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Resumen

En México la planta medicinal Agastache mexicana subsp. mexicana (Lamiaceaea)
conocida como “toronjil morado", es utilizada empiricamente para tratar algunos
padecimientos como son los gastrointestinales, hipertension, ansiedad, insomnio y fiebre.
Nuestros estudios previos demostraron que los glicésidos: 7-O-B-glucopiranosil de
acacetina (tilianina) y (2-O-acetil)-7-O-B-glucopiranosil de acacetina, son los metabolitos
secundarios mayoritarios en los extractos polares del toronjil morado.

Como parte de nuestra busqueda sistematica de nuevas moléculas de origen vegetal
como probables agentes antiproliferativos y antiinflamatorios decidimos realizar una
reacciéon de acetilaciéon de tilianina. De ésta reaccién se obtuvieron la 7-O-B-D-
tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1) y la 7-O-B-D-pentoacetil glucopiranosil de
acacetina (2).

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar la inhibicion de proliferacién del derivado 1
en lineas celulares de cancer humano por el método de sulforrodamina B (SRB) a 48 h. Asi
como determinar la actividad antiinflamatoria de 1 en el modelo de edema inducido por
12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) en la oreja de ratén a 4 h y evaluar la
inhibicidn de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO).

Nuestros resultados mostraron que 1 posee selectividad en la actividad antiproliferativa
para la linea celular PC-3 con una Clsg de 8.15£1.5 uM y para HCT-15 con una Clso de
36.93+0.6 uM.

También nuestros hallazgos mostraron que 1 posee actividad antiinflamatoria con un Clsg
de 0.31 uM, evaluado en el modelo de edema inducido por TPA e induce una reduccién en
la actividad enzimatica de MPO.

Tomando en cuenta que la tilianina mostré actividades antiproliferativas vy
antiinflamatorias muy pobres entonces es factible suponer que el cambio de polaridad en

el derivado 1 sea la responsable de las potentes actividades de éste derivado acetilado.
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Abstract

In Mexico the herb Agastache mexicana subsp. mexicana (Lamiaceaea) known as "toronjil
morado " is used empirically to treat some diseases such as gastrointestinal, hypertension,
anxiety, insomnia and fever. Our previous studies showed that the glycosides: 7-O-B-
glucopyranosyl of acacetina (tilianina) and (2'-O-acetyl) -7-0-B-glucopyranosyl of acacetin
are the major secondary metabolites in polar extracts of toronjil morado.

As part of our systematic search for new molecules of plant origin as probable
antiproliferative agents and anti-inflammatory products, we decided to make a tilianin
acetylation reaction. This reaction was obtained the products: 7-O-B-D-
tetraacetilglucopiranosil of acacetina (1) and the 7-O-B-D-glucopyranosyl pentoacetil of
acacetina (2).

The objectives of this study were to evaluate the inhibition of proliferation of 1in human
cancer cell lines using the method of sulforhodamine B (SRB) in 48 h, as well as analyzing
the antiinflammatory activity of 1 using the model of edema induced by 12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) in mouse ear 4 h assess inhibition of
myeloperoxidase activity (MPO).

Our results showed that 1 is selectivity in antiproliferative activity for the PC-3 cell line
with an ICso of 8.15 + 1.5 uM and HCT-15 with an ICsp of 36.93 £ 0.6 uM.

Our findings also showed that 1 possesses antiinflammatory activity with an ICs0 0.31 uM,
evaluated in the model of edema induced by TPA and induces a reduction in the
enzymatic activity of MPO.

Considering that the tilianina showed very poor antiproliferative and anti-inflammatory
activities then it is feasible to assume that the change of polarity in 1 is responsible for the

powerful activities there of acetylated derivative.
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1. Introduccion

Actualmente existe evidencia que indica la relacion entre los procesos de inflamacién y el
cancer. La participacion de células y moléculas implicadas en la inflamacién crénica como
las ciclooxigenasas pueden contribuir al desarrollo del tumor, angiogénesis, metastasis y
evasion de mecanismos de apoptosis (Grivennikov et al.,, 2010). Asi mismo, se ha
informado que en la enfermedad inflamatoria intestinal aumenta el riesgo de cancer
colorrectal y la infeccidon persistente por la bacteria Helicobacter pylori es un factor
asociado con el cancer de estémago (Waldner y Neurath, 2009). Se conoce que farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) a través de la inhibicion de moléculas que
participan en el proceso inflamatorio pueden reducir el riesgo de cédncer (Sahin et al.,,
2014). En un estudio en ratones con lesiones precursoras y adenocarcinoma de pancreas
se observd que el uso del farmaco aspirina (desarrollado a partir de salicina, un
compuesto aislado de la corteza de Salix alba L.), posee actividad antitumoral al disminuir
la expresién de ciclooxigenasas (Rao et al., 2012).

Por lo tanto, el descubrimiento de fdrmacos a partir de compuestos de origen natural
(mineral, vegetal, animal) o sus derivados sintéticos que posean una actividad
antiinflamatoria, puede permitir el desarrollo de nuevas terapias contra el cédncer. Las
flavonas glicosiladas presentes en algunas plantas medicinales han demostrado en lineas
celulares de cdncer humano, capacidad para inducir apoptosis, arresto en el ciclo celular y
actividades antiinflamatorias. Por ejemplo, el glicésido 7-O-B-D-glucosido de kaempferol
obtenido de Smilax china L. (Smilacaceae) inhibe el crecimiento de la linea celular Hela
(cancer cervicouterino) a través del arresto del ciclo celular en la fase G2/M, ademas
induce la expresién del gen Bax (proapoptotico) y se inhibe Bcl-2 (antiapoptotico) (Xu et
al., 2008). Otro ejemplo lo constituye la 7-O-B-D-glucopiranosido-apigenina obtenida de
Chrozophora tinctoria, la cual inhibid la produccién de interleucinas como IL-1f, IL-6, TNF-
o y prostanglandinas PGE2, los cuales son marcadores pro-cancerigenos (Abdallah et al.,
2015)

Por otro lado, en nuestro pais se ha utilizado empiricamente la especie Agastache

mexicana subsp. mexicana, conocida como “toronjil morado" (Bye et al., 1987), para el
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tratamiento de la hipertensién, ansiedad, reumatismo, fiebre y enfermedades
gastrointestinales, entre otros padecimientos (Argueta et al, 1994, Linares et al., 1988).
Nuestros estudios han demostrado que A. mexicana subsp. mexicana sintetiza el glicdsido
7-0-B-D-glucopiranosil acacetina (tilianina) (Estrada-Reyes et al, 2004). Este glicésido tiene
propiedades vaso relajantes a través de la via del éxido nitrico (ON) y apertura de los
canales de calcio (Hernandez-Abreu et al., 2009). Hallazgos previos en nuestro grupo de
trabajo mostraron que tilianina posee una leve actividad antiproliferativa en lineas
celulares de cancer humano pero su accién no fue tan significativa para considerarse una
molécula antineoplasica. Sin embargo modificaciones estructurales a la tilianina a través
de reacciones de acetilacion permitieron la obtencidn de 7-O-B-D-pentoacetil
glucopiranosil de acacetina (2) con efectos antiproliferativos en la linea celular MCF-7
(cdncer de mama) con un ICspde 4.42 uM y PC-3 (cancer de préstata) con un Clsode 19.80
UM (resultados no publicados). Asi mismo, el derivado 2 posee propiedades
antinflamatorias. En el modelo de edema de oreja de ratdén inducido con TPA,
administrado por via topica a una concentracién de 0.31 mg/oreja inhibe el edema con un
49.38%. Tomando en cuenta lo anterior, es posible que el nuevo derivado 7-O-B-D-
tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1) posea propiedades antiinflamatorias vy

antiproliferativas.



2. Antecedentes

2.1. Inflamacion

La inflamacidn, es una respuesta que involucra el reclutamiento de células del sistema
inmune (neutrdfilos, monocitos, células dendriticas) y la liberacion de mediadores
inflamatorios (interleucinas, quimiocinas) a lugares de infeccion, dafio por agentes
patégenos y lesion tisular (Vidal-Vanaclocha , 2009).

Se caracteriza por:

-Migracion de neutréfilos circundantes en la sangre y monocitos a zonas infectadas, las
cuales se unen a las células vasculares endoteliales que recubren las vénulas, por medio
de las moléculas ICAM-1 (adhesién intercelular-1), VCAM-1 (molécula de citoadhesion
vascular-1) y de integrinas (Mellado Garcia et al., 2005).

-Produccién local de quimiocinas CC y CXC, por leucocitos y células endoteliales inducidas
por el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina IL-1. Las quimiocinas estimulan y
regulan el movimiento de linfocitos.

-Liberacién de citosinas proinflamatorias como TNF, IL-1 y IL-6 que inducen la produccidn
de neutrdfilos en la medula dsea.

-Dilatacién de las venas, aumento de la permeabilidad de los capilares.

-Activacion de macrdfagos que reconocen agentes patdgenos y los destruyen por medio
de liberaciéon de moléculas como el éxido nitrico (ON) y fagocitosis.

-Activacidn y migracion de linfocitos T virgenes a las zonas de inflamacion.

2.1.1. Inflamacion crénica y cancer

Una vez que se ha presentado la infeccion o dafo al tejido se inicia la respuesta
inflamatoria, la cual puede ser de corta duraciéon (horas a dias) denomindndose
inflamacién aguda. Si el proceso inflamatorio se mantiene durante mayor tiempo la
inflamacién se cataloga como crénica (Vidal-Vanaclocha, 2009). Esta condicion se
caracteriza por el continuo reclutamiento de células al lugar de la infeccidn. Los fagocitos

ubicados en el tejido pueden danar a otras células, generar estrés oxidante y dafio al ADN



por la liberacidn de especies reactivas como el ON. Asi, la inflamacion crénica puede
asociarse con enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, diabetes, arteriosclerosis,
artritis y cancer (Aggarwal et al., 2006).

En el cancer, la inflamacién crénica se ha considerado como un factor de riesgo. La
participacidon de células y moléculas caracteristicas de los procesos inflamatorios como los
macréfagos, neutréfilos, mastocitos, células dendriticas y de moléculas como
interleucinas, 6xido nitrico (ON) y ciclooxigenasas en el microambiente del tumor pueden
favorecer la proliferaciéon, supervivencia, angiogénesis, metdastasis y evasién de
mecanismos de apoptosis (Grivennikov et al., 2010; Maiorov et al., 2013). La inflamacién
cronica puede predisponer al cancer como por ejemplo, la enfermedad inflamatoria
intestinal aumenta el riesgo al desarrollo del cancer colorrectal (Vidal-Vanaclocha, 2009).
En algunos canceres se ha observado el incremento de moléculas implicadas en la

inflamacidén como:

-Ciclooxigenasa COX-2

La isoforma COX-2 es una enzima que oxida al acido araquiddnico para la sintesis de
prostaglandinas (PGs) como PGE2, las cuales participan en el proceso inflamatorio como
mediadores de la vasodilatacién, fiebre y cicatrizacidn de heridas. La COX-2 puede ser
inducida por citosinas y TNF, se encuentra poco expresada en tejidos y aumenta en los
procesos inflamatorios. La acumulacion de COX-2 en el microambiente del tumor
promueve la angiogénesis, adhesién celular y migracion (Menter y DuBois, 2012). En el
cancer colorrectal la PGE2 promueve el crecimiento celular. En el cancer gastrointestinal,
epitelial y cdncer de mama existe un incremento de los niveles de COX-2 (Aggarwal et al.,

2006).

-Oxido nitrico sintasa (iNOS)

Los macrofagos en la defensa antimicrobial sintetizan el ON, un microbicida vy

vasodilatador, esta molécula es producida por la accién de la enzima inducible iNOS la cual
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se expresa en condiciones de inflamacion o infeccion. EI ON en altas cantidades pueda
dafiar las células al contribuir a la oxidacion del ADN y dafio a proteinas. Se ha relacionado
la expresién de iNOS en los canceres de mama, colon y prdstata (Yu et al., 2013).

-Quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas cuya principal actividad es estimular el movimiento y
regular la migracion de leucocitos en el proceso inflamatorio, su liberacién es inducida por
estimulos que actuan en macréfagos, linfocitos T o fibroblastos. Las quimiocinas se
dividen en cuatro familias: CXC, CC, CX3C y XC, ejerciendo su funcién por unién a
receptores transmembrana acoplados a proteinas G (GPCR) (Monteagudo et al., 2011). Se
informa que en células de melanoma y cancer de mama se expresa el receptor CXCR4 de
la familia de quimiocinas CXC, el cual estd asociado a la diseminacidn neoplasica (Ueda et

al. 2010, Monteagudo et al., 2011).

-Citocinas proinflamatorias

Las citosinas proinflamatorias (IL-1, TNF-a) son proteinas secretadas por células del
sistema inmune en respuestas inflamatorias, pueden tener una accion local o sistémica.
Estimulan el crecimiento y la diferenciacion de monocitos y linfocitos a células efectoras
(Toche, 2012).

-El Factor de necrosis tumoral (TNF-a) es producida por macroéfagos y células dendriticas,
estd involucrada en el reclutamiento de linfocitos en el lugar de infecciéon e induce el
aumento de moléculas de adhesion endotelial VCAM-1 e ICAM-1 y la quimiocina CCL2,
esta ultima relacionada con la acumulacién de macrdéfagos en el cancer de prdstata (Solis-
Martinez et al., 2015). La TNF-a puede actuar en la progresién y desarrollo de metastasis
del cancer de préstata (Aggarwal et al., 2006; Rodriguez-Berriguete et al., 2013).

-La IL-1 participa en la respuesta inflamatoria aguda y podria estar relacionada con la

proliferaciéon celular en el cancer de prdstata (Rodriguez-Berriguete et al., 2013).



2.1.2. Tratamiento farmacolégico en la inflamacion

2.1.2.1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), son utilizados como analgésicos,
antipiréticos y agentes anti-inflamatorios, tienen una estructura conformada por un
nucleo aromatico hidréfobo unido a un grupo acido, su actividad esta dirigida a inhibir la
actividad de las ciclooxigensas COX-1 y COX-2, encargadas de convertir el acido
araquidonico, para la produccién de prostanglandinas (PGs) y tromboxanos (Ricciotti y
FitzGerald, 2011). Las AINEs se dividen en dos categorias los no selectivos para COX-1 vy
COX-2 y los selectivos para COX-2 (Tabla 1).

La COX-1 es una isoforma de expresion constitutiva localizada en el tracto digestivo,
endotelio, musculo liso, encargado de dar proteccién a la mucosa gastrica, participa en las
respuestas autoinmunes y diferenciacién de macréfagos (Zha et al., 2004). Por otra parte
la COX-2 tiene una expresion regulada, se encuentra en el cerebro, ovarios y musculo
estriado. Se induce por mediadores de la inflamacion como el interferén gamma (IFN-y),
TNF-a, IL-1y la activacién del factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB). Se encarga de la
produccién local de prostanglandinas que estan involucradas en la proliferacion celular y

la inflamacidn (Zha et al., 2004, Ricciotti y FitzGerald, 2011).

Tabla 1. Clasificacion de los AINEs

No selectivos COX-1y COX-2 Selectivos COX-2
Aspirina, indometacina, Diclofenaco, celecoxib, rofecoxib, Ibuprofeno,
ibuprofeno, piroxicam nimesulida, omeprazol, valdecoxib




2.1.2.2. AINEs y cancer

El aumento de la actividad de la enzima COX-2 genera el aumento de PGs, lo que puede
contribuir al desarrollo del cancer. Se ha demostrado que los farmacos antiinflamatorios
AINEs a través de la inhibicidn de la COX-2, reducen el riesgo y aumentan la supervivencia
de cancer gastrointestinal, pancreatico, colorectal y adenocarcinoma de eséfago (Sahin et
al., 2014). El farmaco indometacina reduce y previene la formacidon de tumores en un
modelo experimental de ratones con tumor de eséfago inducido con dietilnitrosamina
(Rubio, 1984). En un trabajo con pacientes con ulceras pépticas que utilizaron AINEs,
resultaron ser menos suceptibles al cancer géastrico que aquellos pacientes que no utilizan
AINEs (Akre et al., 2001; Wu et al,, 2010). En un estudio en ratones con lesiones
precursoras y adenocarcinomas de pancreas se observd que la aspirina tiene actividad
antitumoral al disminuir la expresion de ciclooxigenasas y Bcl-2 (Rao et al., 2012).También
se ha visto que la aspirina tiene una actividad quimiopreventiva en hamster con cancer de

pancreas (Ouyang et al., 2006).



2.2. Caracteristicas quimicas de los flavonoides y glicésidos de flavona

Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos polifenolicos, con un esqueleto de
dos anillos bencénicos (ciclo A y ciclo B) unidos por tres &tomos de carbonos (C6-C3-C6)
(Fig.1A). Se clasifican de acuerdo a su estructura: en flavona, flavonol, flavanol, isoflavona,
flavanona (Fig.1B) (Kumar y Pandey, 2013).

Los flavonoides se encuentran en la naturaleza como agliconas o unidos a uno o mas
azucares como la glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y rutinosa. En funcién al enlace
se encuentran los O-, C-, B-, a-glicosidos. Las posiciones glicosiladas son el C5, C6, C8, C4’,

siendo preferentes los C7 y C3 (Veitch y Grayer, 2011; Xiao et al., 2014).
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Figura 1. A) Estructura basica de los flavonoides. B) Tipos de Flavonoides.



2.2.1. Glicésidos de Flavona: Actividad en sistema inmune y cancer

Algunas investigaciones han revelado que compuestos del tipo de glicésidos de flavona
aislados de plantas medicinales son bioactivos. Por ejemplo, se ha demostrado en
modelos in vitro que éste tipo de metabolitos secundarios tienen actividad sobre el ciclo
celular e inducen apoptosis en diferentes lineas celulares de cancer humano (Xu et al.,
2008, Alonso-Castro et al., 2013).

En particular, se ha demostrado que el 7-O-B-D-glicosido-kaempferol aislado de Smilax
china L. (Smilacaceae) (Fig.2A) inhibe el crecimiento de las células en forma selectiva para
la linea celular Hela (cancer cervicouterino). El mecanismo por el cual actta es a través del
arresto en la fase G2/M del ciclo celular, asi como la disminucién tanto de la ciclina B1
como Cdk1 (quinasa dependiente de ciclina 1). Estos eventos inducen un aumento de la
apoptosis por un incremento en la expresion de Bax y una disminucién de Bcl-2 (Xu et al.,
2008). Por otro lado, las flavonas glicosiladas: Iuteolin 6-C-(4"metil-6"-O-trans-
caffeoilglicosido), luteolina 6-C-(6"-O-trans-caffeoilglicosido) y luteolina 6-C-(2"-O-trans-
cafeoilglicosido obtenidas de la corteza de Vites agnus-castus L. (Verbenaceae) (Hirobe et
al., 1997) inhiben el crecimiento de la linea celular P388 (leucemia linfocitica). El extracto
metandlico de las hojas de Swietenia mahagoni (L.) Jacq. (Meliaceae) contiene el glicosido
guercetin-3-0-glicosido (Fig.2B), responsable de la inhibicién del crecimiento de las lineas
celulares de leucemia K562 (eritrolecucemia humana) y U937 (leucemia monocitica), por
medio del arresto en la fase G2/M del ciclo celular y la activacion de las caspasa 3 y 9 (Roy
etal, 2014).

Adicionalmente compuestos con actividad antitumoral también pueden poseer una accion
sobre células del sistema inmunolégico (linfocitos polimorfonucleares, esplenocitos,
macréfagos, natural killer). EI kaempherol-3, 7-bis-ramnosido (Kaempferitrina) (Fig.2C)
obtenido de Justicia spicigera inhibe el crecimiento in vitro de células Hela. El mecanismo
gue se ha propuesto es mediante la detencidn del ciclo celular en la fase G1 e induccién
de apoptosis dependiente de caspasas (Alonso-Castro et al.,, 2013). En modelos in vivo

éste glicdsido posee efectos quimiopreventivos y antitumorales en células Hela, también



posee actividad inmunoestimulante mediada por esplenocitos y macréfagos murinos
(Judrez-Vazquez et al., 2013, Alonso-Castro et al., 2013).

Algunos otros glicésidos de flavona presentan efectos antiinflamatorios, como luteolin 5-
O-glucosido aislado de Cirsium maackii (Compositae), el cual inhibe la produccién de dxido
nitrico (ON), mediante la inhibicion tanto de la éxido nitrico sintasa (iNOS) como COX-2 en
la linea celular de macréfagos murinos RAW264.7 estimulados con lipopolisacaridos (LPS)

(Jungetal., 2012).
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Figura 2. Glicosidos de flavona aislados de plantas medicinales. A) Kaempferol-7-O-B-D-glucosido
(Smilax china L.). B) Quercetin-3-0-glucosido (Swieteniamahagoni (L.) Jacq. C) Kaempherol-3, 7-

bis-ramnosido (Kaempferitrina) Justicia spicigera.
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2.3. Estudios etnobotanicos de Agastache mexicana

Agastache mexicana es una especie originaria de México con dos subespecies: A.
mexicana (H. B. K.) Lint & Epling subsp. mexicana Bye, Linares & Ramamoorthy (Fig.3A) y
A. mexicana (H. B. K.) Lint & Epling subsp. xolocotziana Bye, Linares & Ramamoorthy
(Fig.3B) (Bye et al., 1987; Santillan-Ramirez et al., 2008).

En la medicina tradicional mexicana Agastache mexicana subsp. mexicana se conoce
principalmente como toronjil morado, toronjil rojo y tlalaueuetl (ahuehuete de la tierra)
(Bye et al., 1987). El toronjil morado se ha utilizado como remedio para el tratamiento de
la hipertensién, ansiedad, reumatismo, fiebre y enfermedades gastrointestinales, entre
otros padecimientos (Argueta et al, 1994, Linares et al., 1988). Es comun el uso de esta
especie combinada con otras plantas medicinales, por ejemplo, el remedio de los tres
toronjiles se prepara con la mezcla de toronjil morado (A. mexicana subsp. mexicana),
toronjil blanco (A. mexicana subsp. xolocotziana) y toronjil azul o chino (Dracocephalum
moldavica). También se utiliza la mezcla con la flor de manita (Chiranthodendron
pentadactylon), tila (Ternstroemia spp.) o azahar (Citrus spp.). Estas mezclas se
recomiendan como remedios para los “nervios” y el insomnio (Linares et al., 1988).
Estudios apoyan el uso de las dos subespecies de A. mexicana en la medicina tradicional.
Los extractos acuosos de A. mexicana subsp. mexicana y subsp. xolocotziana, a bajas dosis
poseen una actividad ansiolitica y a altas dosis efectos sedantes (Estrada-Reyes et al.,
2014).

En México las personas diferencian A. mexicana subsp. mexicana de A. mexicana subsp.
xolocotziana por el color de las flores, el tallo y el aroma. En estudios de la anatomia
vegetal se revela que A. mexicana subsp. xocolotziana tiene un tallo con mayor cantidad
de tricomas y bandas de esclerénquima mas desarrolladas que A. mexicana subsp.

mexicana (Santillan-Ramirez et al., 2008).
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Figura 3. A) Agastache mexicana subsp. mexicana “Toronjil morado” B). Agastache mexicana

subsp. xolocotziana “Toronijil Blanco.

2.3.1. Constitucion quimica de A. mexicana subsp. mexicana

De acuerdo con la literatura uno de los principales componentes quimicos del genero
Agastache son las flavonas tanto en su forma glicosilada como libre. Las especies A.
urticifolia, A. parvifolia, A. cusickii, A. rugosa, A. occidentalis. A. foeniculum. A. nepetoides
poseen los glicosidos: 7-O-B-D-glucosido de diosmetina, 7-O-glucosido de acacetina, 7-O-
glucosido de apigenina y 7-O-glucosido de luteolina (Vogelmann et al., 1984).

Estrada-Reyes (2004) reportd que los compuestos mdas abundantes de A. mexicana subsp.
mexicana son la flavona acacetina y los glicosidos de flavona (2-acetil)-7-O-glucosil
acacetina y la 7-O-(B-D-glucopiranosil) acacetina (tilianina). En un anélisis de los extractos
acuosos de A. mexicana subsp. mexicana mediante la técnica de HPLC, se identificaron la
diosmetina 7-0-B-D-(6"-O-malonil)-glucosido, acacetina 7-0-B-D-(6"-O-malonil)-glucosido,
acacetina-7-0-B-glucosido-D-(2"-acetil-6"malonil) y luteolina 7-O-B-D-(6"-O-malonil)-

glucosido (Estrada-Reyes et al., 2014).
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Entre otros componentes quimicos principales de A. mexicana subsp. mexicana, se
identifico el triterpeno acido ursdlico, los aceites esenciales: clavicol de metilo, limoneno,

linalol y el 4cido malico (Estrada-Reyes et al., 2004).

2.3.2. Actividad Bioldgica de 7-O-B-D-glucopiranosil acacetina (tilianina)

Se ha demostrado en modelos in vitro e in vivo que la tilianina (Fig.4) posee actividad
antihipertensiva, vasorelajante y antiinflamatoria (Molina-Hernandez et al. 2000;
Hernandez-Abreu et al., 2009; Hernandez-Abreu et al., 2011; Gonzéalez-Ramirez et al,
2012).

Asi mismo, los extractos polares de A. mexicana con un alto contenido de tilianina tienen
una actividad vasorelajante en anillos de aorta de rata (Hernandez-Abreu et al., 2011). En
un modelo de ratas espontdneamente hipertensas (SHRs) se demostrd que la tilianina
induce un efecto antihipertensivo a dosis por debajo de los efectos toxicos (Herndndez-
Abreu et al.,, 2009, Hernandez-Abreu et al.,, 2013). Se postuld que la actividad
antihipertensiva de la tilianina se debia a la liberacién de éxido nitrico (ON) por la
estimulacion de NOS y apertura de canales de calcio (Hernandez-Abreu et al., 2009)

La tilianina ha demostrado efectos anti-aterogénicos mediante la inhibicién la activacién
del factor transcripcional NF-kB, citosinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B que
inducen la expresiéon de moléculas de adhesion como VCAM-1 (Hong et al., 2001; Nam et
al., 2005).

O

. OH

OH O

Figura 4. Tilianina (7-O-B-D-glucopiranosil de acacetina).
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2.4. Estrategias para evaluar la actividad antiinflamatoria

Los agentes antiinflamatorios ejercen su accion a través de diferentes mecanismos, por lo
gue es necesario un modelo experimental que permita inducir la inflamacion y medir el
aumento o disminucion de la actividad de células y moléculas del sistema inmune
(Dhalendra et al., 2013). El modelo de edema auricular de ratéon causado por el 12-0O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) constituye un sistema de tamiz, en la inflamacidn
aguda in vivo para evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos o compuestos de

origen vegetal.

2.4.1. 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA)

El éster de forbol 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), fue aislado de Croton
tiglium L., su estructura consiste en un esqueleto de carbono (diterpeno tetraciclico), es
conocido como inductor de tumores y puede desencadenar un proceso inflamatorio,
induce la infiltracidon de neutréfilos y la expresidon de proteinas como quimiocinas, COX-2,
TNF-a dependiente de la activacion de NF-kB (Passos et al., 2013).

El TPA tiene una estructura parecida al dicilglicerol fisioldgico, uniéndose de manera
andloga para activar la proteina quinasa C (PKC). Esta quinasa regula diversos procesos
celulares como proliferacién, apoptosis, migracién celular y en la epidermis aumenta la
expresion de mediadores inflamatorios, incluye la activacién de proteinas quinasas
(MAPKs), fosfolipasa A2 y proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-2) (Goel et al., 2007;
Passos et al., 2013).

El TPA es utilizado en el modelo auricular en ratén para generar un edema localizado en la
oreja, lo que conlleva a una vasodilatacién y la infiltracién de linfocitos polimorfonucleares
PMN (neutrodfilos), liberacion de mieloperoxidasa, hiperplasia y queratinizacién (Stanley et

al., 1991).
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2.4.2. Mieloperoxidasa

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) participan en la inmunidad innata como primera
defensa del huésped frente a cualquier agresién o estimulo. También se localizan en los
sitios donde hay inflamaciones crdénicas, tumores, infecciones persistentes e interaccionan
con los linfocitos T en la inmunidad adaptativa. Los PMN una vez que han sido activados
producen la enzima mieloperoxidasa (MPO), la cual se encuentra almacenada en los
granulos azurofilos, es liberada al espacio extracelular y al fagosoma (Loria et al., 2008). La
MPO es capaz de generar especies reactivas de oxigeno ROS, al catalizar la conversién del
perdxido de hidrégeno H,0; y cloruro a dacido hipocloroso (HOCL), agentes con alta
capacidad microbicida (Klebanoff et al., 2013). En situaciones patoldgicas aumenta la
liberacion de especies reactivas que pueden ocasionar peroxidacion lipidica (lipoproteina
de baja densidad LDL), modificaciones postraduccionales a proteinas diana y dafo al ADN
(Arnhold et al., 2010; Adam et al., 2014). De esta manera, la actividad enzimatica de la
MPO nos permite conocer de forma indirecta la migracién leucocitaria por la infiltracién

de neutrdfilos en el tejido y el estrés oxidante (Klebanoff et al., 2013).

2.5. Estrategia para evaluar la actividad antiproliferativa

2.5.1. Sulforodamina B (SRB)

Una de las medidas para en el descubrimiento de farmacos del cancer, es la evaluacién de
una molécula sobre la proliferacion de una célula cancerosa. El método colorimétrico de
sulforodamina B (SRB) permite determinar la viabilidad celular y medir la inhibicién de la
proliferacion celular de farmacos y compuestos quimicos en modelos celulares in vitro.
Este método se basa en la unidn electrostatica del colorante (SRB) a los aminodacidos
basicos (arginina, histidina y lisina) de células fijadas con acido tricloroacético. Es util para
el cribado de un gran numero de muestras ya que los reactivos no implican un gran costo

(Vichai and Kirtikara, 2006).
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3. Hipotesis

Si se conoce que el derivado glicésido de flavonona 7-O-B-D-pentoacetil glucopiranosil de
acacetina (2) posee actividad antiproliferativa y antiinflamatoria, es posible que el nuevo
derivado acetilado 7-O-B-D-tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1) posea efectos

citotdxicos in vitro y antiinflamatorios in vivo.

4. Objetivo general
Evaluar la actividad antiproliferativa y antiinflamatoria del derivado acetilado 7-O-B-D-

tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1).

Objetivos especificos:

-Colectar e identificar la especie Agastache mexicana subsp. mexicana.

-Aislar y purificar el glicdsido de flavona 7-O-(B-D-glucopiranosil) de acacetina del extracto

de metanol, obtenido de las partes aéreas de Agastache mexicana subsp. mexicana.

-Modificar por reacciones de acetilacion la tilianina con piridina y anhidrido acético para

obtener la 7-O-B-D-tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1)
-Calcular la concentracién a la que se inhibe el 50% de la proliferacién celular (Clso) el
derivado acetilado 1 en lineas celulares de cdncer humano, por medio del ensayo de

sulforodamina B (SRB).

-Determinar la actividad antiinflamatoria del derivado acetilado 1 en el modelo de

inflamacidén auricular inducida por TPA en ratones CD-1.

-Determinar la actividad antiinflamatoria del derivado acetilado 1 por medio de la

actividad enzimatica de la mieloperoxidasa in vivo
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5. Justificacion

El cdncer es una de las principales causas de mortalidad en 2012 hubo unos 8.2 millones
de muertes y se prevé que siga en aumento (OMS, 2013). Los canceres con mayor
incidencia son los de pulmédn, estémago, higado, colon y mama, (GLOBOCAN, 2012). Los
tratamientos actuales para el cancer se basan principalmente en la cirugia, radiacién y
quimioterapia (Papac, et al., 2001). Se conoce que las células y mediadores inflamatorios
como los macroéfagos, los neutréfilos y moléculas como el TNF-ay ON que participan en la
inflamacién crénica estan implicadas en la promocidn de tumores, siendo un factor de
riesgo para el cancer de prdstata, mama y pdancreas, entre otros. Tomando en cuenta lo
anterior es necesaria la busqueda de nuevas moléculas antiinflamatorias que coadyuven al
tratamiento contra el cadncer (Aggarwal et al., 2006; Rodriguez-Berriguete et al., 2013).

Por otro lado, se ha reportado que compuestos del tipo glucésidos de flavona aislados de
plantas medicinales inhiben el crecimiento celular de diferentes lineas celulares de cancer
humano y mediadores de la inflamaciéon como interleucinas (Hirobe et al., 1997; Singh et
al, 2005; Xu et al., 2008; Liu et al, 2012). Los glucdsidos de flavona son moléculas de
especial interés para descubrir nuevas entidades farmacolégicas con actividad
antiproliferativa y antiinflamatoria.

Una nueva forma de obtencidn de agentes antineoplasicos se basa en la modificacién
estructural de una molécula con el fin de mejorar su actividad farmacoldgica (Alvarez-
Ibarra et al., 1997). Agastache mexicana subsp. mexicana sintetiza el glicosido 7-O-(B-D-
glucopiranosil) de acacetina (tilianina) con actividades farmacolégicas antihipertensivas
(Hong et al., 2001; Hernandez-Abreu et al., 2013). Modificaciones estructurales a la
tilianina a través de reacciones de acetilacion permitieron la obtencién de 7-O-B-D-
pentoacetil glucopiranosil de acacetina (2) (resultados no publicados) con efectos
antiinflamatorios y antiproliferativos en lineas celular MCF-7 y PC-3. Sin embargo, es
posible que el nuevo derivado 7-O-B-D-tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1) posea

actividad antiproliferativa y antiinflamatoria.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Colecta e identificacion del material vegetal

Las partes aéreas de la especie Agastache mexicana subsp. mexicana se recolectaron en el
municipio de Ozumba, Edo de México. Una muestra de la especie fue depositada en el
herbario de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM con numero de colecta
(FEZA 15435).

6.2. Obtencion de la tilianina a partir del extracto de metanol de Agastache mexicana
subsp. mexicana.

La parte aérea de la planta se secd a temperatura ambiente, después se trituré en un
molino y se macerd durante una semana con metanol (MeOH), al término del proceso se
filtrd. El filtrado se concentrd a presidon reducida en un rotavapor, obteniendo el extracto
respectivo.

La tilianina se obtuvo a partir de precipitacidon por reduccién del disolvente del extracto
metanolico (Hernandez-Abreu et al., 2009) (Fig.5). Al precipitado color café/amarillo
obtenido se le determiné el punto de fusién por medio del equipo Fisher-Johns sin

correccion y se realizaron pruebas espectroscépicas.

Figura 5. Proceso de obtencidn de tilianina a partir del extracto MeOH
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6.3. Derivados acetilados de la tilianina

La tilianina se pesd y se adiciono una relacién (1:1) de piridina y anhidrido acético. La
mezcla de reaccion se sometié a calentamiento (aprox. 58-602 C) durante 20 horas, la
mezcla se enfridé a temperatura ambiente. Al finalizar el proceso se le adiciond la tercera
parte del volumen, de agua destilada. Se le realizaron 3 extracciones utilizando acetato de
etilo (AcOEt). La fase organica se recuperd y se lavd 3 veces con una solucién de acido
clorhidrico (HCL 10%) y posteriormente se realizaron 3 lavados con agua destilada. A la
fase organica se le adiciond sulfato de sodio anhidro (Na;SOa) y se filtré. El filtrado se
recuperd y el disolvente se evaporé a sequedad con un rotavapor (Fig.6). El producto de
reaccidon se analiz6 mediante cromatografia en capa fina CF (cromatofolios de aluminio
cubiertos con gel de silice G-200, UV254 MACHEREY-NAGEL) y se revelo utilizando como
agente cromogénico sulfato cérico (12.0 g de sulfato cérico y 22.2 mL de 4cido sulfurico
concentrado en 350.0 g de hielo) calentando a 1109C por 2 minutos. Se evidencio la

presencia de 2 compuestos para la reaccion

6.3.1. Purificacion de los derivados acetilados del glucésido de flavona tilianina

La separacion de los derivados se realizd a partir de fraccionamiento por cromatografia en
columna abierta, empacada con gel de silice (60 M 0,04-0,063 mm MACHEREY-NAGEL). Se
utilizdé como elusién mezclas de Hexano-AcOEt (10:0, 7:3, 6.5:3.5, 6:4, 5:5, 0:10)
finalizando con MeOH. Cada fraccion obtenida (30 mL) fue monitoreada mediante CCF, se
reunieron las fracciones con un factor de retencidon (Rf) similar. Por cristalizacién se
obtuvieron un sélido de color amarillo 1 y un sélido de color blanco 2. A los derivados 1y
2 se les determind el punto de fusién por medio del equipo Fisher-Johns sin correccién y

se realizaron pruebas espectroscépicas (fig. 6).
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Figura 6. Obtencidon de los derivados acetilados del glucésido de flavona tilianina.

6.4. Analisis espectroscopicos y espectrométricos

La identificacidn de los compuestos se realizd en los laboratorios del Instituto de Quimica
de la UNAM

Se determinaron los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) a 300 MHz para
RMN-'H y 75 MHz RMN-3C. Se utilizé como disolvente CDCl; y DMSO-de. Los
desplazamientos quimicos (&), se expresan en partes por milldn (ppm) las constantes de
acoplamiento (J) se dan en Hertz (Hz).

Los espectros de masas (EM) se obtuvieron mediante técnicas de impacto electrénico. Los

resultados se presentan como relacién de masa respecto de la carga (m/z).
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6.5. Pruebas bioldgicas

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se emplearon las lineas celulares humanas: MCF-7 (cdncer de mama), HCT-15 (cancer de
colon), PC-3 (cancer de préstata) y K-562 (eritroleucemia humana). Las células se
cultivaron en RPMI-1640 medio suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %,
glutamina (2.0 uM) y antibidticos penicilina (100 unidades/ mL) y estreptomicina (100
pug/mL). Las células se mantuvieron en incubacion a 37 °C con una atmodsfera de 5 % de

CO.. Se realiz6 el cambio de medio de cultivo a las células cada tercer dia.

6.5.1. Ensayo de sulforodamina B (SRB) para la evaluacion de la actividad

antiproliferativa

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos con 5000 células por pozo, después
de 24 h se traté con el derivado 1, CDDP (Cisplatino, control positivo) a una Unica
concentracion 50uM (DMSO, vehiculo 0.01%). Después de 48 h las células tratadas, se
fijaron con 50 plL de acido tricloroacetico al 50%, las placas se incubaron a 4 °C por 1 h,
luego se lavaron 5 tiempos con agua destilada, se dejaron secar a temperatura ambiente.
Las células fijadas se tifieron con la adicidon 100 uL de sulforrodamina B al 0.4%, incubando
por 30 min a temperatura ambiente, al finalizar se realizaron lavados con acido acético al
1 % dejando secar a temperatura ambiente. Las células tefiidas se les adiciond 100 ul de
10 mM Tris base, manteniendo en agitacién por 5 min. La absorbancia se midié a 515 nm.
Se determind la Cl 5o del cisplatino y solo en aquellas lineas celulares donde el derivado 1
mostré una actividad mayor al 70% de inhibicion del crecimiento celular. La concentracion
a la cual se inhibe el 50% de crecimiento celular (Clso) fue calculada por regresion lineal

(Passos et al., 2006).
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Animales

Se utilizaron ratones hembras CD1, con un peso aproximado entre 25 a 30 g, del
Bioterio del Cinvestav-Sede Sur, los cuales se mantuvieron en jaulas de polietileno
translicidas a temperatura y humedad controladas ad libitum. Los experimentos se
llevaron a cabo siguiendo la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) para el

cuidado y manejo de animales de laboratorio.

6.5.2. Evaluacion del efecto antiinflamatorio TPA. Modelo edema auricular en raton

El modelo biolégico empleado fue el de edema auricular en ratén inducido por 13-
acetato-12-O-tetradecanoilfrobol (TPA) (Cornejo-Garrido et al., 2012). Los animales se
dividieron al azar en grupos de 3 (n=4-5): control (TPA mas vehiculo), dosis (recibieron TPA
mas la sustancia a evaluar) y referencia (TPA mdas indometacina). Los ratones se
anestesiaron con pentobarbital sédico (mg/kg, i.p.). Se administré por via tépica en la
oreja derecha por ambos lados una solucién de TPA (2.5 pg/oreja) disuelto en etanol (10
pL). La oreja izquierda se le administro 20 uL de Etanol. Después de 10 min del
tratamiento con TPA se administré en la oreja derecha el derivado 1 (0.031, 0.1, 0.31, 1
uL/ oreja) y el farmaco de referencia (10 uL/oreja) y 20 uL de cloroformo como vehiculo.
Cuatro horas después los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical para tomar
una biopsia de 7 mm de didmetro de ambas orejas. El tamafio del edema se determind de
la diferencia de pesos (en mg) del tejido tratado (oreja derecha), respecto del tejido no
tratado (oreja izquierda). Los porcentajes de inhibicion del edema (%IE), se calcularon de
acuerdo a la siguiente formula:

% IE= (C,-Ct) / (C:) x 100

Donde: Crpeso de la muestra de oreja tratada con TPA

Cipeso de la muestra tratada con TPA mas el compuesto a evaluar.
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6.5.3. Ensayo de inhibicidn de actividad de la mieloperoxidasa (MPO)

Después de 4 h de la administracion de TPA y el tratamiento con 1, se tomaron biopsias de
7 mm de la oreja de raton, se homogenizaron en 1mL de solucién fria de 0.5% HTAB
(Bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 80 mM de Buffer de fosfato de sodio, pH 5.4), por
30 segundos, el homogenizado se sonico 3 veces por 20 segundos, después se centrifugo
1200 r.p.m. x 10 min. Se adicionaron 10 uL del sobrenadante a pozos de placas de 96 con
180 uL de buffer de fosfato de sodio (80 Mm, pH 5.4), al blanco solo se le adiciono HTAB
0.5%, la placa se mantuvo a 37°C. Luego se adiciono 20 pL de perdxido de hidrogeno
0.017% como substrato y 20 L de Tetrametilbenzidina (18.4 mM. 50% dimetilformamida)
Se incubd a 37°C por 5 min, la reaccion se detuvo con 20 plL de acido sulfurico 2 M. La
absorcién se midi6 a 450 nm.

La actividad de la enzima MPO se expresé como DO (Densidad Optica)/Biopsia (Bradley et

al., 1982).

Analisis estadistico

En los modelos in vitro los datos son expresados como la media £ |a desviacidn estandar
(D.E) de al menos 3 experimentos independientes.

En los modelos in vivo los resultados son expresados como la media (n=4 6 5) animales +
E.S. (error estdndar). Los resultados se analizaron mediante ANOVA seguido de una
prueba de Dunnett, los valores de *p<0.05 y **p < 0.01 se consideran como diferencia

significativa con respecto al grupo control.
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7. Resultados

7.1. Identificacion de la tilianina (7-O-B-D-glucopiranosil de acacetina)

Se obtuvo un sdlido café-amarillo con un punto de fusién de 238-240 °C. En el espectro de
resonancia magnética protdnica se observa la sefial 12.91 ppm que corresponde al
hidroxilo unido al C-5, formando un puente de hidrogeno con el carbonilo del C-4 de Ia
flavona (Fig.1, ANEXO), las seiales corresponden con lo reportado previamente por

Hernandez-Abreu et al., 2009 y el grupo de investigacién.

pf= 238-240 °C.'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) § 12.91 (1H, s, OH), 8.09 (2H, d, J= 8.9 Hz, H-
2’y H-6"), 7.16 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-3' y H-5’ ), 6.98 (1H, s, H-3), 6.88 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-8),
6.49 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-6), 5.10 (1H, d, J = 7.1 Hz, H-1") 5.10-3.16 (11H, m, glucosa), 3.90
(3H, s, OCH3). ESIMS (m/z) 446 [M+H] C22H22010

13C RMN (75.5 MHz, DMS0)182.07 (C-4), 163.83 (C-7), 163.02 (C-9), 162.48 (C-5), 161.12
(C-2), 156.99 (C-4’), 128.46 (C-2’, C-6'), 122.68 (C-1’), 114.63 (C-3’, C-5’), 105.39 (C-10),
103.81 (C-3), 99.88 (C-1"), 99.56 (C-6), 94.92 (C-8), 77.17 (C-5”), 76.43 (C-4”), 73.10 (C-3"),
69.53 (C-2”), 60.59 (C-6"), 55.60 (OCHs).

7.2. Identificacion de 7-O-B-D-pentoacetil glucopiranosil de acacetina (2)

Con la reaccion de acetilacion fueron sustituidos los grupos OH del anillo de la glucosa y el
C-5 de la Flavona Tilianina por grupos acetato (CH30CO). Se obtuvo un sélido blanco con
un punto de fusién de 191°C. El espectro de Resonancia magnética de H ! se observa la
sefial 2.43 ppm que corresponde para tres H del grupo acetato (CH300), el cual se
encuentra unido al C-5 y la sefial 2.0-2.5 que corresponde cuatro singuletes, que
corresponde a tres protones (CH300) que se encuentran unidos al anillo de glucosa. (Fig.

2, ANEXO).
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pf=191°C. 'H RMN (300 MHz, DMSO) & 7.79 (2H, d, J= 9 Hz, H-6" y H-2" ), 7.00 (2H, d, J= 9
Hz, H-5"y H-3"), 6.99 (1H, d, J= 1.5 Hz, H-8), 6.67 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-6), 6.53 (1H, s, H-3),
5.34-3.95 (7H, m, glucosa), 3.88 (3H, s, OCH3), 2.43 (3H, s, CH3COO), 2.07-2.04 (12H, m,
CH3COO). ESIMS (m/z) 656 [M+H] C32H3,015

13C RMN (75.5 MHz, DMSO) 176.27 (C-4), 170.43 (CHsCOO, C-6”), 170.08 (CH3COO, C-4”),
169.54 (CHsCOO, C-2"), 169.34 (CHsCOO, C-3"), 169.17 (CH3COO, C-5), 162.52 (C-7),
162.42 (C-9), 159.83 (C-5), 158.31 (C-2), 150.69 (C-4’), 127.88 (C-2’, C-6'), 123.35 (C-1’),
114.49 (C-3’, C-5'), 112.82 (C-10), 109.17 (C-6), 107.09 (C-3), 102.72 (C-8), 98.16 (C-1”)
72.50 (C-5"), 72.45 (C-2”), 70.95 (C-4"), 68.19 (C-3”), 61.98 (C-6"), 55.52 (OCHs), 21.10
(CHsCOO, C-5), 20.57 (CH3COO de glucosa).

7.3. Identificacion de 7-O-B-D-tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1)

Con la reaccidn de acetilacidon unicamente fueron sustituidos los grupos OH del anillo de la
glucosa. Se obtuvo un sélido amarillo con un punto de fusién de 145-146 °C. El espectro
de Resonancia magnética de H! se observd las sefiales 2.0-2.3, que corresponden a cuatro
singuletes, cada uno integra para tres protones que se asignan a los cuatro residuos de

acetato (CH300) que se encuentran unidos al anillo de glucosa (Fig. 3, ANEXO).

pf=152°C. H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & 12. (1H, s, OH-5), 7.84 (2H, d, J= 8.9 Hz, H-
6"y H-2), 7.02 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-5" y H-3"), 6.60 (1H, s, H-3), 6.59 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-8),
6.45 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-6), 3.90, 3H, s, OCHs), 2.11- 2.05(12H, m, CH3COO), ESIMS (m/z)
615.1348 [M+H] C30H30014
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7.4. Resultados de Pruebas Bioldgicas

7.4.1. Ensayo de sulforodamina B (SRB) para la evaluacion de la actividad

antiproliferativa.

Se determind la inhibicién de proliferacion de 1 en las lineas celulares MCF-7 (cancer de
mama), HCT-15 (cancer de colon), PC-3 (cancer de prostata), K-562 (eritroleucemia
humana) a la concentraciéon 50 uM. Solo en aquellas que mostraron una actividad mayor
al 70% de inhibicion del crecimiento celular, se determind la Cl so. Los resultados se

resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Inhibicién de proliferacion de 1 por el método de sulforrodamina (SRB) a 48 h en lineas

celulares del cancer humano.NA=No Activo

Lineas celulares (Clso pM)
MCF-7 HCT-15 PC-3 K562
1 NA 3693+0.6 8.15+1.5 <70
CDDP 7.5+0.5 10.8%0.6 8.9+0.4 6.12%1.1

7.4.2. Efecto antiinflamatorio del derivado 1 en el modelo auricular de raton inducido

por TPAa4dh.

Se determind la actividad antiinflamatoria a partir del modelo de edema auricular en
ratén inducido por el TPA. Los resultados muestran que el derivado acetilado 1 inhibid el
edema de la oreja de ratdn con un efecto dosis respuesta a las concentraciones 0.1
(*p<0.05) y 0.31, 1 uM/oreja, (**p < 0.01) comparado con el control TPA (Fig. 7A) con
mayor actividad la concentracion 1 uM (**p < 0.01), se observa una actividad similar al

farmaco de referencia Indometacina (Fig. 7B), por lo que se determinaron los valores de
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Clsp obteniendo que el derivado 1 presentd una (Clso 0.31uM/oreja) con una actividad

similar al farmaco de referencia Indometacina (Clsp 0.24 uM/oreja).

7.4.3. Inhibicién de la Actividad enzimatica de la MPO en la inflamacion inducida por

TPAa4h.

El TPA en la inflamacién conduce a la infiltracion de linfocitos polimorfonucleares
(neutrdfilos) induciendo la actividad enzimadtica de la mieloperoxidasa (MPQO). En este
trabajo se evalud la actividad de MPO en tejido de oreja de raton después de ser tratada
con TPA a las concentraciones (0.031,0.1, 0.31, 1 uM/oreja) del derivado 1y el farmaco de
referencia. En los resultados se observa que TPA induce un incremento en la actividad de
MPO, el derivado 1 disminuye de manera similar la MPO a las concentraciones 0.1 y 1
UM/oreja siendo significativa 0.31 pM/oreja (*p<0.05), a las concentraciones 0.1
(*p<0.05) y 0.31, 1 uM/oreja (**p < 0.01) del farmaco de referencian se observa una

actividad dosis respuesta (Fig. 8).
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Figura 7. Efecto antiinflamatorio en el modelo auricular inducido por TPA a 4 h. (A, B) Se
determind la actividad antiinflamatoria de 1 y el farmaco de referencia Indometacina a las
concentraciones 0.031,0.1, 0.31, 1 uM. Los resultados son expresados como la media % ES (error
estandar) del peso de la oreja del animal (n=4 6 5), se analizaron mediante ANOVA seguido de una
prueba de Dunnett, los valores *p<0.05, **p < 0.01 se consideran como diferencia significativa con
respecto al grupo TPA. C). Comparacion del Clsp obtenido por regresion lineal, entre el farmaco de
referencia y el derivado 1. Los resultados se expresan como% de inhibicién del edema.
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h. Después de la administracidon de TPA, las orejas de ratén fueron tratadas con el derivado 1y el
farmaco de referencia Indometacina a las concentraciones 0.031,0.1, 0.31, 1 uM. Se tomaron
biopsias de la oreja de ratén para determinar la actividad de la enzima MPO. Los resultados se
representan como DO 450nm /Biopsia. Los valores *p<0.05, **p < 0.01 se consideran como
diferencia significativa con respecto al grupo TPA.

29



8. Discusion

La flavona glicosilada tilianiana, posee efectos farmacoldgicos como antihipertensiva,
antinflamatoria, (Hernandez-Abreu et al., 2009; Hernandez-Abreu et al., 2011; Gonzalez-
Ramirez et al, 2012). En investigaciones previas demostramos que éste glucosido tiene
actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer humano, sin embargo fue
relativamente baja. Tomando en cuenta lo anterior, decidimos realizar la acetilacién de la
tilianina como un primer acercamiento a las posibles modificaciones quimicas de éste
glicosido. De la reaccién de acetilacién se obtuvo la 7-O-B-D-pentoacetil glucopiranosil de
acacetina (2) y el 7-O-B-D-tetraacetilglucopiranosil de acacetina (1). La unica diferencia
estructural de estas moléculas es que el C-5 del esqueleto principal de 1, no estd
sustituido por el grupo acetato (CH300).

El potencial antiproliferativo in vitro de 1 se demostré por el método colorimétrico de
sulforrodamida B en lineas celulares de cancer humano. Los resultados indicaron
selectividad para inhibir el crecimiento de la linea celular PC-3 con Clsp 8.15 uM con igual
potencia que cisplatino (antineopldsico) con Clsp 8.9 uM. Para la linea celular HCT-15 la Clso
fue de 36.93 uM vy el cisplatino de una Clsp 10.8 uM. Estos resultados coinciden con la
actividad antiproliferativa del derivado acetilado 2 que inhibe el crecimiento de las lineas
celulares MCF-7 (Clso4.42) y PC-3 (Cls0 19.80) (resultados no publicados).

Para determinar la actividad antinflamatoria de 1 se utilizé el éster de forbol TPA, que es
capaz de generar un edema localizado en la oreja de ratdn, induce un engrosamiento del
tejido, vasodilatacién y la infiltracién de linfocitos polimorfonucleares PMN (neutréfilos)
(Stanley et al., 1991). El derivado 1 mostro capacidad para reducir el edema de oreja de
ratén con un Clsp de 0.31 uM, con una actividad parecida al farmaco de referencia
Indometacina con un Clsg de 0.24 uM. El aumento de los niveles de Mieloperoxidasa en los
sitios de infeccidn, evidencia incremento de la migracion de neutrdfilos. El derivado 1
demostrd reducir la actividad MPO a las dosis 0.1, 0.31, 1 uM/oreja. El TPA genera sefiales
gue desencadenan un proceso inflamatorio a través de la activacién de la PKC, induccion
de la COX, aumento de prostanglandinas PGE2 y TNF-a (Murakawa et al., 2006). El

farmaco de referencia indometacina inhibe la actividad de las ciclooxigenasas, que regula
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la biosintesis de prostaglandinas (Frenkian et al., 2001), las cuales pueden promover la
progresion de cancer.

Es posible que la eficacia del derivado 1 (Fig. 9) esté relacionada con su estructura, siendo
la glucosa acetilada (CH300) la responsable de una mejor capacidad antiproliferativa en
comparacion al compuesto original la tilianina la cual presenta efectos citotéxicos bajos en
lineas celulares de cdncer humano. Posiblemente los anillos aromaticos de la flavona son
responsables de su capacidad antiinflamatoria de 1 y de tilianina (Hong et al., 2001; Nam
et al., 2005). Esta propuesta estd apoyada por el hecho la acacetina inhibe iNOS y COX-2
en macroéfagos inducidos con LPS mediante la inhibicién de NF-kB (Pan et al., 2006). Estos
resultados concuerdan con la actividad antiinflamatoria de la tilianina que en células
endoteliales inhibe a TNF-a e IL-1B que inducen la expresién de la molécula VCAM-1
importante para la adhesion en la migracién lecoucitaria (Hong et al., 2001; Nam et al.,
2005).

Es probable que el mecanismo de accién a través del cual 1 tenga una actividad
antiinflamatoria parecida a la acacetina y la tilianina es inhibiendo las ciclooxigenasas y a
TNF-a, este ultimo un importante mediador de la respuesta inflamatoria aguda vy
relacionada en la progresion de tumores (Rodriguez-Berriguete et al., 2013). Experimentos

posteriores en nuestro laboratorio confirmaran esta hipétesis.
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Figura 9. Estructura quimica del derivado acetilado 7-O-B-D tetraacetilglucopiranosil de acacetina

(1). Ac= (CH;00)
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9. Conclusion

La modificacién estructural de la tilianina al adicionar el grupo acetilo (CHs00) mejoro la
capacidad antiinflamatoria y antiproliferativa de la molécula. Este estudio permitid
informar por primera vez que el derivado acetilado 1 muestra una actividad
antiinflamatoria in vivo, al reducir el edema de ratéon y la actividad de la enzima
mieloperoxida. Asi como los ensayos de actividad antiproliferativa in vitro revelaron que
su actividad antiproliferativa es selectiva para las lineas celulares PC-3 y HCT-15. Sin
embargo, aln es necesario conocer el mecanismo a través de los cuales esta molécula

exhibe sus propiedades antiinflamatorias.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Espectro RMN-1 H (300 MHz) DMSO-ds de 7-O-(B-D-glucopiranosil acacetina
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Anexo2. Espectro RMN-1 H (300 MHz) CDClz de 7-O-B-D-pentoacetil glucopiranosil

acacetina (2)
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Anexo 3. Espectro RMN-1 H (300 MHz) CDCIs de acacetina-7-O-B-D-acetilglicosido (1)
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