase orgánica se lavó con una solución al 10% de NaHCO3, se 

secó sobre Na2SO4 anhidro, se filtro y evaporó para obtener 280 mg de un 

producto de color amarillo que se recristalizó con diclorometano-hexano, del 

cual se obtuvo 210.4 mg (58.22%) de la (16S,17R,20S)-3-oxo-25-nor-

cicloartan-16,24 lactona [2h]. p. f. 256-258 °C. IR (CHCl
3
) ν

max 
cm

-1
: 2964, 1730 

(C=O), 1701 (C=O), 1461, 1383, 1325, 1269. EM-IE m/z (%): 412 (95), 398 

(20), 397 (70), 311 (45), 274 (100), 259 (43), 133 (55), 121 (47), 119 (45), 105 

(48), 93 (47), 91 (46), 55 (60), 41 (45). RMN 
1
H (200 MHz, CDCl

3
) δ ppm: 0.61 

(d, J= 4.52, 1H, H-19), 0.85 (d, J= 4.52, 1H, H-19´), 0.95 (s, 3H, CH
3
), 1.00 (d, 

J= 5.5, 3H, CH
3
-21), 1.06 (s, 3H, CH

3
), 1.11 (s, 3H, CH

3
), 1.18 (s, 3H, CH

3
), 

4.92 (c, 1H, H-16). RMN 
13

C (50 MHz) δ ppm: 33.8 (C-1), 37.3 (C-2), 216.2 (C-

O

O
O

2h

O

O OH

2
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3), 50.2 (C-4), 48.3 (C-5), 21.3 (C-6), 26.1 (C-7), 47.4 (C-8), 20.6 (C-9), 26.1 (C-

10), 26.2 (C-11), 32.5 (C-12), 46.5 (C-13), 45.7 (C-14), 44.1 (C-15), 80.9 (C-16), 

56.3 (C-17), 19.0 (C-18), 29.7 (C-19), 29.3 (C-20), 20.2 (C-21), 31.3 (C-22), 

29.3 (C-23), 174.1 (C-24), 19.2 (C-28), 22.2 (C-29), 20.8 (C-30).  

 

5.7.2.9. (16S,17R,20S)-25-nor-cicloartan-3,24 dilactona [2i] 

 

 

Figura 29. Obtención de la (16S,17R,20S)-25-nor-cicloartan-3,24 dilactona [2i] 

 

Se disolvieron 50.3 mg (0.12 mmol) de la (16S,17R,20S)-3-oxo-25-nor-

cicloartan-16,24 lactona [2h] en 5 ml de CH2Cl2, se adicionaron 32.13 mg de 

ácido m-cloro peroxibenzoico y  la mezcla de reacción se mantuvo  en agitación 

constante por 48 horas a temperatura ambiente, la fase orgánica se lavó con 

una solución al 10% de Na2SO4 (15ml x 3 veces), se secó sobre Na2SO4 

anhidro, se filtró y evaporó y se obtuvo  53.1mg de un sólido amarillento que se 

recristalizó con CH2Cl2/hexano del cual se obtuvo 48.1 mg (92%) de la 

(16S,17R,20S)-25-nor-cicloartan-3,24 dilactona [2i]. p. f. 210-212 °C. IR 

(CHCl
3
) ν

max 
cm

-1
: 1726, 1718 (lactona), 1701 (C=O) EM-IE m/z (%): 428 (8.2), 

413 (17.2), 57 (100). RMN 
1
H (200 MHz, CDCl

3
) δ ppm: 0.65 (d, 1H, H-19), 0.71 

(d, 1H, H-19), 0.95 (s, 3H, 25-H), 1.00 (d, 3H, 21-H), 1.16 (s, 3H, 18-H), 1.40 (s, 

3H, 27-H), 1.49 (s, 3H, 26-H), 4.92 (dd, 1H, 16-H).  

O

O
O

O 2i
O

O
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5.7.2.10. 1a-(2-carboxietil)-2-(1-metil-1-hidroxietil)-4b,7a-dimetil-
7-(1-metil-3 carboxil)-1,1a,2,3,4,4a,4b,5,6,7,7a,8-
dodecahidro-9H-ciclopenta[a] ciclopropa [e]-naftalen-6-ol 
[2j] 

 

 

Figura 30. Obtención de la 1a-(2-metoxicarboniletil)-2-(1-metil-1-hodroxietil)-

4b,7a-dimetil-7-(1-metil-3-metoxicarbonilpropil)-1,1a,2,3,4,4a,4b,5,6,7,7a,8-

dodecahidro-9H-ciclopenta[a]ciclopropa[e]-naftalen-6-ol [2j] 
 

Se disolvieron 50.1 mg (0.12 mmol) de la (16S,17R,20S)-25-nor-cicloartan-3,24 

dilactona [2i] en 5 ml de MeOH anhidro, se adicionaron 22.75 mg de hidróxido 

de potasio y  la mezcla de reacción se mantuvo con agitación constante por 40 

minutos a temperatura de reflujo, se enfrío la mezcla de reacción y se acidifico 

con HCl al 10%, la fase orgánica se extrajo con AcOEt (30 ml x 3 veces), se 

secó sobre Na2SO4 anhidro, se filtró y evaporó y se obtuvo  35.2 mg  (61.2%) 

del compuesto 2j.  p.f. 118-120 ºC 
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5.7.2.11. 1a-(2-carboxietil)-2-(1-metil-1-hidroxietil)-4b,7a-dimetil-
7-(1-metil-3-carboxil)-1,1a,2,3,4,4a,4b,5,6,7,7a,8-
dodecahidro-9H ciclopenta [a] ciclopropa [e] -naftalen-6-ol 
[2k] 

 

 

Figura 31. Obtención de la 1a-(2-carboxiletil)-2-(1-metil-1-hidroxietil)-4b,7a-

dimetil-7-(1-metil-3-carboxil)-1,1a,2,3,4,4a,4b,5,6,7,7a,8-dodecahidro-9H-

ciclopenta[a]ciclopropa[e]-naftalen-6-ol [2k] 

 

Se disolvieron 50.2 mg (0.1171 mmol) de la (16S,17R,20S)-25-nor-cicloartan-

3,24 dilactona [2i] en 10 ml de H2O, se adicionaron 36.1 mg de hidróxido de 

potasio y  la mezcla de reacción se mantuvo con agitación constante por 40 

minutos a temperatura de reflujo, se enfrío la mezcla de reacción y se acidifico 

con HCl al 10%, la fase orgánica se extrajo con AcOEt (30ml x 3 veces), se 

secó sobre Na2SO4 anhidro, se filtró y evaporó y se obtuvo  28.2 mg  (52.1%) 

del compuesto 2k. p.f. 127-128 ºC.    
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5.7.2.12. 2-formil-(16β,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-
ona [2l] 

 

 
 
 
Figura 32. Obtención de la 2-formil-(16β,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-

3-ona [2l]. 
 

Se  disolvieron 525.2 mg (1.15 mmoles) de argentatina B (2) en 12 ml de 

piridina seca, contenida en atmósfera inerte, y se adicionaron 5 ml de formiato 

de etilo (recién destilado), junto con una  disolución de sodio en MeOH absoluto 

(0.18 g / 2.5 ml). La reacción se mantuvo en agitación a temperatura ambiente 

durante toda la noche. La aparición de un color ocre y/o la formación de un 

precipitado insoluble se consideraron como evidencia de la reacción, la mezcla 

de reacción se colocó en una disolución fría de 6.6 ml de ácido acético en 74.4 

ml de agua. Como resultado de la acción anterior, se observó la aparición de 

un precipitado, el cual fue extraído con cloruro de metileno. La fase orgánica se 

lavó con agua y extrajo con una disolución de hidróxido de potasio al 2%. La 

solución básica se lavó con éter, después se acidificó con ácido acético glacial 

y finalmente se extrajo con cloruro de metileno. La fase de cloruro de metileno 

final se secó y concentró a presión reducida para obtener un producto 

semisólido impuro el cual se purificó por cristalizaciones sucesivas para 

obtener 397.2 mg de la 2-formil-(16β,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-

ona (2l). p. f. 210-214 °C. IR (KBr) ν
max 

cm
-1

: 3546.9 (OH), 3448, 2953.3 (C-H), 

2874.5, 1642.9, 1588.2, 1460.3, 1374.2, 1113.1, 1058.2. EM-IE m/z (%): 484 

O OH

O

HO
2l

O

O OH
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(M+,15), 466 (5), 425 (M+-59, 100), 407 (25), 233 (33), 175 (42), 109 (35), 85 

(44), 59 (25), 43 (24). RMN 1H (300MHz, CDCl3) δ ppm: 0.48 (d, J= 4.5, 1H, H-

19), 0.68 (d, J= 4.5, 1H, H-19’), 0.92(s, 3H, CH3), 0.95(d, J= 6.3, 3H, CH3-21), 

1.10(s, 6H, 2CH3), 1.14 (s, 3H, CH3), 1.18 (s, 3H, CH3), 1.21 (s, 3H, CH3), 1.85 

(d, J= 15, 1H, H-1), 2.59 (d, J= 15, 1H, H-1’), 3.59 (dd, J= 2.1, J= 12.5, 1H, H-

24), 4.61 (c, 1H, H-16), 8.67 (d, J=2.4, 1H, H-31), 14.84 (d, J= 2.4, 1H, OH). 

RMN 13C (75.4 MHz) δ ppm: 31.8 (C-1), 106.6 (C-2), 190.4 (C-3), 42.7 (C-4), 

48.2 (C-5), 21.4 (C-6), 25.7 (C-7), 44.6 (C-8), 19.4 (C-9), 23.6 (C-10), 25.6 (C-

11), 32.6 (C-12), 45.8 (C-13), 45.7 (C-14), 45.1 (C-15), 74.8 (C-16), 57.4 (C-17), 

19.1 (C-18), 30.0 (C-19), 29.0 (C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4 (C-23), 

82.5 (C-24), 73.3 (C-25), 23.8 (C-26), 25.6 (C-27), 19.8 (C-28), 24.4 (C-29), 

21.6 (C-30), 189.0 (C-31). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 

A partir de la resina, subproducto del proceso de industrialización de la especie 

Parthenium argentatum, se obtuvieron un total de 193 fracciones por 

cromatografía en columna abierta. Las fracciones con perfil cromatográfico 

similar se reunieron.  De las fracciones eluidas con una mezcla 8:2 Hex:AcOEt 

se obtuvieron 10.9 g de Argentatina B (2), con un rendimiento del 9.14 % con 

respecto a la cantidad de resina utilizada. De las fracciones eluidas con una 

mezcla 6:4 de Hex:AcOEt se obtuvieron 7.12 g de Argentatina A (1), con un 

rendimiento del 6.45 %. De las fracciones eluidas con AcOEt se obtuvieron 

0.59 g de Argentatina D (3), con un rendimiento del 0.5 %. 

 

Estos compuestos fueron identificados por sus datos espectroscópicos y físicos 

(espectros de IR, EM, RMN 1H, RMN 13C, punto de fusión). Los datos físicos y 

espectroscópicos son consistentes con los publicados en la literatura 

(Komoroski et al., 1986; Martínez et al., 1990; Romo de Vivar et al., 1990) 

 

Es conocido que un compuesto anticánceroso también podría tener actividad 

antiinflamatoria (Grivennikov et al., 2010; Balkwill and Mantovani, 2012a).  

Teniendo en cuenta esta idea y basados en informes anteriores sobre el efecto 

antiproliferativo contra varias líneas celulares de cáncer humano de la 

argentatinas A (1), B (2) y D (3) y algunos de sus derivados (Parra-Delgado et 

al., 2005, 2006) probamos las actividades anti-inflamatorias de 1-3 (Tabla 4) en 

el modelo de edema inducido por TPA en ratones.  
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Tabla 4. Actividad Antiinflamatoria de las argentatinas A (1),  B (2) y D (3)  
 

Compuesto   DE50 (IC) (mg/oreja)   DE50 (10-4mmol/oreja) 

1 0.13 (0.1, 0.17) r = 0971 2.8 

2 0.07 (0.06, 0.08) r = 0.963 1.5 

3 0.35 (0.30, 0.42) r = 0.982 7.6 

Indometacina 0.16 (0.15, 0.18) r = 0.951 4.5 

 

La dosis que causa 50% de efecto anti-inflamatorio (DE50) se calculó a partir de 

una ecuación de regresión (r) utilizando datos significativos (P <0,05) después 

de una curva dosis-respuesta (n = 4-8). IC = intervalo de confianza. ND = no se 

determinó. 

 

El  modelo de edema inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol 

(TPA) se utilizó para evaluar la actividad antiinflamatoria de 1-3 (Nadinic et al., 

1999; Oviedo-Chavez et al., 2005). Nuestros resultados mostraron que estos 

triterpenos presentaron una actividad antiinflamatoria relacionada con la dosis. 

Además,  2 fue  aproximadamente dos veces más potente que la indometacina 

(ver Tabla 4).  

 

Por otro lado, se estimulo la actividad de los macrófagos in vitro con 

lipopolisacárido (LPS), para producir un número de citoquinas y otros 

mediadores  inflamatorios, incluyendo TNFα y óxido nítrico (ON), ambos 

contribuyen directamente a la capacidad de los macrófagos para matar 

invasores: bacterias y células tumorales y los patógenos del choque séptico.  

Se evaluaron los efectos de 1 y 2 en la producción de ON a partir de 

macrófagos peritoneales de ratón. Los macrófagos (Mφ) mostraron un 

incremento en la liberación de oxido nítrico cuando fueron estimulados con LPS 



 86 

(Tabla 5). Nuestros resultados mostraron que 1, a 31 y 100 µM redujo 

significativamente la liberación de oxido nítrico por los macrófagos tratados con 

LPS. 

 

Sin embargo 2 fue activo sólo a 100 µM. Un comportamiento similar se observó 

cuando 1 y 2  fueron evaluados en la producción de NO a partir de macrófagos 

en reposo. 

 

Tabla 5. Producción de óxido nítrico en macrófagos peritoneales  de ratón 

inducida por 1 y 2. 

Grupo  3.1µM 10µM 31µM 100µM 

1 Mφ with LPS  50.6±5.3 48.7±4.7 41.7±4.9 34.5±1.8* 17.8±2.3* 

2 Mφ with LPS  53.7±6.2 47.6±6.6 40.1±4.9 41.9±6.0 23.6±2.7* 

1 Mφ without LPS 30.84±2.9 33.9±1.8 25.5±2.4 22.6±1.0* 15.9±2.3* 

2 Mφ without LPS  29.6±2.3 39.6±1.0* 31.6±0.9 30.0±2.6 20.0±1.5* 

 

Mφ= macrófagos, LPS = lipopolisacárido. Los resultados se expresan como la 

media ± EE, n = 3-5. * P <0,05 significativamente diferente en comparación con 

el control (prueba de Dunnett). 

 

Sin embargo, los resultados de la viabilidad de los macrófagos determinada  en 

el ensayo MTT mostró que tanto 1 y 2 disminuyeron  la viabilidad en un 63% y 

53%, respectivamente, a dosis de 50 µM. Estos resultados sugieren que la 

disminución en la producción de ON mostrada por los compuestos 1 y 2 fue 

debido a la influencia sobre la viabilidad celular inducida por estos triterpenos. 

 

Estos resultados, motivaron el empleo de las argentatinas A y B para la 
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obtención de diversos derivados que permitieran el establecimiento de 

relaciones estructura- actividad. 

 

A partir de la argentatina A (1) se obtuvieron 8 derivados por medio de 

transformaciones químicas 1a-1h. Figura 33 

 

 

 

Figura 33. Derivados de la argentatina A (1) 1a-1h. Condiciones de reacción y 

rendimiento (i) AcONa/(CH3CO)2O, 99%; (ii) Br2/CH3COOH, 94 %; (iii) 

NH2OH.HCl/C5H5N, 88%; (iv) CF3COOH/CH2Cl2, K2CO3/MeOH, 54%; (v) m-

CPBA/CH2Cl2, 92%; (vi) CrO3/CH3COOH, 58%; (vii) NaBH4 63%; (viii) EtOH, 

KOH, 61% 

 

El diacetato 1a se obtuvo por medio de la acetilación de 1 con acetato de sodio 
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y anhidrido acético en un 99% de rendimiento. En el espectro de IR de dicho 

producto se observa una banda intensa a 1727.1 cm-1 correspondiente a los 

carbonilos de los grupos acetato. A diferencia del espectro de RMN 
1H del 

compuesto 1, se observa una señal adicional a δ 2.02 ppm que corresponde a 

los hidrógenos (metilo) de los grupos acetato. En el espectro de RMN 13C de 

1a, se observa la presencia de cuatro señales adicionales a δ 22.13, 22.68, 

170.3, 170.44 de los carbonos de los metilos y carbonilos de dos grupos 

acetato. 

 

El tratamiento de la argentatina A con una solución de bromo en ácido acético, 

permitió la obtención del derivado 1b con un 94% de rendimiento. En el 

espectro de RMN 1H de dicho derivado, se observa la presencia de una señal 

doble de dobles a 5.11 ppm (J= 6.5 y 12.8 Hz) correspondiente al hidrógeno 

ubicado en la posición dos (H-2). Las constantes de acoplamiento indican una 

relación sinclinal y antiperiplanar que evidencian la posición β axial de dicho 

protón y por lo tanto α ecuatorial del átomo de bromo. 

 

Al  reaccionar 1 con clorhidrato de hidroxilamina en piridina se obtuvo el 

derivado 1c con un 88% de rendimiento. En el espectro de IR se observa la 

desaparición de la banda correspondiente al carbonilo en C-3, para aparecer 

una pequeña banda a 1638.5 cm-1, asociada a la presencia de C=N; así 

también en el espectro de RMN 13C se observa una señal a δ 167.1 ppm 

asignada al C-3. 

 

Al tratar la oxima de la argentatina A 1c con anhídrido trifluoro acético se 
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obtuvo un compuesto identificado como 16-fluoro-accetoxi-lactama de 

argentatina A.  Compuesto que mostró en el espectro de infrarrojo el carbonilo 

de la lactama en 1699.9 cm-1 y el carbonilo correspondiente al acetato en 

posición 16 a 1777 cm-1, lo cual corroboró la formación de dicho intermediario 

aislado en trabajos anteriores (Pineda et.,1999). Este producto fue tratado con 

carbonato de potasio en metanol, el cual se hidrolizó para dar lugar a la 

lactama de argentatina A 1d, en el espectro de RMN 13C se observa una señal 

a δ 175.6 ppm asignada al C-3 que esta más desplazada a campos bajos 

comparada con la señal asignada al mismo carbono en la lactona 1c. 

 

La  reacción de la argentatina A con ácido meta cloro peroxibenzoico produjo 

un sólido blanco 1e, con un 78% de rendimiento;  en el espectro de RMN 13C 

se observa dos señales a δ 217.1 y 218.5 ppm asignadas a los carbonos C-3 y 

C-16 respectivamente. 

 

La oxidación de la argentatina A (1) con CrO3 generó el derivado 1f. El 

espectro de IR de este derivado muestra, entre otras, tres bandas intensas a 

1768.64, 1737.46 y 1703.84 cm-1, correspondientes a tres carbonilos: cetona 

cíclica de seis miembros, éster y cetona cíclica de cinco miembros. En el 

espectro de RMN 
1H, se observa la pérdida de dos señales de grupos metilo y 

de la correspondiente a H-24. Así también, en RMN 13C se observa una señal a 

δ 177.2 ppm (C=O, éster), la aparición de una señal a δ 215.8 ppm (C=O) y la 

desaparición de las señales de los carbonos C-25, C-26 y C-27, tales 

evidencias confirman la presencia de la pérdida del hidroxi isopropilo en C-24, 

la generación de la lactona de cinco miembros en el anillo E y la cetona de 
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cinco miembros en el anillo D. 

 

La reducción de argentatina A (1) se efectúo mediante la utilización de 

borohidruro de sodio (NaBH4) obteniéndose un sólido blanco 1g con peso 

molecular de 474. En el espectro de RMN 1H se observan dos señales a δ 2.83 

y 4.59 ppm que corresponden a los hidrógenos H-24 y H-16 respectivamente y 

el alcohol en C-3, así como las señales dobles a 0.85 ppm y 0.64 ppm 

correspondientes a los hidrógenos H-19, H-19' del ciclopropano y las señales 

simples asignadas a los metilos presentes. Por otro lado en RMN 13C se 

observa un desplazamiento químico de  δ 78.8 ppm para el carbono C-3 base 

del hidroxilo y un desplazamiento de 40.6 ppm para el carbono C-4 α al 

carbono base de hidroxilo a diferencia del desplazamiento de 50.2 ppm 

observado en 1. Estos resultados confirman la ausencia del carbonilo de 

cetona en C-3. 

 

La reacción de 1f con hidróxido de potasio en etanol genero 1h como un 

producto cristalino de peso molecular de 426. En RMN 1H  se observan señales 

típicas para el ciclopropano a 0.64 y 0.86 ppm, así como las señales simples 

asignadas a los grupos metilo presentes en el rango de 0.98 a 1.82 ppm. No se 

observan las señales para los hidrógenos en C-16 y C-24  por otro lado en 

RMN 13C se observan señales a 216.0 ppm y 207.3 ppm asignados a los 

carbonilos en C-3 y C-16, así como las señales a 141.7 y 149.5 ppm 

correspondientes a los carbonos sp2 C-17 y C-20 de la doble ligadura formada 

durante la apertura de la lactona; por otro lado se observa la señal a 178.6 ppm 

correspondiente al carbonilo en C-24 del ácido formado. 
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A partir de la argentatina B (2) por medio de transformaciones químicas se  

obtuvieron 5 derivados 2a-2e, ver figura 34 

 

 

Figura 34. Derivados  de la argentatina B (2) 2a-2e. Condiciones de reacción y 

rendimiento (i) AcONa/(CH3CO)2O, 86.1%; (ii) Br2/CH3COOH, 64.3%; (iii) 

NH2OH.HCl/C5H5N, 87.1%; (iv) CF3COOH/CH2Cl2, 54%; (v) m-CPBA/CH2Cl2, 

92. 

 

La reacción de 2 con  acetato de sodio y anhídrido acético generó el acetato 2a 

con un rendimiento del  86.1%. En comparación con 2, el espectro de IR 

muestra una banda adicional a 1734.3 cm-1 
que corresponde al carbonilo de un 

grupo acetato y que concuerda con la presencia de una señal simple en RMN 

1H a 1.96 ppm típica de los hidrógenos de un metilo de un grupo acetato. 
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La reacción de la argentatina B (2) con bromo en ácido acético generó el 

bromoderivado 2b en un 64.3%. En el espectro de masas de dicho derivado se 

observó un pico con m/z 534 que correspondía al ión molecular para la fórmula 

calculada C30H47BrO3. En el espectro de RMN 1H se observó la presencia de 

una señal doble de dobles a 5.11 ppm que correspondía al H-2. Las constantes 

de acoplamiento de 6.6 y 12.8 Hz de tal señal típicas de interacciones espin-

espin de protones vecinales en conformación sinclinal y antiperiplanar 

respectivamente, permitieron  inferir que el H-2 se encontraba en posición β-

axial y el átomo de bromo en α-ecuatorial. 

 

La oxima 2c se obtuvo por medio de la reacción de 2 con clorhidrato de 

hidroxilamina con un rendimiento del 94.4%. La identidad del derivado 2c se 

logró por el análisis de sus datos espectroscópicos y espectrométricos, el 

espectro de masas de 2c, muestra un pico de m/z 471 que corresponde al ión 

molecular del compuesto esperado. En el espectro de RMN 13C se observa, 

entre otras, una señal a δ 168.9 ppm correspondiente al carbono sp2 
en 

posición 3 (C=N). 

 

El tratamiento de la oxima 2c con anhidrido trifluoroacético permitió la 

obtención de la lactama 2d. En el espectro de RMN 1H, aparece,  una señal 

múltiple a 2.56 ppm que integra para dos hidrógenos de los cuales uno 

corresponde a un alcohol. Además, se observa una señal a 6.43 ppm asignada 

al N-H de una lactama. En el espectro de RMN 13C se observa, además de las 

señales correspondientes a la argentatina B (2), la presencia de una señal a δ 

177.6 ppm, que corresponde a un carbono sp2, asignado al carbonilo de una 
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lactama y que concuerda con la banda intensa a 1650 cm-1
 en el espectro de 

IR. 

 

El tratamiento de 2 con ácido metacloropexibenzoico mediante un típico re 

arreglo  Baeyer-Villiger permitió la obtención de la lactona 2e, el espectro de 

masas de 2e muestra un pico de m/z 472 que corresponde al ión molecular del 

compuesto esperado.  

 

Se evaluó in vivo la actividad anti-inflamatoria de cada derivado usando las 

mismas condiciones experimentales empleadas para la evaluación de 1-3. De 

acuerdo con nuestros resultados, todos los derivados sintetizados mostraron 

actividad anti-inflamatoria. Las dosis de todos los compuestos están en el 

orden de 10-4 mmol/oreja. Los derivados de 1a-1f fueron menos potentes como 

agentes anti-inflamatorios que el compuesto original argentatina A (1), el valor 

CI50 para 1d no se determinó (Tabla 6). Sin embargo, el derivado 1b fue más 

potente que la indometacina, el fármaco de referencia. Es interesante notar que 

cambiando un grupo hidroxilo de 1 por un grupo cetona en el  C-16 como en el 

compuesto 1e, la actividad disminuyó más de cuatro veces en comparación con 

la actividad de 1. Por otra parte, la actividad de 1g en comparación con la de 1 

es aproximadamente la misma. La presencia del β-hidroxilo grupo en C-3 como 

en 1g no es relevante para la actividad anti-inflamatoria. La apertura del anillo 

de cinco miembros de 1 para producir el ácido carboxílico 1h, que fue el 

compuesto más activo de la serie indica la posibilidad de que los derivados de 

cadena abierta podría ser más activos. 

 



 94 

Tabla 6. Actividad Antiinflamatoria de los derivados  de la argentatina A (1) 

 1a-1h  

Compuesto   DE50 (IC) (mg/oreja)   DE50 (10-4mmol/oreja) 

1a 0.36 (0.26, 0.49) r = 0.985 6.5 

1b 0.17 (0.15, 0.21) r = 0.999 3.1 

1c 0.26 (0.18, 0.38) r = 0.995 5.3 

1d ND ND 

1e 0.57 (0.42, 0.82) r = 0.997 12.1 

1f 0.28 (0.16, 0.41) r = 0.937 6.5 

1g 0.11 (0.10, 0.13) r = 0.978 2.3 

1h 0.06 (0.05, 0.08) r = 0.990 1.4 

Indometacina 0.16 (0.15, 0.18) r = 0.951 4.5 

 

La dosis que causa 50% de efecto anti-inflamatorio (DE50) se calculó a partir de 

una ecuación de regresión (r) utilizando datos significativos (P <0,05) después 

de una curva dosis-respuesta (n = 4-8). IC = intervalo de confianza. ND = no se 

determinó. 

 

Con respecto a los derivados de la  argentatina B (2) (figura 34), ninguna de las 

modificaciones estructurales consiguió compuestos más activos que 

compuesto original 2 el compuesto 2b mostro una actividad similar a la de 2 

(1.5 x 10-4mmol/oreja), (Tabla 7). No se determinó el valor IC50 para el 

compuesto 2a. 

Tabla 7. Actividad Antiinflamatoria de los derivados  de la Argentatina B (2)  

2a-2e 
Compuesto   DE50 (IC) (mg/oreja)   DE50 (10-4mmol/oreja) 

2a ND ND 

2b 0.08 (0.06, 0.11) r = 0.942 1.5 

2c 0.45 (0.31, 0.65) r = 0.999 9.6 

2d 0.12 (0.10, 0.15) r = 0.949 2.5 

2e 0.22 (0.17, 0.28) r = 0.979 4.7 

Indometacina 0.16 (0.15, 0.18) r = 0.951 4.5 

 



 95 

La dosis que causa 50% de efecto anti-inflamatorio (DE50) se calculó a partir de 

una ecuación de regresión (r) utilizando datos significativos (P <0,05) después 

de una curva dosis-respuesta (n = 4-8). IC = intervalo de confianza. ND = no se 

determinó. 

 

Es bien sabido que la COX-2 es una de las principales enzimas involucrada en 

el edema inducido por TPA (Salazar et al., 2011). Con el fin de adquirir 

conocimientos sobre el mecanismo de acción de los compuestos reportados en 

este trabajo, se evaluó la inhibición de la  actividad de COX-2 de los 

compuestos 2, 1h y 2b (Tabla 8). En particular, nuestros resultados mostraron 

que a 30 µM el compuesto 2 inhibió 78,77% de la actividad de la enzima. 

Sorprendentemente, el compuesto 1h, uno de los más activos en ensayo in 

vivo de TPA, no muestra inhibición de la COX-2. Del mismo modo, el 

compuesto 2b que se encuentra entre los compuestos más activos en el 

ensayo de TPA a 100 µM solo inhibe la COX-2 en 12%, se utilizó como control 

positivo celecoxib. Estos resultados apoyan la complejidad conocida de 

procesos inflamatorios, donde la modulación de la actividad de COX-2 juega un 

papel fundamental, pero otros mecanismos biológicos no se puede descartar 

(Park et al., 2008). 

 

Tabla 8. Inhibición de COX-2 por la argentatina B (2) y los derivados 1h y 2b 
 

 Compuesto Concentración 
(mM) 

Inhibición  
(%) 

2 30 78.77 ± 5.43 
1h 30 

100 
-- 
-- 

2b 30 
100 

-- 
12.18 ± 4.91 

Celecoxib 30 91.34 ± 2.72 
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Estudios anteriores indicaron que el derivado 2b mostró una buena actividad 

anti-proliferativa contra algunas líneas de cáncer de humanos (Parra-Delgado 

et al., 2006), por lo tanto 2b tiene actividades anti-inflamatoria y anti-

proliferativa . 

 

La argentatina B mostró actividad inhibitoria de COX-2 y como las estructuras 

de rayos X de la enzima COX-2 están disponibles, se realizó estudios de 

acoplamiento de argentatina B con la COX-2. La modulación de un simple 

mecanismo biológico fue el modelo racional de descubrimiento de fármacos 

durante la última década. Sin embargo, esta idea ha cambiado de un simple 

blanco y apunta a  múltiples blancos (Medina-Franco et al., 2013).  Este nuevo 

paradigma tiene sus raíces en el concepto de poli farmacología. La interacción 

de pequeñas moléculas con múltiples blancos  da una justificación no sólo para 

efectos secundarios no deseados, sino también para la posibilidad de encontrar 

actividades biológicas  adicionales de los compuestos ya bioactivos. En el caso 

de medicamentos incluye el área de la reutilización de drogas, más 

recientemente, esto se ha extendido a la búsqueda de la actividad biológica de 

otras bases de datos de compuestos, tales como los compuestos químicos que 

producen sabores y productos naturales. Una lista completa de las 

interacciones de unión entre el inhibidor co-cristalizado, SC-558, y la COX-2 se 

describe en otra parte (Medina-Franco et al., 2012). Los mas  importantes son 

los siguientes: (A) el  grupo trifluorometilo orienta los residuos de Arg 120 y Tyr 

355, el bloqueo de esta región es el sello de la inhibición de la COX, (B) la 

fracción fenil sulfonamida, que podría ser responsable de selectividad entre 

isoformas, interactúa a través de enlaces de hidrógeno con His 90, Gln 192 y 
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Arg 513, y (C) Val 523 y Val 434 parecen promover la  selectividad de COX-2 

facilitando la entrada de un sitio de unión adyacente, que es enterrado en la 

ausencia de un ligando y inexistente en COX-1 (Medina-Franco et al., 2012). 

Estas características estructurales se utilizaron para racionalizar el modo de la 

unión de la  argentatina B (2) en el sitio activo de la COX-2. 

 

Figura 35. Modo de enlace de la argentatina B (2) dentro del  sitio activo de 

COX-2, obtenida  del ajuste de inducido “docking”. SC-558 se muestra como 

referencia. 

 

La Figura 35 muestra el modo de unión previsto para argentatina B (2) (DE50 = 

1,5 x 10-4mmol/oreja) en el sitio de unión de la COX-2. Las líneas grises 

gruesas y oscuras  describen la  argentatina B, SC-558 se muestra como una 

línea fina de color gris oscuro y los  tres residuos relevantes son de color 

blanco. En esta posición, el grupo -OH de argentatina B  se orienta cercano Arg 

120 con una distancia de 2,58 Å. La interacción con Arg 120 parece ser crucial 

para la inhibición de la COX. El grupo carbonilo, en el otro extremo de la 

molécula, se orienta hacia los residuos asociados con la selectividad, el grupo 

fenilsulfonamida SC-558 ocupa esta región, y el grupo carbonilo de la 
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argentatina B tiene una interacción de enlace de hidrógeno con Ile 517. Por 

comparación, el análogo de 2c (ED50 = 9,5 x 10-4 mmol/oreja) también fue 

acoplado. La orientación general coincidió con la de la argentatina B. El 

compuesto  2c contiene una grupo funcional oxima; que se desprotona a pH = 

7, el grupo N-O ocupa la misma región que la del grupo carbonilo en 

argentatina B y hace una interacción de enlace de hidrógeno con Arg 513. Una 

mirada más cercana en la estructura revela una distorsión conformacional con 

respecto a la argentatina B. En la Figura 36  se muestra la comparación de 

como se obtiene el acoplamiento de la argentatina B (2) y el compuesto 2c. Por 

último, el compuesto 1 también fue acoplado en sitio activo de la COX-2.  

 

Figura 36. Comparación  de la  argentatina B (2) (negro) y el compuesto 2c. 

Conformaciones y orientaciones relativas que se obtuvieron del ajuste inducido 

de acoplamiento “docking”. 

 

Como se puede ver en la figura 37 la argentatina A (1), hace una interacción de 

enlaces de hidrógeno con Gly 527 y el átomo de oxígeno del grupo furano esta 

a 2,67 Å para el átomo de hidrógeno más cerca de Arg 120, por otra parte, este 
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átomo de oxígeno hace un enlace de hidrógeno intramolecular con el grupo       

-OH vecino, por lo que es menos accesible para interactuar con Arg 120. 

 
 
Figura 37.  Modo de unión propuesto y mapas de interacción 2D de  la 

argentatina A (1), en el sitio activo de la COX-2. Como referencia, la 

argentatina B (2) se muestra como líneas finas negras en 3D. 
 

Es importante observar que aunque la COX-2 es relevante en el modelo de 

edema inducido por TPA hay otras enzimas en el proceso antiinflamatorio que 

afectan a este ensayo, y no puede ser descartado que los triterpenos 

evaluados en el modelo de edema inducido por TPA también puede afectar a 

otras vías enzimáticas. 

 

Tomando en cuenta que la Argentatina B tiene actividad antiinflamatoria e 

inhibe la actividad de COX-2 y la evidencia sobre la implicación de los procesos 

inflamatorios en el cáncer, que las células inflamatorias y los mediadores 
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inflamatorios en el microambiente tumoral pueden ser blancos moleculares 

para el tratamiento o la prevención, y que algunos fármacos antiinflamatorios  

son útiles en la prevención y tratamiento del cáncer (Balkwill and Mantovani, 

2010). Así como que mayoría de los cánceres progresan a través de la acción 

de múltiples vías que incluyen la COX y los hallazgos que sugieren que la 

inhibición de la actividad de COX-2, y por lo tanto la disminución resultante en 

la producción de prostaglandinas puede contribuir al efecto anticancerígeno 

bien documentado de fármacos antiinflamatorio en cáncer de colon; así como 

que se  ha demostrado que, inhibidores selectivos de la COX-2 modulan 

eventos tumorigénicos, angiogénicos y apoptóticos que producen una 

reducción de la incidencia y progresión del tumor (Masferrer et al., 2000), se 

decidió evaluar  la actividad citotoxica y citostática producida  por la argentatina 

B (2) y sus derivados, en células de cáncer de colon RKO. 

Para caracterizar el efecto de citotoxicidad de la Argentatina B (2), se 

emplearon dos ensayos de citotoxicidad que miden diferentes parámetros de 

muerte celular: FMCA (reducción del colorante) y TBE (exclusión del colorante), 

que evalúan la viabilidad y/o el estado metabólico de las células de cáncer 

basado en la actividad respiratoria mitocondrial y la integridad de la membrana 

celular, respectivamente. El efecto de Argentatina B (2) se evaluó en células de 

cáncer de colon RKO, a 24 h de exposición con diferentes concentraciones de 

2.  

Cuando las células fueron tratadas con 15-75 µM de 2 en el ensayo de 

supervivencia FMCA se muestra una  reducción significativa dependiente de la 

dosis; de acuerdo con la Figura 38A, la CI50 es de 25,04 ± 0,38 µM. Aunque se 

observo una actividad asintótica mínima desde 45 µM a 75 µM.  
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Al mismo tiempo, se observó los cambios morfológicos celulares durante de 

tratamiento con 2  (Figura 39). A bajas dosis de tratamiento, el efecto citostático 

fue evidente, como se muestra por la inhibición de la proliferación celular en el 

ensayo de TBE. A dosis altas, el efecto citotóxico  fue pronunciado,  las células 

murieron y se desprendieron de la superficie. En un estudio previo (Parra-

Delgado et al., 2005) se informó que los linfocitos en proliferación tratados con 

2 no mostraron ningún efecto  sobre la viabilidad celular a las concentraciones 

ensayadas, pero decrementó la proliferación celular .  

No obstante que tanto en el ensayo de FMCA así como por observación de los 

cambios morfológicos se demostró el efecto citotóxico de 2, en el ensayo de 

TBE a 60 µM  la citotoxicidad es menos de 30%. Éste resultado indica que en 

estas condiciones la integridad de la membrana no se ve muy afectada por la 

adición de 2  durante 24 horas (Figura 38B).  

 

Figura 38. Células RKO tratadas con Argentatina B (2). A) Supervivencia 

celular evaluada por el ensayo de FCMA. B) Viabilidad evaluada por el ensayo 
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TBE. Los datos representan la media ± EEM, n=3. Los símbolos denotan 

diferencias estadísticamente significativas: ** p<0.01, *** p< 0.001 con respecto 

a las condiciones del control (EtOH). 

 

Figura 39. Efecto de la Argentina B (2) en los cambios morfológicos de células 

RKO. Las células se trataron con A) EtOH 0,1%, B) 15, C) 30, D) 45, E) y F 60) 

75 µM de 2 durante 24 h, se visualizaron bajo microscopio y se fotografiaron. 

Ampliación: 40X. 

 

Se evaluó el efecto antiproliferativo y del índice mitótico (IM), que indica la 

proporción de células en división, y el índice de replicación (IR), que representa 

el número de divisiones celulares y por lo tanto la tasa de proliferación celular 

(Figura 40). Como se muestra en la Figura 40A, el IM disminuyó de una 

manera dependiente de la dosis en respuesta a argentatina B (2). Sin embargo 

el índice de replicación no mostró una gran reducción por la adición de 2. Los 

efecto sobre el IM y IR fueron estadísticamente significativos a partir de la dosis 

de 30 uM de  2 (Figura 40 A y B).  
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Figura 40. Células RKO tratadas con Argentatina B. A) Índice mitótico (IM) 

B) Índice de replicación (IR). Los datos representan la media ± EEM, n=3. 

Los símbolos denotan diferencias estadísticamente significativas: ** p<0.01, 

*** p< 0.001 con respecto a las condiciones del control (EtOH). 

 

Con el fin de comprender mejor el mecanismo de 2, se analizó el ciclo celular 

de células RKO después del tratamiento con diferentes dosis de argentatina 

B (2) para 24 y 48 h. Para ambos tiempos, los resultados mostraron que la 

proporción de células en la fase G0/G1 aumentó de una manera dependiente 

de la dosis acompañada por disminuciones simultáneas de células en las 

fases S y G2/M (Figura 41A y 41C). Los datos mostraron que los porcentajes 

de células en las fases G2/M y S disminuyeron significativamente tras el 
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tratamiento de células RKO con 15, 25 y 35 µM de argentatina B (2), en 

comparación con el grupo control (Figura 41B y 41D). La reducción en la 

síntesis de ADN indicó interferencia con la entrada de las células en la fase 

S, y por lo tanto debe coincidir con una acumulación de células en la fase G1 

del ciclo celular. Agentes antiproliferativos fisiológicos pueden bloquear el 

ciclo celular, siempre y cuando se añaden a las células antes de la iniciación 

de la fase S. Se ha postulado que la reducción en la síntesis de ADN indica 

interferencia con la entrada de las células en la fase S, y por lo tanto debe 

coincidir con una acumulación de células en la fase G0/G1 del ciclo celular. 

Efectos similares se han observado  en glucósidos de triterpenoides de tipo 

cicloartano aislados en varias plantas medicinales, aunque la diferencia es 

que  2 es capaz de inhibir en G0/G1 (Tian et al., 2005b; Wong et al., 2012).  
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Figura 41. Análisis del ciclo celular. Células RKO expuestas a 15, 25, 35 y 45 

µM de 2 durante 24 h A) y 48h. C). Histogramas representativos de cada 

concentración de 2 durante 24 h B) y D 48h). Porcentaje de células en G0/G1 

(barras negras), S (barras grices) y G2/M (barras blancas), para 24h y 48h. 

Los datos representan la media ± EEM, n = 6. 
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Con el fin de conocer cuáles son los requisitos estructurales necesarios para la 

actividad citotóxica y la detención del ciclo celular inducida por 2, decidimos 

obtener los 7 derivados 2f-2l a partir de la argentatina B por medio de 

transformaciones químicas ver Figura 42 y evaluarlos tanto en el ensayo FMCA 

como en la prueba del ciclo celular. 

 

 

Figura 42. Derivados  de la argentatina B (2) 2f-2l. Condiciones de reacción y 

rendimiento (i) AcONa/(CH3CO)2O, 86.1%; (ii) Br2/CH3COOH, 64.3%; (iii) 

NH2OH.HCl/C5H5N, 87.1%; (iv) CF3COOH/CH2Cl2, 54%; (v) m-CPBA/CH2Cl2, 

92%; (vii) CrO3/CH3COOH, 58.22%; (viii) MeOH, KOH, 61.2%; (ix) H2O, KOH, 

52.1%; (x) HCO2Et, C5H5N, Na/MeOH, 71%. 

 

El tratamiento del acetato 2a con clorhidrato de hidroxilamina y piridina, 
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de IR de 2f, presenta la desaparición de la señal correspondiente al carbonilo 

del precursor 2a. En el espectro de masas, se observó la presencia de un pico 

de m/z 513 que corresponde al ión molecular esperado para el derivado. En el 

espectro de RMN 13C se observa el desplazamiento a campo alto (con respecto 

a 2a), de la señal asociada al C-3, debido a la pérdida del carbonilo y la 

generación del enlace C=N. 

 

Para la obtención del derivado 2g, se hizo reaccionar el bromo derivado 2b con 

carbonato de calcio y diacetilamida. Dicho producto se obtuvo con un 

rendimiento del 87.1%. En el espectro de IR de 2g, se observa una banda 

intensa a 1663.29 cm
-1 

que evidencia la presencia de un carbonilo α,β-

insaturado. En el espectro de masas se observa un pico de m/z 454 que 

corresponde al ión molecular del compuesto 2g. En el espectro de RMN 1H se 

observa la aparición de dos dobletes a 5.95 y 6.78 ppm (J=10 Hz) 

correspondientes a los hidrógenos de la posición 2 y 1, respectivamente. Por 

otro lado, en el espectro de RMN 13C se observan dos señales de carbonos sp2 

a 153.68 y 126.77 ppm.  

 

La reacción de 2 con CrO3 en acido acético produjo el derivado 2h. En el 

espectro de IR se observa, entre otras, la presencia de dos señales intensas a 

1730 y 1701 cm-1 asociadas a la presencia de un carbonilo en un éster 

(lactona) y un carbonilo en una cetona cíclica de seis miembros. El espectro de 

masas de 2h, muestra un pico de m/z 412, que corresponde al ión molecular de 

dicho derivado. En el espectro de RMN
 1H se observa la pérdida de las señales 

de hidrógenos de dos grupos metilo, así como la señal del hidrógeno en C-24. 
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En el espectro de RMN
 13C se observa también la pérdida de tres átomos de 

carbono y el desplazamiento del C24 a campo bajo (con respecto a la 

argentatina B) 174.1 ppm. 

 

La lactona 2h fue tratada con ácido m-cloro peroxibenzoico en diclorometano 

para dar la dilactona 2i con un rendimiento del 92 %. En el espectro de IR se 

observa la presencia de dos  señales a 1726 y 1718 cm-1 asociadas a la 

presencia de los carbonilos en cada ester (lactonas). El espectro de masas  

muestra un pico m/z 428 que corresponde al ion molecular de este derivado.  

 

Los compuestos 2j y 2k se obtuvieron producto de la reacción de 2 con 

hidróxido de potasio en presencia de MeOH y H2O respectivamente, los 

espectros de masas muestran un pico m/z 464 y 429 respectivamente que 

corresponde al ion molecular de estos derivados. 

 

La obtención del derivado 2l se efectuó de acuerdo a la metodología descrita 

por Clinton y cols., (1961). Dicha reacción consistió en la generación in situ del 

enol y la alquilación en C-2 de la argentatina B, por medio de una solución de 

Na/MeOH y formiato de etilo. El espectro de masas del derivado 2l muestra un 

pico de m/z 484 que corresponde al ión molecular esperado. El espectro de IR 

muestra dos señales a 1635.1 y 1586.9 cm-1
 correspondientes al sistema 

conjugado β dicarbonílico. En el espectro de RMN 1H se observa una señal a 

8.67 ppm y otra a 14.84 ppm. Esta última desaparece después de la adición de 

D2O, lo que indica la presencia de un alcohol, posiblemente enol quelatado. En 

el espectro de RMN 
13C, se observa presencia de tres carbonos sp2, de los 



 109 

cuales, dos son cuaternarios y uno es terciario, con lo anterior se evidencia la 

presencia de una forma tautomérica de la β dicetona. 

 

Utilizando el ensayo de FCMA se determinaron los  valores de IC50 para 2a-2l, 

de la misma manera que se calculó para 2. Ver tabla 9. 

 

Tabla 9.  Valores de CI50  para 2 y los derivados 2a-al  medida por FCMA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los valores representan la media ± EEM, de tres experimentos independientes 

con dos repeticiones 

 

Los derivados de 2b y 2g tienen una IC50 de menor a la de la argentatina B. 

Los compuestos 2c, 2l y 2i tienen una IC50 mayor que 2, pero menor de 50 µM, 

mientras que 2a, 2f, 2j y 2k por debajo de 100 µM, sin embargo para 2d, 2e y 

2h, esta es mayor a 100 µM. Teniendo en cuenta estos efectos sobre la 

viabilidad celular, 2d, 2e y 2h,  se omitieron para estudios posteriores. 

 

Compuesto CI50 ± EEM 
(µM) 

2 25.04 ± 0.38 
2a 82.08 ± 0.89 
2b 22.04 ± 0.38 
2c 49.84 ± 0.57 
2d > 100 
2e > 100 
2f 70.52 ± 0.75 
2g 23.80 ± 0.31 
2h > 100 
2i 44.95 ± 0.34 
2j 84.13 ± 0.02 
2k 98.99 ± 0.03 
2l 31.13 ± 0.28 

EtOH - 
Doxorrubicina 2.23 ± 0.02 
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Las células RKO se expusieron a los compuestos elegidos a la CI50 durante 24 

h, se tiñeron con yoduro de propidio y se analizaron por citometría de flujo para 

determinar la distribución total de la población en las diferentes fases (G0/G1, S, 

y G2/M). Sin embargo, en las mismas condiciones, el tratamiento de células 

RKO con el compuesto 2l no mostró diferencias en comparación con el control 

de EtOH. Cuando las células RKO se trataron con los compuestos 2a, 2g, 2i, 2j 

y 2k, condujo al enriquecimiento de la población de células G0/G1, de manera 

similar al efecto de 2, se observó un aumento estadísticamente significativo en 

comparación con el control. Sin embargo, para S y G2/M fase existe una 

disminución de la población celular como se muestra  en la tabla 10  y  Figura 

43. 

Tabla 10.  Valores de inducción de arresto del ciclo celular de 2 y sus 

derivados 2a-2l en células RKO  expuestas por 24 horas a la CI50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Los valores representan la media ± EEM, n = 6. ** P <0,01 y *** P <0,001 

diferencia significativa en cada fase del ciclo celular en comparación con el 

EtOH analizados con ANOVA y el post test de Dunnett. ND no determinado. 

 

Compuesto 
Arresto del ciclo celular a 

G0/G1 S G2/M 
% % % 

2 62.83 ± 1.45*** 20.43 ± 1.14 ** 16.74 ± 0.30*** 
2a 64.08 ± 2.32*** 17.71 ± 3.76 *** 18.26 ± 3.12*** 
2b 70.98 ± 4.31*** 19.44 ± 4.06 *** 9.58 ± 0.79*** 
2c 71.65 ± 2.60*** 15.16 ± 3.53*** 13.19 ±1.29*** 
2d ND ND ND 
2e ND ND ND 
2f 72.06 ± 4.26*** 12.88 ± 3.15 *** 15.07 ± 1.75*** 
2g 65.84 ± 3.29*** 20.81 ± 3.68 ** 13.35 ± 2.25*** 
2h ND ND ND 
2i 61.01 ± 2.49 *** 23.99 ± 1.63 15.00 ±1.90*** 
2j 58.26 ± 1.44 *** 23.90 ± 2.14 17.85 ± 1.29 *** 
2k 65.64 ± 1.86 *** 19.98 ± 0.64 ** 14.39 ± 2.22*** 
2l 53.86 ± 4.29 20.22 ± 3.67** 25.93 ± 3.05 

EtOH 50.30 ± 2.84 26.58 ± 3.67 23.38 ± 2.36 
Doxorrubicina 22.86 ± 3.59*** 13.79 ± 27.72** 65.35 ± 5.77*** 
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Figura 43.  Efecto en el ciclo celular de la CI50 de los derivados de la 

argentatina B (2) 2a-2l sobre células RKO expuestas durante 24 h. Los 

histogramas son los más representativos de tres experimentos independientes. 

Se muestran los porcentajes de G0/G1, S y G2/M. Los datos representan la 

media de tres experimentos independientes. 

 

Mientras que en los compuestos 2b, 2c y 2f de la detención en la fase G0 / fase 

G1 fue mayor. El compuesto 2c (50 µM) provocó una detención más evidente 

en la fase G0/G1 con 50,3% para el control a 72,0% para las células tratadas, 

mientras que una disminución de células en S y G2/M fases se observó, en 

G2/M disminuyó significativamente de 23,4% para el control a 13,0% para las 

células tratadas, mientras que también aumenta para el derivado  2f a 72% de 

la detención de la fase G0/G1 y la disminución de células en G2/M a 15% 

(Figura 43). Los resultados mostraron que las modificaciones químicas que se 

realizaron para obtener derivados de 2b, 2c y 2f, permitieron obtener tres 
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nuevos fármacos citostáticos con mayor efecto inhibitorio del ciclo celular que  

la molécula original. Los efectos morfológicos de los derivados más activos en 

células RKO se puede ver en la Figura 44. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Cambios morfológicos de las células RKO después del tratamiento 

con los derivados más citostáticos de 2. Las células fueron tratadas  A) Etanol 

0,1% y la  CI50 de los derivados B)  2b, C) 2f y D) 2c. Magnificación: 40X 

 

En el tratamiento del cáncer, la muerte celular es un factor importante que 

influye en el número de células y la susceptibilidad a la transformación 

neoplásica, así como la sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos. Otras 

estrategias convencionales utilizados en la quimioterapia del cáncer están 

impidiendo la síntesis de ADN o la mitosis mediante el bloqueo de la progresión 

del ciclo celular en las células pre-neoplásicas o malignas. La mayoría de los 

tumores de células retienen la capacidad de mantener la detención del 

crecimiento permanente o someterse a tipos no apoptóticos de muerte celular, 

podría por lo tanto ser posible explotar estas propiedades para inducir la 

muerte de células tumores por medios no apoptóticas y para confundir a la 

supervivencia de clones fármaco-resistentes (Blagosklonny, 2004). Nuestros 

compuestos se pueden usar para este propósito. Además, la combinación de 
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fármacos puede ser predominantemente citotóxica para las células cancerosas, 

porque estas células son resistentes a la detención del crecimiento, serán 

necesarios ensayos posteriores para determinar si el uso de nuestros 

derivados citostáticos de la argentatina B  aumentan el efecto de otros agentes 

citotóxicos. 

 

En contraste, los derivados 2c y 2f,  mostraron una actividad muy baja en el 

ensayo FCMA, sin embargo ambos indujeron un efecto significativo en la 

prueba del ciclo celular, de la misma manera que  2j y 2k. Aunque nuestros 

resultados mostraron que no hay correlación entre los resultados del ensayo 

FMCA y los de la prueba de inhibición del ciclo celular, es probable que una 

disfunción de la elastasa junto con una anomalía en el ciclo celular tanto 

inducida por los compuestos 2, 2b y 2g y 2l, podría conducir a la muerte 

celular. 
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7. CONCLUSIONES 
 

• Nuestros resultados muestran que las argentatinas A (1), B (2) y  D (3) 

poseen actividad anti-inflamatoria en el modelo de edema inducido por  

TPA en la oreja de ratones.  

 

• Se evaluó la actividad anti-inflamatoria de 13 derivados de las 

argentatinas A y B, 2 y el 25-nor-cycloart-3,16-diona-17-en-24-oico (1h) 

fueron los compuestos más activos. 

 

• La argentatina B (2) a 30 µM mostró  un  78,77% de inhibición de la 

actividad de COX-2. 

 

• Estudios de acoplamiento sugieren que 2 interactúa con Arg 120, un 

residuo clave para la actividad de COX-2, este modelo esta 

razonablemente de acuerdo con las propiedades antiinflamatorias 

observadas de 2. 

 

• La argentatina B (2) afecta gravemente a las células RKO y causó una 

disminución del índice mitótico y una ligera disminución en la tasa de 

replicación inducida por 2 en células RKO.  

 

• La argentatina B (2)  induce la detención del ciclo celular en la linea RKO 

medido por citometría de flujo.  
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• Se evaluó 10 derivados de 2 tanto en el ensayo FMAC y también como 

agentes inhibidores  del ciclo celular, los derivados más activos fueron 3-

oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2c] y 25-O-

acetil-3-oxima-(16β, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan [2f]. 
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".'4CL. 'N'O "."."C' ." ... ....,., Tht Jl..Q..I .. ,o6t<>"",'~ll~. (Tf'A)-Ir>d~ <6t .... m_ ... .... '" 60! .......... ,I>< ... ¡. ......... " .... ..,,. WWwn>l.,... rl~1oo 'n -.+..> ol ""I ...... !nc A. B ><>d O. ,1>< ....u. ~d""' ... ,,",~po "'110 __ , ......... 7 0<_~.,. 
"'_ "o.moor"''' ............... :!'-..,,. 

"'''''''''_ .. _ .. "' ... 0 ... _ .... _d , ....... -.."'. {U ... _ '-' x ,O"' """""" .. ,><>d ....... 
>!jn A (En",_l.4x lO-'mmoljo.o.j w .... """. poi'" ... tI-WI ........ ~ .. ni< tt .... _UdtI 
(tn",- ti x 10-' mm"I¡ .. ,). ,1>< "''''''''''' ...... &lo .. 0fI tt .... ftodltlso. w. 6o!d.d.od ., ... _ 11 ,...... " ... '''_ .. ,--
&!_ .... el ... ""''''', .. ><>d B. All ,1>< _>1M' , _ ... ntI.wwwn>l.,... octMt~ ... ,1>< 11' .... 
IM_d<6t .... ....,... ... mi«. Tht m",' octM ~ w .. l.....".q<\oJo<I_l. '~'7 __ 1 ... 
c>t ocld. _. kIrn ... ""'titI A (m..,- U x 'O" ""c&J_). ............. B w ...... :,.od .. _'" 
elCOX_l."",,~~ """ olth,,~ ft\l)'mt, _lfI ,1><Tf' ..... "I'. Tht "'~ ... " ... d 'No' ""1 ........ B "" ...................... .. >1 '5 .,M_, ~d 7nCOJ<.l """'~~. ~ ,11&,,"11'" , .... ""1 ......... B _,"""w~~AlJ .... , ............ ...... 'lO. • '" """"'" "" COX_l octMty . 

~. 

l . nlJ"O<luo:t1on 

DII,ing the '~t """ d=d~ • we.Kh of iobnn .. i"" ..., poi"'''' to the d .. oguI ..... ilAlmm .. "'Y =poI"e ~ the a_ 
of 100" chlOllic dise=. inchdin, <tille ",ot type< of ance," 
Tilo ideotific .. ion of tr."",ri"';"" bc-. ... ,h ~ NI'-J.:8 ........ ! 
... d STA13 .nd the ;, sene prod,ru ,uch .. tulID< n=osi> f..:_. 
io"'lIeuün .. !. -6. che lr"Okin<>. cyclooxYi"'=-l. ~-~po<1XYi"n. 
= ..... tri>< "'""'Iopro"'= ~ v..aJI;I, ""dothe ii;" _th f..:_ 
_. ;o:Ih .. i"" molecuie>.m o"' ... h.~ provid'" tilo _ =1;1, 
t...i> lo< the role of iofl..., .... tio., in a..:e ,. ' Tho>e pOI""')I> h....., 
Oeen impliarod in tr."'Io< .... tion. ,..viv.,. prol~ ... tion. iov~i"". 
.np.i""e>i>. m<t~t~i" che m>-=i>unce . • nd ",dio-=i" ... ce 
of ance,. >O much >O th.t >urvn-.'.nd prol~ ... tion of IroSt type< 
of c • ..: .. ,"'m c",1> the mse""i .ppe .. to t.e depem e '" "" tilo 
.ctiv.ti"" of th.,., iofl..., .... -,. ".thw.y>. ... 

N ...... ' produru h.~ t..en in-=tig;lrod ~ .oti_iofl.""",tol)' 
.",ou. lo< e",mpie ~",I cydo;"une iIY<=",ide>. isoI ..... from 

• c.n..pon ............. roL, "~"""'24oIIn: ~, .S<:" 30'02= 
E __ ..., ... «_"" ..... (11 ........ _, ... ,.. .. -... ......... 

m x ( .... .., ..... v ....... , 
'c..- ....... , ....-._0 ........... lh ........ d r-.. .......... 

,....."."',... ... _>/0.<. •. "'" ... ,....._ ... . 

• tt.~/d"""···I.I1 .. '·' ...... m<..2·' .. ' .. 02I • __ ".., .. a..-Ud.AI' ...... ..-

""'m:J<llm m""bmnoc ..... h.~ ~otly exp",...d lo< .ot~iof.","" 
.... ""Y pro""rt ie> 'howin¡ 'ignifia'" inhibiti"" of 00 prmue
tion' OIhe , ex...,ple .'" ,.,."..,"'<k isoI.rod ¡¡om XIIUI";" 
pantiffoTa.. tho>e rompoom, u nselec~1y inhibirod cYC'ooxy~n. 
=!.m2." 

'n orde, to .ch~ p e .... the",panic r"' ...... ce it ="" ,·.Iu· 
~ie t"'t .n ... tiance, oompound rould .. '" h.~ .oti-iofl..., .... • 
""Y .<.1ivity' ·' f . ün, ioto ro",ide, .. ion th;, ideo .nd b~ on 
O"" previou, "'port> "" the ' ''' ~ prolir, .. ~ efI<ct ""in" 
~,., "" .... n a..:e , cell line> of the .. ","'''in, A ( I ~ ! (1) 
... d D (J ) (FI, 1) .nd ",me of th';, de riv .. i-=. ... in thi> "",rt 
_ ""rod the .oti-infl.""",tol)' .<.1ivitie> of I _J .. we U ~i \3 
de,iv.ti>= (T~ ie 1 ... d 5che me 1) in tilo TP .... induced ..Jerr~ in 
rnice IOOdel Dodin, "udie> lo< ... ",,,, .. in B i> presenrod >Ion¡¡ 
with roX_l inhibitol)' .<.1ivity lo< ""~ oompo ... <k in thi> _. 
2.1.Cbrmi>tty 

"""outin A (1 ~ 8(1).m D (J ) _re o ... in'" fmm the re>in of 
ftutht,.,.." "'l ... ,at,.." (G",y) .. p=io",'y "'".,..,.,.. .nd 
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•• 

_ , . ........... of .......... A (I," (2) .... D(1I_ 

,-, 
n.o ... .... .....-,. ...... ;" o"n_ 1_" - UJy (O ) (m..,...) U>oo l' .......... ¡.·) 

"-" (0.1. "-171.· • ...,' " , 
4D7(O-"'. .... I···...., " , U'.( uo. QA¡: I • - UI2 " • """ (O.lO. .... 1. · ..... .. , "-17 (O., .. ""'1.·..- .. 

• """ (O., .. """1.·..- ., , ~ "" , U7(O,Q.U~I·-U17 'l.' , OUI(O.' ..... ') . -Ul7 .. .. • " (O·' .... "I · ·U7I .. 
" """ (O-"'.AJII) , •• _ U 

" ~ "" " .... (· ...... "1 ··..- " .. .... (0-" .... '1··..- .. 
" "-'l(O·' .... "I·-UOO .. .. =(O.17JUII·-U70 " , ......... "' .. "-lO (O., .. "-1I) • • u.;. " 

"- ",""ni ,,'" of .... , ............ _, (lO.) w .. """~ .......... 

' ... _ .... _ ('I""'I~";""''''''' (0' <""'1'_' -........-"' ... 
(o _ .... 1_ a _""' ...... .,., ...... , NO_' w ...... d ....... _ 

iden,ifi..t "l' comp..-isoo of in phy>iGlI ""d ,pa-trn=>pic ro ... 
",,"" ( mp, H • ..:I ·'c NMR) wi'h th= r~ in I;"""u,,,-' · ' · 

111. 41. ' _10 ""d 11_15 de riv.,i>= w, '" .ymlr>i=l ü pI'" 
vioo'ly "'port<d ... ·· TIr a.rum 7 w."y .. lr>izod rlOm 'he oxi"", 
6 by .. Ba:km"" "",n~""'"t Tilo d..-iv.,¡"" 11 w., <tt';n<d 
rlOm 9 by reflux ofKOH in eth • ..,I.nd 'he 1;1<.1011< l ti Wll 'yn'h ... 
• iz..t rlOm 1 by .. e.~r_Villiger """""¡ml",t AlI deriv.,i>= 
w"'. purifi'" by con"" .. io, .. 1 pro=lur ... ..:1 eh..-",. ri=:! by 
'pa1r""""ic .nd .n"ytic .. met..,d< (= 5a1ion 4 ~ 

1.2.1 .lIntl_lnII~ .... tory;ud COX_1 I .... ibltl"" _;oys 
lIIe I2-O-tet",da:""oylp..,lboI- lJ .. cet;I", (lPII)- ind",<d 

edem, lOOde l Wll used 10 ev,Iu,,,, ,he ,n,~infl,lJUJ};I""Y ""'Mty 
of 1_1." - " Our re>kIIu ,howed 'h .. 'hese "itelJlen", pre>entetl , 
d=-re i;ltetl , .. i-infl;lmm .. ooy .. :tivity. l'IItherlOOfe. 1 Wll 
,pproxim'tdy two-bid """,,e po"''' 'h"" i..Jom<tl\;lcin (l , ble 1 ~ 
s.,.,¡ on ,Ir>e ""eoo",~ns =ul<>. we ,y .. lr>ized 'he de riv .. i>= 
.... 11 from .ri" .... in 11 (1) .. _11 .. 'he deriv .. i>= 11 _16 from 
' T'nt.o'in n (2 )( 5chem< 1). 

lIIe , ntl_infl,lJUJ};Ito ty ,"ivity of ,,"eh deriv .. ~ w .. ev" u .. <d 
in vivo ",in¡¡ 'he ... me experime .... OOIId~io", e mploy«! lo.- 'he 
ev, lu .. ion of 1_1. lIcoormn¡¡ 10 0..- r",uln. , 11 'yn'he>iz<d de rivr 
tI-= ,how<d ""tI-ir~"mm_ty ,"ivity. TIre d= of ,11 com_ 
poo..J,.re in ~\O-'mrmlJeu lhe de riv .. i>= 4-11 _re len 
(><Un' .. ,ntl-infl,lJUJ};Itoty """nu ,l\;In ,he p;r~n' eompoond 
'IgI'n""in 11 (1 ~ IC", v,lue lo.- 7 w .. not d_ nnined (l , ble 1 ~ 
H~r. 'he deriv .. ~ 5 w .. rm~ (><Un' 'h"" i..Jom<th,cirr. 

'he rerre rrce dru, K " in"'='ins 10 note 'h .. by eh,n~n" 
hydroxyl "oop" in 1 by, ketone ""'11' '' C-16 .. in &. 'he ,,,iv_ 
ity of'he i;I"'r dec~.5ed m~ 'h"" loor ,ime> comp;rr<d 'o 'he 
,,,Mty of l . On 'he o'h..- I\;Ind. 'he ,"ivity of 10 eomp;r~ with 
'h .. of 1 ",Inr, 'he ... me. lhu,- 'he pr=nce of 'he II-hydroxyl 
"oop" C_) .. in 10 " not relev,n' lo.- ,he ,ntl-infl,lJUJ};I""Y 
,,,Mty. lhe openinS of'IIe fi~ mernber rins of 1 produce 'he Gr'_ 
boxyIir: ,cid 11. whir:h ,,'he mos' ,,,i~ eompoo..J of ,he >erie>. 
i..Jir: .. in, 'he po1Sibility 'h .. open eh';n deriv .. i>= eooid be 
m~,~ (l , blo 1 ~ 

With =pect 10 ,,,,, .... in B (1 ) deriv .. i>= (5che"", 1 ~ m"" of 
'he "ruChrr" rmmfiGr'ion, ~nder<d more ,~ rompoundi. 
re .... inin' 'he p;r~n' eompoo..J 1 'he mo>' '''~ of 'h;, >erie>. 
(l , bIe> 1 ~ le", v,lue lo.- compoo..J 11 w .. not determined 

l' """,11 brown 'h .. COX_2 "orre of 'he prirrcip;rl ""'yrne> 
invo_ in 'he 11' .... i..Juced edem .. ,. In order 10 "in browled¡lo 
,boo, 'he ma:l\;ln"m of "",ion of'he <ompoor.b re ported in 'h" 
work. _ ev,l .. tetI 'he inhibitooy prolile of eompoond< 1. 11 ,..J 
13 orr COX_2 .. :tivity. Not;rbly. oor re>kIIu ,how<d 'h .... I~ ~M 
eompoond 1 inhOb¡,."J 7B.77S of 'he ""yme', ,,,Mty. Surpri .. 
in¡¡ly. eompoo..J 11 . 'he mo>' ,cti~ in 'he 11'11 in vivo .... y. did 
not ,how inhObitiorr of COX_2. Simii;l~y. compoo..J 13 ",rmoS 
'he rm>' ,ct~ rompourrd, in ,he 11'1I .... y bu' inhibiu only on 
13 .. 1 00 ~M Tlrese =ul<> >upport 'he mown eomp lexity of 
ir~"mm .. ooy pro=. w1re~ rmdui;l,ion ofCOX_2 ,"ivity pi;ly> 
, ~ role bu, othe r biolop:..1 rnech,n""" Grnm' t.e ruled oot" 
P=",,,, "um", indiGrtetl 'h .. ,IIe deriv .. ~ IJ ,how<d , ¡ood 
,ntl-prom.,-.. ~ ,ctivity ,,,in" ><>me hu .... n Grr.:e r 6,.,..· 'hu, 
IJ h .. re .... rt.;rb le , .. ~inl\;rm .... toty ,..J ,n'~prol~e,.,~ 

,,,Mtie>. 

1.2.1. MI (H'OCIurtion " peritorror;ol .... l7Op'-" 
Wh", >timui;ltetl in vi"o by lipopol)l>'cch,ride ( IPS~ m""..,. 

ph""", proo.rce, nr.rrnber of cytoI:ine> , ..J ot her infl""' .... ""Y 
m<di;rto ... ineludin, TNFa ,nd n~rir: oxide ( OO~ t.l'h ofwhir:h 
eon,ri..,,,, dira:'1y 10 'he , bility of m""roplr'¡e> 10 till inv,dinS 
b,,,,,ri, ,nd 'u""",, ce ll> ,..J 10 ,he p;r'h"i"ne>" of ><p'ir: ,hode 

Tlru,- we ev, lu,tetI 'he efI""u of 1 ""d 1 on 'he proouc'ion of 
NO ftom rr-.>U se perito"",1 m,croplr'¡e>. M;rcroplr'¡e> (M+) 
,howed ,n e nh,rrc<d n~rite ~I...,., w1re n 'bey we~ "imul .. <d 
with LPS (l , ble 2~ Ü'dr =ul<> ,howed ,1\;1, l ." 31 ,..J lOO ~M 
,ipfi"" .. 1y r«lu« ,he nitri .. ",le.,., by lP'"A,..<d mo<..,. 
ph4= How..."r1 w .. ""~ only" 100 ~ 11 ,imibr t.eh,vior 
w .. ob.e~ w1re n 1 ""d 1 "",reev,lu,tetI on 'he proouc'ion of 
NO from ='inS .... croplr.¡e>. 
K~r. 'he =ul<> ofm""roplr'i"vi,bility detennined in 'he 

MTI .... y ,..,wed 'h .. t>oth 1 ,nd 1 decre..ed vi~ility orr /i n; 
,nd ~s. =pa:'~ly" ~O,..v¡ d=. Tlrese r",uh ,uW" 'h .. 
'he decre.,., orr NO produ"iorr ,hown by rompoond< 1 ,nd 1 ,~ 
due 10 'he influ",ee on eell vi;rbility i..Juced by 'he>< "iterpene>. 
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tr:: • 
_11 ...... _of_ .... I .... mx"" ...... ~ ....... ~_ ...... 
''''''''''.t _ .... '1<."" j, ......... _...,.. 

_1 """"'.-"' ......... nl (_I ............. dl •. Con .............. 
........ ..-............ n ......... , .......... _ ... 

¡_",cm" with IIe ~1 7. Fo.- com""risoo ..... 10"'" 14 (m..- 9.~ 
mmolJe.r) w.s"", docked. 111. """",11 o<lent."OO coincid'" w~h 
th;n of ''i''"''''in R. Molecu l< 14 ron"',n, ... oxime fun<.1'"'''' 
poop: which ¡. de",()tom~" pH _ 7. 'he N_O poopoocupr. 
'he ",me ~OII ., 'h;O: al 'he Gllt..nyl poop in 'IgI'n""in B ""d 
.... ~. hydr~n bood ¡,...-,,,;,,,, w~h Al, ~11 "clo= Iook 

"'he """,tu,,, revm l< ~ cOIIbnn;o:ion,1 di>.onion with =I'<Ct 
to ''i''n''''in R. Fi!; ... .1 ,how, .he oom""ri"", of ''i''n''''in B 
.nd compound 14 ., obt.in..t fiom dockin, wtly. compound 1 
w,","", dock<d ¡_ COX·2 ".1~ ,jo,. In .hi< ....,del (FI",,,, 45-

SUPIl Ie"""t;,,)' d ... ~ .. Ij:" .... in" .... ~. hy<Iw" bood in"'"",· 
ti"" with Gly ~7 .nd .he oxyg.on .tom "f'he f .... n poop ,,, .... in' 
" 267 A to 'he ck=>. hyd~n "om of Al¡ 12D . ....,....,.,..,r. 'hi> 
ox)'il'" .1Om .... ~.n in'mmle" ..... hyd~n t.".J wtth 'he 
n,,~borin, -OH ",,"P ..... kin¡¡ it 1= ,ccezible to in"'"," wtth 
Al,120-

l' i> import;ln' 10 ,.,toe 'h ... Khoop eOX·2 i> ,e lev.", in 'he 
11' .... induced e<!ern. model ,Ir,e "" othe , e nzyme< in 'he .nti
ir~bmm;o:ory process .Ifectin, 'hi. nsory .• nd 'h", ~ annot be 
disGr,rIed ,h;r, 'he 'r'rterperre.ev."me<! in 'he TP .... indue<d <de m;r 
1Md.1 rruy .1<0 .IIM other enzym;o:ic I>'!hw~~ 

.1. C"M .... ion 

In .umm~. 00' ' e<uh ,how !h .. !he "1""t"i", " ( I ~ B (2 ) 
,nd D ( J ) I'fl'=' ~ti.ir~bmm_ry .ctivity in ,Ir 11' .... irrdL.:<d 
e., e<!ern. in mice. T.tin, !he.e ""ult> into """ide,;o:ion ...., 
ev. Iu.,.,.¡ 'he ~,i.i,~brnrn;r1Ory ",,'ivity 01 13 'IgI'n"'!in.".ro:l 
B deriv .. i~ Ou, findio¡¡. ,how !h;o: 2 .nd 2 l- ,." . eyelo;rrt. 3. 
16-diorre-1 7..,n· 24-<>ie .cid (11 ) w .. e !he mos' ."i"" compoo nrk. 
Ev;,l .. !iorr or 2 in • COX·2 e nzym;r!ic =y ,h~ 78.771: 
illhibilion .115 J!M Bindio¡¡ 1Mde> p,<dic~ from docün"m:l n 
'""",' th;o: 2 in"'",". with • tey .mi,.,.cid ,e.idLl< invol""" 
in eOX·2 ."ivity. n.,ely Allj: 1211. TIri, rmdel.i'= ,e.,.,,.,bly 
w e ll with the observe<! .n,~infl.,m;rto<y propertie> 01 2. 

H""",""",. 11 'he eompoond 1M>! ""m= in the 11''' in vivo 
=y did not ,h""""'¡ i nh ib~ion or COX·~. TIre.e ""ult> demon
>!"'''' th;o: .Khoop the inducible eOX·2 i> impo"'n' in ,Ir 11''' 
iro:luced infbmm;r,ion "" other 1",,-. th;o: oontribu", 10 thi> 
c orrdi,ion. 

Meltinlj: poin" w .. e dete,mine<! orr • Fi>her Jom, ._""u, 
,nd ..-e u,",,,,""-"'<I. TIre IR ,pect'" """'" ,,,,,,,d<d in • Nico let 
FT· 55X ,pect,opIrotomete,. Op'ic;,l ro ... ,ion v.lue. _,e dete,· 
mine<! on. ~rl:in El""" 343 poI;r,im_,- ' H NMR 'pec'''' we", 
,erorrled .. 200 MHz '" 300 MHz (. , indiated) orr • V.,,¡.n ·Gem· 
ini 2DO. Unily:lOO. Ee6pse 300 }<o1 '" Bruke,· Av.nce 300 'pe<
trom<t..-.. elrmbl ,him.", expre»<d in 5 (pprn ) ,e l;rti>'<' 10 
TMS H in"",.,1 , ... ro:l.rd .ro:l eooplin, ron,,,,n,,} in Hz. 5oI>'<'n' 
i. iro:lb""¡ b, e""h eompoond M", ,pect'" w",e ,erorrled orr • 

)«>1 AI1505HR m;rn ,pect,omete,. 

·1.1.1.1>0I;rti .... 01 _nt~ ... 
TIre i<Ol;r,ion or "i"n"'tin , A. B .nd D Wll eorrdu,,<d "" p,.,v;. 

o",ly ,e porte<!. TIre ""in i>. by.produ" or 'he iro:lu"ri.1 prncen 
10 obt;rin ,.,tu",1 rubbe, ftom P. _rrtatum. TIre de riv."" 4-6, 1. 
9 .ro:l In we", ob ... ine<! ftom "-i""';O:in " "" p,.,v;oo'ly 
,el">f\l'<l. l. 

4 .1.2. syntlrorsi. 01 7. 11 ;uod lti deriv~w> 
4 .1.2.1. 4 ....... · 20. 24-e,.o>;y. I6, 2l-dioyd ... y-cydN run. ).0"", 
(7~ eompo..,d ti (l OO m,) in Cl1><:h mo led .. o. OC w"" tre.· 
,.,.¡ with ,riflwro;rcetie ... hydride (0. 5 rnL) . nd 'he ,e""tion Wll 

>!ilTe<! lo< 18 min. R<oetion mixtu", w"" ev..,.,.-.t<d .nd 16-trillu· 
oro;rcetoxy de,iv .. i""WH filSt ob ... ined k wu ,"'.,.,.¡ with • , ..... 
pe",iorr or po""'ium e..-oo,.,,,, in rneth.nol b, 15 min .. room 
"'mpe,_,e 10 si"" ,Ir proou" 7. which ~ p..-ifie<! by ehro · 
m;o:ov.rphie procedu",,- Yield: 3B mlj:. 3111 mile ><>lid (EtOAe) 
mp 181 _IB2OC: [~ l- _ 3239' (e 4.6rnsJrnL. 'H NMR (eOO~ 
300 MHz ): ~ 0.61 (1 H. d.) _ 6 Hz. H· I n 0.68 (1 H. d.) _ 6 Hz. H-

19~ o.86 (3H. .. H·29/30)' . 1.11 (3 H. .. H·18~ L21 (3H. .. H·21 ~ 
1.26 (3H. .. H·27 ~ L30 (3H. .. H·26~ L33 (3H. .. H·29/JO)'. 3.1 
(1 H. m. H·n 3.83 (I H. t) _ 7 Hz. H·24 ~ 4.60 (1 H. ro. H·16~ 7.5 
(1 H. .. NH~ "c NMR (75 MHz. eOO,): ~ 2o.~ (e · 1 8). 20.3 (e ·28). 
21.0 (e-6 ~ 21.0 (e-9 ~ 221 (e ·29). 23.9 (e·23~ 24.4 (e·JO ~ 253 
(e·21 ~ 26.~ (e ·n 26.~ (e·\O~ 26.7 (e· l1~ 27.0 (e·26~ 27.5 (e· 
27~ 29.5 (e·l~ 29.9 (e·~~ JO.8 (e·19~ 33.0 (e·12~ 36.~ (e·22~ 
.. ~ ~ (e·14 ~ 4~9 (e·13~ 482 (e·~ ~ 48.5 (e~ ~ 50.08 (e·n~ 55.5 
(e·4~ 56.3 (e·ln 694 (e·25~ 71.5 ( e· 16~ 83.4 (e ·24).II5,6 (e· 
20~ 17~,6 (e·3~ IR (eHO,): v_ 3612. 339~ 2963. 2871. 
1644crn - ' . ElMS mJz (S): 487 (M". 29.27 ~ 429 (M" - 58. ~4~ 
.. 28 (11 .5 ~ 413 (MII6 ~ ~8 (IOO~ HRMS: IOund miz 488.3726. 
[M ' II]": e,.¡¡~oo. ~uirM 4883739. 
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4.12.2. 1.1I;.Di!>xo.15- .... r-cyo: ........ 17..,n .1 .... oi< ... id ( 11 ~ 

11 ...... ion uf lOO "'i uf 9 in EtOH Wll ~u=l wi'h 2119 m, uf 
pouui..., hydroxide lo.-«J mino _ "he re.ction w,", naJt,.lize<! 
.. room ~mpe,.tu", u, ... 1 wolk "" .II~ rtt';nin,t lr produ<1 
11. Yield: 10m," 701 Mp 182_184 'C [~["" - 96" (e 7 "'l/mi.. 
(Ha,~ 'H NMR (DJ MHz. (lXh): ~ 0.64 (d. J . 4.1 Hz. I H. H- In 
0..116 (el J - 48 Hz. 1 H. H·I n 0.99 (>. 31'1. CH,~ UI6 (>. 3H. CH,~ 
1.11 (>. 3H. CH,~ L3~ (>. 3H. O/,~ 1.92 (>. 3 H. CH,). ' 'c NMR 
(7~ MHz. ax:!,):' 20.2 (C·18~ 20.7 ( C·28 ~ 21111 (C·JO ~ 20.9 (C· 
n 21.2 (C·29~ 22.1 (C·21 ~ 22.6 (C-6 ~ 2611 ( C·7~ 263 (C· l1 ~ 
26.3 (C·IO~ 292 (C·21~ 30.6 (C·19~ 30.8 (C·22~ 326 (C·12~ 33.1 
(c·n TI:/. (C· 2). 423 (C· \J ~ 4~7 (C· I~ ~ 47.9 (C~ ~ 48.2 (C·~~ 
~0.20. (C-4 ~ ~111 (C·I ~~ 141.7 (C·17~ 149 ~ ( C·2II ~ 1n.8 (C·14 ~ 

207.3 (C· 16). 21611 (C·3~ IR (KBr): "-- 3327. 1741. 1703. 
161~crn -' . EIMS miz (S): ~26 (M". 3969 ~ 411 ( IOO~ 143 (4. ~~ 
125 (3~ HRMS: Foond mjz 427.21164. [M ' H]" : C"H,.o. requ ire<! 
427.2848. 

l lr de riv;o: i>= 12 _15 we", o .... ine<! fi-om .,,,,";O:in B (1) ., 
pr""';oo,1y ",poned.' 

4.12.1. (16f24R)-1 6,24· ~"Y.15 -Ioy<Iro>;yqd.....un. U ·1 ... • 
to ... ( I fi~ lri~!pe"" 1 (:](10 "'i) w., tre.te<! w~h ""tQ< hlo
rope!benzOÓl: ' cid (m. aPIIA) ( 174ms~ lyp"'l I!zyer-VonÍS"r 
re. r" .. ",,,,,,nt Ied to o .... in 1;r<1""e 16. Yield: 124 m," «J:I:. Mp 
136 _1 38 'C [~]- _36.~' (e 611 m¡JmI.. CHC!,~ 'H NMR 
(2DOMHz. COCh) , p¡m> : 0.50 (d.J - 4.4. IH. H· 19 ~ 0.66 (d. 
J - 4.9 IH. H· I n 0.119 (>. 3H. O/ü 0.93 (d. 3H. 0/,.21 ~ UI5 (>. 
12H. 4CH,~ 1.17 (>. 3H. O/,.:JO ~ 2.10 (m. 2H~ 217 (>. OH~ 3.60 
( IKl.J - II.~. lH. H-14 ~ 4.60 (q. lH. H·1 6~ ' 'c NMR (7 ~MHz 
COC!,):' 18.9 (C· 18 ~ 196 (C·28~ 21111 (C·2 n 27.3 ( C· \O ~ 227 
( C·9~ 229 (C·29 ~ 21.3 ( c·n~ 2311 (C·26~ 249 (C·I~ 253 (C-6 ~ 
2~7 (C·2~ 2511 (C·27 ~ 26.7 (C·I I~ 26.7 (c·n 2811 (C·2II ~ 296 
(c· ln JO.9 (C·30.~ 32,6 (C·12~ 3 ~3 (C·22 ~ 44.9 (c·n~ 4~11 (C· 
14). 4~2 (C-m 48.2 ( C·8~ 497 (C·~~ ~7.0. (C· 17 ~ 73.1 (C·25 ~ 

74.9 (C· 16 ~ 8'7.1 ( C·4~ 824 (C·24~ 1 7~.4 (c·n IR (OlCh): . _ 
35022970. 1702crn - ' . ElM5 mjz (S): 472 ( M". 911 ~ 414 (M· 
- ~8. I~ ~ 413 ( IOO~ 143 (1 6.2~ ~~ ( 33 ~ HRMS: Foond mjz 
4 73.361~ [M ' H]" : C,.I'I.,o. requ ire<! 473.3630. 

4.1.1. Ev;¡,h ... ion 01 ~nd~nII~tory ... tivlt)l uf .rit..-¡re,... 
" .... 12.o .. _~ .. ~pIr_I .1 J..o __ (11'1I)-nchrr:«I 

edr lllol modet 
Anm.m. M;r le (1).1 nUce. we ighin, 20-25S e<IC1r, we", pro · 

v _ by Imtiruto d. f¡';~ C<IHJoT. Uriv<nidad _al mtára
ma d. Mbi"". AU experimentirl . nim.h we", he kl und.r , .. nd"d 
I. to-.. ory coro:!~ion, w~h 12/12 light.eb rk cyc le. TIrey w",e fe<! 
I. to-. ""Y diet. ro:! w.~r ;rd li bitum. AII experi "",nn ""'''' e..-rie<! 
o" u,inS 4-8 . nim;rl< per """11 

EfI<cu uf e.eh eornpound on 11'1I · iro:!uced ", r e<!ern. in m ice 
we", determine<! ., re ported by De Yoon¡¡ et ... lO w~h mino.- rmd· 
ifiGl,iom. l lr ,ub, .. ro;:ei. diuolved in ethyl .cet;r~ ( EtOA: ~ ""'''' 
top"'lly . dmini<t",e<! ",nsins 0.1I~ 1 "'l/en lro:!orn<th;rcin w., 
u<ed ., posi'ive rootrol 

11 ...... ion oflPII ( 2.~ JIJ) in EtOH (lO JIl ) w., . ppl rd topicolly 
to t.Jth 1.= (~ ~ ",eh f<ICe) ofthe ri¡lO: e., of 'he m ice. _ r 
lO min. ,he~" ,ubs .. n= _re ..,plrd ( \O JIl e.eh f<ICe~ l lr 1m 
e., r«eived eth. ,.,. ( \O ~I) nilo_by 20. ~ of EtOA:. 

11ft", loor hoo", 'he mi"" w",e ... crificed by ""rvicol di<IoGl · 
tion. 11 9 ·mm-d i;r rneter plu¡¡ w., ",,,..,ved from e<ICh "' '- l lr 
,we llin, w'"' ~., 'he difrr<nee in _ ight t.etw",n right 
. nd Ieft e., plu,,-lO ~rt:e .. ~ of inhib~ion uf edem. (SEI ) Wll 
e. lcul;rte<! u,in, 'he equ .. ion:: 

.,. EI _ 100 _ [B ~ lOOjA] 

wit h ~ _ edem;r iro:!uced by 11'11. .,d B _ edem;r irw:fuced by 11'11 pi ... 
te<t compoonel 

Weight eb ... '" ex)JI«5ed ., the mar n ± in Sf: of 4-8 mi"". S"· 
ti<,iGlI d ifrrerr= between co"rof . nd tre;o:<d V' ''''' ""'''' doter· 
mine<! ",in¡¡ ., M~II foIl~ by • ÜIImrt .... ""t P<0.1I~ 
val"., we", ron,ide..,.j 'ipIilk"nt ~rt: ... t1¡e of <de"" inhibirion 
bre.eh d"", Wll eolcu l;rte<! '"' )JIevion,1y de>crib<d. TIre effa1i"" 
do.e ~o. (ED,o) v. lue> ""'''' eolcul;rte<! fmm r"i""'ion equ .. ion 
",in¡¡ 'ipIilb .. d;o: .. 

4.1.1. n vltro r:yr:1oo~n_.1 (OOX·1) Inhibkion _ 
TIre . bi6ty of .,,,, .. ;O:;n B to inhibir COX·2 w., detennin;o:e 

",in¡¡ • eoforimetrie COX inhibitor.""""ning .,..,y (C'Y m;rn 
OremiGll ltem 56031 ~ TIre d<t",min;r,i"" w., . eh ieved bllowin¡¡ 
'he m;rnutrcture in<trll<1iort<. 

4.1.1. [)ftrnnir..olon uf r«l <""..,ntr~on 

4.1.1.1. I>ol;rti ... -.1 ",k..., DI pri~ peri!onr.ol IIIol""· 
pIr~. ~iu fern.1e mice weipin, 2~JOS we~ corrdi· 
tione<! in "IPeerne .. wi'h 'he !lnim;rl C. ", .,d U", Cornmit_ 
(PIlOY· OOM OB7·ECOl-SSIII _2000~ Mice "",re i,;«te<! int,.pe';' 

ton"aliy wilh 1 ml of 31 (wt voI- ' ) thilllyrolbte 3 d~, )JIior to 
h;rrve<tin¡. ~ritorre. 1 exud.~ ""u, (PEe) we", h."""ted. 
Wllh<d . • ro:! ,u,pe nded in OMEM P'EC ""'''' >eed<d into 14-we ll 
pI;o:e. ( lI<ctorr Dickin"",. üxn. rd. CA. USII) " ~ corr""ntr .. ion of 
1 ~ \(1' ee ll< mi. - ' . • ro:! 'herr incub.Jte<! lo.- 2 h .. 37 OC in • ~ 
COi incub;o:o.-. Norr.d lr",n' ",, 11< "",re W.,1rd ofI . nd cul, .. e<! 
in OMEM ,""p le"",nte<! w~h l OS KS Ce ll< ""'''' t",.te<! lo.-
24 h .. 37 OC. w~h 60 U ml- ' SOO. with o.- wi'hoo' 1O~, ml- ' 
lPS both in , Ir . b"",,,,, . nd )JIe>eD"" ofte.t cornpo""d. (1_4) 
.,d UII. C""""ntr;o:ion, t.etw",n o.OOI - lOfiM br 1_4 . nd 
0.001_1 """ lo.- UII w",e uled. l1li , Ir ,ubs • .,= _ted "",re 
>OIved in EtOH. TIre finol e"""" .. ""ion of EtOH in the ee ll cuKure 
'''''e m . .... w., 0;0.1 :1:. TIri< coro;:e .. ,.,ion did nllt ,how . ny efla1 
"" 'he ..... )1>. 

4.1.1.2. Nitri~ pruduttion In peri!onr.ol rn;oo:TOpIro-. l. 

Nit,i!e ;o;:cullllll;rli"" wz; determine<! by mixing eq ... 1 vol...,,,, 
(lOO JIl e<ICh) of ",,11 e"tu", rn<d ium .,d Grie» ",. ", .. [I S ,tri· 
p'" n il;r mid./O IS H-( l · n.., h'hyl)-<t lryIe rrd i;r mine d ihydroc hlo
rirlel~ H, PO.] ... 20.OC br \O min . • nd 'he 00 w",e re.d "" • 
Micropl;o:e Re.d.r .. ~I~nm. Nitme e"""" .. ",tion ( ~M) w'"' 
determine<! by i"",poI;rti"" of , .. nebrd e..ve> roo"",cted with 
mowrr roo""n,,,,,i,,,,, of N;roo,. 

4.1.4. Cet l vI~lit)l 
~II ""pir;O:ion . • n ind"'_ of ""u vl;rbi6ty .... ., determine<! in 

'he re m;rinin, m;rcroph;r"" by rmdifie<! MTI metm el " 8riefly. 
\O ,,1 of MIT ( ~ "'i mi. - , in PBS) .... . rfrfe<! to ",m;rinins ",,11< into 
96 · ... el l pI;o:e> which "",re. the n. incub.Jte<! lo.- 4 h .. TI ' C Incor· 
por.rte<! dye w., ><>Ived in OMSO (lOO ~~ IIb.orb.,,,,, w., ""' •• 
, .. rd "" . microp l;r~ re.d.r .. ~I~ mi. Re<uK, w",e exprened 
'"' pe"",n .. ", of MTI ineorpor;O:<d in ,,,,.te<! cell< in ""pecI to 

rontrof ""n" 

4.1.5. _m. ""'_ 
Mrxfe lin, "ud ie< roo,i<ted of ""tom;rte<! dockinS imp le"",nte<! 

in MOE 21112.101 " ",in,'he MMFF94< for"" field TIre COX·2 ay>
.. 1 ""'<1u", ",lect<d lo.- 'hi< """y (POII-ID: ICX2 ) i< eo-cry'''~ 
lizrd with SC· ~~8. which i< • ",lect ive COX·2 inhibi-. 
..EN REF_9 'hi< I~nd oocupie< 'he COX·1 <lCtive ,i~. lo <lCcoont 
;o: Ie.,t pc;rrtiolly. lo.- )JI_in flexibility. ri¡ir/ doc tin, w'"' foIlowe<! 
by induc<d fi, doctin¡. u,in, detr uK ""'in¡¡<. 
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