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II. RESUMEN

Desde la antigiiedad la medicina tradicional ha sith practica ancestral, donde el uso
de la plantas medicinales juega un papel muy imaptet para mantener la salud

(Viseca, 1978) un considerable sector de la poftede pende Unicamente del uso de la
plantas medicinales segun la OMS (Lara y Marqu26)L El uso de estas plantas se
concentra principalmente en aquellos sectores geldicion donde existen carencias

de atencion medica o servicios hospitalarios (HeMartinez, 1995)

Los productos naturales de origen vegetal han sijieto de estudio durante muchos
afos asi como los efectos fisiologicos que prodytema y Marquez, 1996). Este
conocimiento ha sido la base para el analisis estigacion de nuevas alternativas en la
produccion de posibles farmacos para el tratamidetaiversas enfermedades, entre
ellas el cancer, es importante mencionar que eslenas principales causas de muerte
en México (INEGI, 2006).

Con base en lo anterior, el objetivo de la presemestigacion fue evaluar la actividad
antiinflamatoria y citotéxica de los extractos yrguuestos aislados a partir de semillas
de Casimiroa greggii recolectadas en las cercanias del Cerro de & &illMonterrey,

Nuevo Ledn, México.

El presente trabajo abarca el estudio fitoquindeola especie, que consistié en la
obtencion de tres extractos de diferente polaridapiartir de los cuales se obtuvieron
los metabolitos secundarios, y el estudio de levidatd bioldgica donde por medio de
ensayos como SRB y TPA se evalud su actividad Gsittd y antiinflamatoria
respectivamente. Los resultados indicaron queXtva@os de hexano, acetato de etilo y
metanol poseen actividad citotdxica y unicamenseelktractos de hexano y acetato de

etilo se les puede atribuir actividad antiinflanmato

Se evaluo la citotoxicidad de cuatro de los ochomeestos aislados, resultando los de

mayor actividad la 5,6,2’ trimetoxiflavona y casioina.
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. INTRODUCCION

De acuerdo con datos de la Organizacion Mundialad8alud, mas del 80% de la

poblacion mundial depende, principalmente, deldestas llamadas plantas medicinales
silvestres para la procuracién de salud. Como essperarse, la mayoria de esta
poblacién se concentra en los paises menos ingiiddos y que, coincidentemente,
poseen una importante riqueza floristica y cult(irata y Marquez, 1996[En México

el uso de las plantas medicinales constituye uaetipa ancestral y a menudo también,
es parte de un sistema mas amplio de creenciagsgneglerada como parte integral de
la vida diaria y del bienestar. Los factores qua bhantribuido a que la poblacién

continué con el uso de plantas medicinales, socipalmente, la carencia de servicios
tales como: hospitales, atencion médica, asi commceemento en costo de las

medicinas (Hersch-Martinez, 1995).

México cuenta con una gran diversidad floristi@estima que aproximadamente el
15% de la flora total posee algun atributo medigia®00 especies), o que implica que

una de cada siete especies posee alguna propecaya (Oceguedet al., 2005).

El valor de las plantas medicinales estd dadp sus constituyentes quimicos, los
cuales generalmente son MS que producen efetiislogicos. Los alcaloides,
terpenoides, glicésidos, flavonoides y lignanesn algunas de las categorias
mayores de compuestos con actividad farmamaldgemostrada (Balandrat al.,
1985). Los estudios quimicos de las plantas ma&sn permiten el aislamiento y
caracterizacion quimica de los metabolitos queesman las diferentes plantas
medicinales, lo que posteriormente conducird artayccion de nuevos farmacos
(Kuklinski, 2000).

Algunas especies del géndéZasimiroa son muy importantes en la medicina tradicional
mexicana, es el caso d&asimiroa edulis, especie que se conoce comunmente como
zapote blanco y a la cual se le han atribuido padgides sedantes, hipndticas,
anticonvulcionantes antiinflamatorias (Arguetat al., 1994). Otra especie que se
utiliza de manera similar @asimiroa edulis es Casimiroa pubescens, conocida con el

nombre comun de zapote de rata y de la cual saibEto compuestos (pubesamidas)
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gue poseen actividad citotoxica (Gonzalez-Legal., 2003). En el caso deasimiroa
greggii, se ha encontrado la presencia de alcaloidesnbides y flavonas en raices y
partes aéreas (Dominguegt.al 1972, Dominguezet al 1976, Meyer.gt al 1985) y en
raices se ha demostrado que posee actividad ditatex células 9KB de leucemia
humana (Meyerst al 1985).

Por otra parte, es bien conocido que el cancex sgunda causa de muerte en México,
con aproximadamente 12.7% del total de fallecinmgeriNEGI, 2006), razon por la
cual se hace importante la busqueda de nuevas uhaddmologicamente activas que en

un futuro permitan el disefio de farmacos paraaéhitniento de dicho padecimiento.
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IV.  ANTECEDENTES

4.1 MEDICINA TRADICIONAL

Desde la antigiedad, la MT ha sido una practica icodgligiosa en donde el
aprovechamiento de las plantas como recurso paaud, juega un papel muy importante,
segun consta en diversos testimonios historicoepecientes a distintas civilizaciones y

culturas (Viesca, 1978).

El hombre primitivo de Mesoameérica resolvio de naremnpirica y con su fe religiosa, los
problemas de salud y las enfermedades que padremdasi que al asociar algunas hierbas
en el ritual magico religioso nacié la farmacia, eroel sentido estricto y cientifico, sino
como una forma de curacion y purificacion, conféhade alcanzar la salud y el bienestar
(De la fuente, 1997).

En México, una gran parte del conocimiento del deolas plantas medicinales en la
antigiiedad y la informacion que pudo haber existiderca de esto, fue destruida durante
la conquista, por tal motivo es dificil entenderadelanto farmacéutico de los mexicas,
ahora solo existen intentos por enlazar de maremanal el origen y desarrollo de las

culturas Mesoamericanas.

Con la conquista de la gran Tenochtitlan, consumadd 521, se introdujo el llamado
legado cultural del viejo mundo y con ello la fanamexica también fue sustituida por
los conocimientos traidos de Europa, aunque asbooimras artes y oficios ndhuas, la

medicina se practicé de manera latente y fragmargad|os indigenas.

Gracias a algunos documentos y coédices conserwadoda labor de investigacion de
Bernandino de Sahagun y Francisco Herndndez, @&siblp salvar parte del basto
conocimiento mexica sobre la medicina y la farmac@transmision de las experiencias
sobre farmacia se realizé por la conversion atiarismo de los indigenas, tal es el caso
del mexica Martin de la Cruz, autor del primerdilite farmacologia y herbolaria del
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continente americano, tituladaobellus de medicinalibus indorum herbiEn 1552 fue
traducido al latin por otro indigena, Juan Badiaeste ejemplar posee ilustraciones
coloridas y una relacion con las caracteristicadicimales de las plantas del Valle de

México y es llamado el Codice de la Cruz y Badiano.

La farmacia practicada por los espafoles, eranicgsnheredadas de la cultura
grecorromana Yy llegdé hasta ellos con el refinamientibe. Por el contrario, la farmacia
indigena, siempre se conservé dirigida con un dergbcial Gtil. La farmacia europea
asimild conceptos e ideas mexicas, convirtiéendaseure hibrido, enriquecido con la
aceptacion de varios productos terapéuticos deronigexicano y del resto de América.
(Islas y Sanchez, 1992; De la fuente, 1997).

La MT relaciona practicas de salud, aproximacior@sjocimientos y creencias, que
incorporan medicinas de origen vegetal, animal oenal. También contempla terapias
espirituales, técnicas manuales, y ejercicios quicamlos de manera individual o en
combinacién se utilizan para; diagnosticar, trgtgrevenir enfermedades o mantener la

salud.

Paises como Africa, Asia y Latinoamérica usan lalioiea tradicional para satisfacer
algunas de sus principales necesidades de atamédica. En Africa méas del 80% de la
poblacion utiliza la MT como el principal recurs@yeces el Gnico, para la procuracion de

la salud.

La MT ha mantenido su popularidad en todas lasonegi del mundo y su uso se esta

extendiendo rapidamente en los paises industrilmiza

En China, los preparados a base de plantas mdédgirgpresentan entre el 30% y 50% del
total de consumo de medicamentos. En Europa, Amélal Norte y otras regiones
industrializadas, mas del 50% de la poblacién hizado complementos o medicina

alternativa al menos una vez. En Alemania, el 9@%acoblacion ha utilizado un recurso
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natural en algdn momento de su vida. En los Esthdigos, 158 millones de la poblacion

adulta ha usado medicamentos complementarios.

En la actualidad el uso y popularidad de la Medi@tternativa se ha visto incrementada,
en Estados Unidos 17 mil millones de délares stagas en remedios tradicionales en el
afio 2000. En el Reino Unido, los gastos anualetaenedicina alternativa es de 230

millones de dolares. El mercado mundial de medscimerbolarias es actualmente de mas

de 60 mil millones de ddlares anuales y esta andoieonstantemente.

La MT y en particular las plantas medicinales haga@lo un papel preponderante para la
prevencion de enfermedades y el mantenimiento dellal asi como para el desarrollo de
farmacos, ya que el 25% de los medicamentos moslestan hechos a partir de plantas
(WHO, 2008).

Ahora bien, se puede sefialar que se esta incremden¢éh uso de las plantas medicinales y
gue ha crecido el interés por las mismas. Sin egobaro es que se comience a usar de
nuevo, pues en muchos lugares, principalmente eep@oco industrializados, nunca se
han dejado de utilizar, mientras en otros se hpeswdo su uso por la influencia de la

medicina institucional. También es utilizada cuatalonedicina al6opata no muestra los

resultados esperados, o bien para controlar oaroestar los efectos secundarios.

4.2 PRINCIPIOS ACTIVOS DE LAS PLANTAS MEDICINALES

El estudio de sustancias de origen natural queepasea virtud medicinal se conoce como
farmacognosia, y el efecto que ocasionan esasnsisgaen el organismo se estudia en
farmacologia. Por su parte, la fitoquimica perrdiégectar y posteriormente identificar los
principios activos responsables de las propiedattémiidas a las plantas (Gonzaézl.,
2000).
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La farmacognosia esta estrechamente relacionada tmm la botanica como con la

guimica vegetal y su historia permite consideradeno precursora de ambas. Un gran
namero de plantas son analizadas constantementeelacion a su posible valor

farmacoldgico, particularmente por sus propieda@esiinflamatorias, hipotensoras,

hipoglucémicas, amebicidas, anti-fertilidad, citatds, antibidticas y antiparkinsonianas,
entre muchas otras (Trease y Charl®91).

4.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Los MS se originan a través de las mismas viasnolases de biosintesis que los
metabolitos primarios, sin embargo los MS son casfms con caracteristicas particulares
y especificas (Anaya, 2003).

Los MS se caracterizan por:

Gran heterogeneidad de su estructura quimica

Su distribucion restringida

Su formacién por medio de enzimas codificadas pateral genético especial

A w0 DN PRF

El control estricto de su biosintesis, por mediolaleegulacion de la cantidad y

actividad de enzimas involucradas

5. La compartimentacion de enzimas, precursores, n@eiarios y productos
involucrados en su biosintesis, almacenamientsintigracion

6. La expresion del metabolismo secundario como urecspde especializacion
celular

7. La importancia relativa para la célula sintetizadoomo tal, y la mayor importancia

para el organismo como un todo

8. La falta de continuidad filogenética en varios Hese
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Dentro de los compuestos procedentes del metalmlisetundario se encuentran:

isoprenoides (terpenos, aceites esenciales, sa@®nderivados fenolicos (fenoles, acidos
fendlicos, cumarinas, flavonoides, antocianinasintas, etc) y alcaloides. La mayoria de

los principios activos que se obtienen de las pkantedicinales, proceden del metabolismo
secundario (Kuklinski, 2000).

4.4 TIPOS DE MS COMUNMENTE PRODUCIDOS POR EL GENEROASIMIROA

Diversos estudios han demostrado la presencia ddogitipos de MS, que son
caracteristicos del género como: cumarinas, atbedoiflavonoides y limonoides (Meyetr
al., 1985; Rizviet al, 1985).

4.4.1 ALCALOIDES

Los alcaloides son muy dificiles de definir debalgue no son un grupo homogéneo de
compuestos, sea desde el punto de vista quimiocquionico, ecoldgico o fisioldgico. Por
lo tanto, toda definicion general, debe formulasea reservas. Lo Unico en que se puede
coincidir es que son compuestos heterociclicoscgunéene nitrégeno basico; muchos de
ellos son insolubles o poco solubles en aguaagcienan con acidos para formar sales.

A menudo la extraccion de cortezas, raices, hbjates y bayas de plantas produce bases
gue contienen nitrogeno llamadas alcaloides. Elbvenalcaloide proviene del hecho de
gue estas sustancias son similares a los “alcalis”.

Los alcaloides son producidos por microorganismptemtas y animales. Actualmente se
conocen mas de 8 000 compuestos representativestalgrupo de MS (Anaya, 2003).

Al ser administrados a los animales la mayoria a® dlcaloides producen efectos

fisioldégicos sorprendentes y estos varian condidiemzente de un alcaloide a otro. Algunos

estimulan al sistema nervioso central, otros capsaalisis; otros mas elevan la presion

10
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sanguinea, otros la disminuyen. Ciertos alcaloé#$an como analgésicos, la mayoria son
toxicos si se administran a dosis muy altas, ennalg esta dosis es muy pequefia, y a pesar

de ello son muy utilizados en la medicina (Solomadss?2).

4.4.2 FLAVONOIDES

Se encuentran distribuidos en practicamente t@aplantas superiores, principalmente en
partes aéreas como hojas, flores y frutos, dentrdad familias que producen mayor
cantidad de flavonoides se encuentran las Polig@sacCompuestas, Umbeliferas y
Rutaceae.

Las estructuras de los flavonoides, se caracteppaiposeer dos anillos aromaticos unidos
entre si y todos los flavonoides poseen un carboail la posicion 4, son estructuras

hidroxiladas (OH) en el anillo aromatico, y poitémto, son polifendlicas.

Figura 1. esqueleto basico de las flavonas

Los flavonoides se clasifican en base a sus vanasi estructurales en: flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanololes, chalconaso#iavonoides.

Su actividad terapéutica es muy variada, son atbs como antihemorragicos,
antiarritmicos, diuréticos y antiurémicos, antiémflatorios, antihepatotéxicos, por citar

algunos ejemplos (Kuklinski, 2000).

11
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4.4.3 CUMARINAS

Son MS que proceden de la ruta del &cido shikinseodistribuyen ampliamente en el
reino vegetal sin embargo, determinadas familiase@o mayor cantidad de cumarinas
como son las Leguminosas (Fabaceas), Rubiaceaacdast Asteraceas, Umbeliferas,
Apocinaceas y compuestas. Las cumarinas se puedentear en ciertos hongos como los

del génerdspergillusque destacan por ser muy toxicos.

Las cumarinas se clasifican en:

1) cumarinas sencillas

2) cumarinas c-preniladas
3) furanocumarinas

4) piranocumarinas

5) dicumarinas

Estos MS poseen estructuras muy variadas y p@nko,t poseen una gran variabilidad de
sus acciones farmacoldgicas entre las que encopdraatcion vitaminica P, tonicos
venosos, fotosensibilizadoras, antiinflamatoriositiespasmaodicos, vaso dilatadores

coronarios, ligero efecto hipnotico, sedante ycaatyulantes (Kuklinski, 2000).

4.5 FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE MS EN LABLANTAS

Existe una gran variedad de factores fisicos, quasny biol6gicos, externos e internos, que
pueden afectar la produccion de especies vegsatalesconsiguiente la producciéon de MS

tanto en su calidad como en cantidad. Entre Idstf@e mas importantes encontramos:
% Radiacion

o0 Intensidad de la luz

o Fotoperiodo

12
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Edad, estado fenologico y érgano de la planta
Deficiencias minerales

Temperatura

Estrés hidrico

Compuestos organicos diversos presentes en el medio
Factores genéticos

Interacciones bidticas intra e interespecificas

Contaminantes sintéticos

QY9 qda98q89 9

Estos factores, que actlan directa o indirectansaiiee las plantas modificando su tiempo
Yy Su espacio, Yy a su vez crean condiciones coagpléjeterogéneas y muchas veces
adversas a estos organismos, poniendo en juegmextenismos de adaptacién, producen
cambios en la bioquimica béasica de la célula yraitsu metabolismo. Cualquier factor

ambiental puede ser limitante o determinante dsirigesis de uno o varios MS en una

planta.

Las plantas como parte integral de un ecosisteamabién se ven sometidas a factores
bidticos y abidticos, y de igual forma ejercen acaion determinada sobre su entorno, lo
anterior constituye una ley en ecologia, la deitdsrrelaciones del organismo con su
medio, del que depende directamente de la flucinate luz, temperatura, agua, cantidad y
calidad de nutrimentos, etc. Esto explica la vaiimade MS contenidos en estudios

fitoquimicos de muestras de la misma especie (Ar20@s).

El orden de las Rutales es una de los mas ampltantistribuido en el mundo, esta
formado por cinco familias, entre ellas la Rutacemmdo esta la de mayor diversidad

botanica (Marquez, 1998).
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4.6 GENERO CASIMIROA

El géneroCasimiroa (Rutaceae) fue establecido en México por los loddnmexicanos
Pablo de la Llave y Juan Martinez Lexarza, en 1828 conformado por diez especies
(Martinez, 1951):

Casimiroa tetrameriaMillps.

Casimiroa pringleiWats.) Engl.
Casimiroa watsonkngler

Casimiroa edulid lave et lex.

Casimiroa pubescerRamirez

Casimiroa sapot&erst f. typica
Casimiroa emarginat&t. et Steyerm
Casimiroa microcarpd.undell

Casimiroa calderonia€hiang & Medrano

Casimiroa greggii{Watson) Chiang

4.7 DESCRIPCION BOTANICA DEL GENERO

Entre los 150 géneros comprendidos en esta fasgli@ncuentr&asimiroa El género
Casimiroa estd conformado por arboles 6 arbustos mexicanosnyroamericanos que
viven en climas calidos, de corteza morena-gris&apicada de numerosas lenticelas; de
hojas alternas, pecioladas, digitadas, con 3 alblds, rara vez 1 6 7. Hojuelas
lanceoladas, subelipticas, ovales u obovadas, ecplplos cortos o largos, glabras o mas
o0 menos vellosas, con numerosas glandulas visiplas transparencia: enteras u
obscuramente aserrado-crenadas, con nervaduragpries en el envés y anastomosadas
cerca del borde, acuminadas, con el 4pice genantntetuso y la base por lo comdn
cuneada o redondeada, a veces inequilatera. Flegeefas, blanco-verdosas, unisexuales,

en paniculas axilares o terminales, sépalos coatinco, hirsutos; pétalos cuatro o cinco,
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valvados y frecuentemente revolutos; estambregri{lest en la flor femenina) en igual
namero que los pétalos, con los filamentos subsladmsertados abajo del disco; anteras
dorso fijas, elipticas u ovales, agudas en la bagario supero, sésil, con uno o cinco
I6culos, clara u obscuramente lobulado; évulokees; el fruto es una drupa de 2 a 12 cm,
con las semillas en nimero de una a cinco, coa ggsrgaminada y reticulada (Martinez,
1951).

Las Unicas especies que son objeto de cultivo dce#iwo por sus frutos grandes y
comestibles sofasimiroa edulig/ varias formas d€. sapotalas especie€. pubescens,
C. pringlei, C. greggii, C. watsonii, C. tetrameri€. calderoniaey C. emarginatase

encuentran en forma silvestre (Martinez, 1951; Mar, 1969).

4.8 ANTECEDENTES QUIMICOS DEL GENERO CASIMIROA.

Actualmente se conocen miles de MS, pero tal vagtaax muchos mas y lo que es
importante recalcar, es que existen interaccionéscas dentro y entre especies y una
continua evolucién de los organismos, lo que permiievas rutas biogenéticas para
eventualmente producir metabolitos secundarios posibles estructuras novedosas
(Anaya, 2003).

Para la familia Rutaceae se ha informado en leatitea la presencia de aceites esenciales,
alcaloides, cumarinas, flavonoides, limonoides guahs ceras (Chiang y Gonzalez-
Medrano, 1961; Lundell 1968). En particular parpeeges del géner€asimiroase ha

informado la presencia de diversos compuestosuales se muestran en el (Cuadro 1).
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Especie
Compuesto C. C. C. C. C. C.
. L . . Referencia
edulis greggii pringlei tetrameria pubescens calderoniae
Zapoterina * * 1,2,3,4,5
7 a-obacunol * 1,2,3,4,5
Obacunona * 1,2,3,4,5
Esteroles g _sitosterol . . 1,23 4,6,
5,24
Daucosterol * 1,2,3,4,5
Casimiroina 1,72, 3,4,
* * . 8, 9, 10, 11,
12, 18, 20,
21,27
Casimiroedina . 1,7,28,9,
10,11
Edulina * 13
Alcaloides Edulitina 1,7,2,3,10,
* 11, 12, 13,
14
Quinolinicos  Edulinina . 1,723,8,
9,10,11,12
y-Fagarina, . 7, 3, 10, 11,
12
Dictamina . 7, 3, 8, 11,
12
Skimmianina . 7, 3, 8, 11,
12
Eduleina . 7, 3, 8, 11,
12
Histamina " 14,15,9, 12,
17
Alcaloides N,N- . 2,17, 15, 16,
Histaminicos Dimetilhistamina 9,12,17
N-Metilhistamina . 2,14, 15, 186,
9,12,17
N-Benzoiltiramina * 3
Amidas Palmitamida * 2
Zapotina . . . . 2,18, 20, 21,
25,26, 27
Zapotinina * 7,2,5
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C. C. C. C. C. C.

edulis greggii pringlei tetrameria pubescens Calderoniae

Rutina * 14,16, 9, 12
Cerrosillina 6,19
* *
Cerrosillina B * * 6,19
5,6- 7, 6, 4, 19,
* * *
Dimetoxiflavona 24,25
2'5,6- 20, 18, 25,
* *
Trimetoxiflavona 27
Flavonoides  5,6,2- 18

Trimetoxiflavona

5,6,3- . 19
Trimetoxiflavona
53,5 - 19
*
Trimetoxiflavona
5,6,2,3,6" 19
* *
Pentametoxiflavona
5,6,2,3,4- 21
* *

Pentametoxiflavona
5,2,3,4,6- . 19
Pentametoxiflavona
5,2',3'5",6'- . 19
Pentametoxiflavona
56,3,45,6- . 19
Hexametoxiflavona
56,2',3,4,6- . 18
Hexametoxiflavona
5,6,2,3,5,6- . 22
Hexametoxiflavona

. 2,9, 10, 11,
Felopterina * * * *

19,21
5- 2,9, 10, 11,
*

Geraniloxipsoraleno 21
8-Geranil- . . 2,9, 10, 11,
oxipsoraleno 19
8-Geranil-5-metoxi- . 2, 9,10, 11,
oxipsoraleno 21
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C. C. C. C. C. C.
edulis greggii pringlei tetrameria pubescens Calderoniae

9-Hidroxi-4- . 2,9, 10, 11,

metoxi-furano- 21

(3,2,6)-benzopiran-

7-ona

Escopoletina * 7038 1L,

12,21

Ester metilico de . 11,21

escopoletina

Bergapteno * * 7,19,21
Cumarinas Isopimpinelina * * * 11,21

8-[(4-Acetoxi-3- 19

metil- * *

butil)oxi]psoraleno

Seselina * 18,21

O-Geranil-ostenol * 18,21

8-[(6,7-Dihidroxi- 19

3,7-dimetil-2 . .

octenil)oxi]-

psoraleno

Heraclenol * * * 19

Heraclenina * * * 19

Xanthotoxol * 19,21

Cumarina 7 * 21

Cumarina 8 * 21
Hidrocarburos Cerotato de . 11

carnaubilo

Hentriacontano * 11

Pubesamida A * 23
Pubesamidas Pubesamida B * 23

Pubsamida C * 23

1) Power, 1911; 2) Kincét al., 1956; 3) Sondheimeet al.1959; 4) Sondheimer y Meisels, 1960; 5) Rubinsteinsl., 1976; 6)
Dominguezt al.,1976; 7) Iriarteet al., 1956; 8) Toubet al.,1967; 9) Romeret al.,1983; 10) Enriqueet al.,1984; 11) Rizviet al.,
1985; 12) Lara y Marquez, 1996; 13) Beyeman y Rp&66&0; 14) Major y Diirsch, 1958; 15) MechoulanissHfeld, 1967; 16) Lozoya
et al., 1978; 17) Magost al.,1999; 18) Meyeet al.,1985; 19) Castellanos, 1998; 20) ébal.,1998; 21) Garcia-Argaeet al., 2005;
22) Henekeet al., 2005; 23) Gonzalez-Luget al.,2003; 24) Domingueet al.,1972; 25) Garrat, 1967; 26) Dreyer, 1967; 27) Dreye
1968.

Cuadro 1. Compuestos aislados de especies del gé&esiniroa

18



ANTECEDENTES

4.9 ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS DEL GENERO

Casimiroa edulises la especie mas estudiada del género, divestogias han revelado
diferentes actividades bioldgicas, las cuales 8stan a continuacion:

Los extractos hidroalcohdlicos de las partes agmaduados en ratas, mostraron actividad
antiinflamatoria y diurética (Rizwet al., 1985). Se ha informado que la corteza contiene
compuestos responsables de varios efectos fisgasgfarmacoldgicos y biolégicos, como
son: la actividad antiarritmica, antidiurética, &spodica, vasoconstrictiva, sedante e
hipotérmica (ltcet al.,1998).

El extracto etandlico de semilla presentd actividddjante de los musculos esqueléticos y
estimulante de los musculos lisos. El fruto presettividad analgésica, depresora del
sistema nervioso central e hipotérmica. el extratietandlico-etandlico de semillas,
administrado por via intravenosa, mostro activitigzbtensiva en ratas (Arguetd al.,
1994).

De los extractos hidroalcohdlicos de semilladedulisfue encontrado un glucésido. Los
efectos bioldgicos causados por este glucosidofugraralisis de la mobilidad, lentitud de
las contracciones cardiacas (bradicardia), pérdalaequilibrio, aumento de la secrecion
intestinal y gastrica, respiracion frecuente, piadie la sensibilidad y muerte por asfixia
(Lozoya, 1982). Por otro lado, la zapotina uno @& dompuestos aislados del fruto de
Casimiroa edulis induce la diferenciacion celular y la apoptodidaiti et al., 2007).
Ademas la zapotina posee actividad quimiopreveridMwaillo et al.,2007).

Del extracto de acetato de etilo de semillas se dialado alcaloides, flavonoides y
limonoides de los cuales se ha informado pose@midad antimutagenica (ltet al.,
1998).

El extracto acuoso de semillas @e edulisal ser administrado en perros, mostré efectos

hipotensivos (Vidrio y Magos 1991). En tanto quexdracto alcohdlico de semillas indujo
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hipotension y taquicardia en ratas anestesiadadri¢Vy Magos 1991). Esta actividad
hipotensiva en semillas es corroborada con el jwateaMajor y Dirsch en 1958.

El extracto acuoso de semillas @ edulis probado en ratas macho mostro efectos
hipotensivos (Syed y Nabeeh, 2008).

El extracto etandlico de hojas present6 actividemtaxica en las lineas de cancer humano
U251 (cancer de sistema nervioso central) y MCFandger de mama) (Awaad y Soliman
2004).

En estudios realizados con el extracto acuos@siddjas de&C. edulisen ratas winstar
macho se informa que posee actividad ansiolitieduce la locomocién y neutraliza la

accion antidepresiva (Molina-Hernandszl.,2004).

Los extractos acuoso y etandlico de semillas @e edulis poseen propiedades

anticonvulsivas, aunque el primero es mas actia4@-De la Morat al.,1999).

El extracto acuoso de hojas €& edulis mostré actividad anticonvulsiva similar a la
actividad presentada por fenitoina y pentobarbitah estos resultados se sugiere que el
extracto acuoso posee compuestos con potenciapdéfpitico (Navarret al.,1995).

En cuanto a estudios de toxicidad €n edulis se observo que el efecto del extracto
alcohdlico sobre la presion arterial en perros a dosis de 0.2 g/kg de peso, ocasiona
depresion del sistema nervioso central, paro r&sgpio y la muerte por sobredosis. La
administracion del extracto a perros, a la dosisldg/kg de peso, causa voémito,
enfriamiento, inactividad, paralisis y muerte par@ respiratorio. Por otra parte, la
aplicacion oral de zapote blanco a conejas gestariel6 en la autopsia un abundante
sangrado vaginal. Tratando de determinar Igo®h ratas se encontré que a la dosis de 2 a
2.5 g/kg de peso, se observaban sintomas de tadictdles como pérdida de la

coordinacion muscular, asi como: pérdida del dojidlj entre otros (Arguetet al.,1994).
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Por su parteCasimiroa tetrameriaposee propiedades espasmoliticas y antidiarreicas
(Heinrichs et al, 2005) y paraCasimiroa pusbescense ha informado la presencia de
compuestos con actividad citotéxica: isopimpineliigdopterina, heraclenol, heraclenina y
pubesamida A, a varias lineas de cancer humanw@Bz, 2003).

4.10 Casimiroa greggii

4.10.1 Ubicacion taxonomica de Casimirggeqggii (Martinez, 1951)

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden: Rutales
Familia: Rutaceae
Geénera Casimiroa

Especie Casimiroa greggii (Watson) Chiang.

Descripcion botanica de_Casimirogregqii.

A Casimiroa greggii(Figura 1), anteriorment&argentia greggjise le conoce con los
nombres comunes de Chapote amarillo en el estaddlud®o Leodn, Limoncillo en
Tamaulipas y San Luis Potosi, en el estado de Tigmautambién se conoce con el

nombre de Naraniillo,

Arbol de hasta 13 m de altura, de corteza gris, lis
exfoliable; hojas alternas, con 2-3 hojuelas diita de 3-10
cm; flores pequefias y blancas; fruto amarillo &2lcm.

Esta especie se distribuye en los estados de Nuedn,
Tamaulipas y San Luis Potosi (Figura 2) (Martii€7,9).

Figura 2. Frutos d Casimiroa greggi

Tomada de internet
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Sereno Watson clasificd en 198@argentia greggjidentro de un nuevo género y especie
de las Rutaceas, basandose en plantas colectad@sqoyii y Pringlei, cerca de la ciudad
de Monterrey; seis afios mas tarde después dearediizersas pruebas con base en las
caracteristicas fisicas de la planta se proponebieanel nombre deSargentia por
Casimiroa(Chiang, 1989).

Figura 3. Area de distribucion &simiroa greggii

4.10.3. Antecedentes quimicos de Casimigragqii

Estudios previos sefialan la presencia de: alcaldidaculina y kokusaginina), limonoides
(rutaevin y diosfenol limoneno) y flavonas (zapatin5,6 2 -trimetoxi-flavona,
5,6,2,3",4",6'-hexametoxi-flavona, 5, 6-dimetdavbna, cerrosillina y cerrosillina B), en
raices y parte aérea de la especie (Domingtek, 1972; Domingueet al,1976; Meyer
et al, 1985). De hojas y frutos se han aislado trizamomtp-sitosterol 5), cerrosillina
(5,6,3',5' tetrametoxiflavona) 2j, 5, 6-dimetoxiflavona 1), 5, 6, 3, 4, 5-
pentametoxiflavonad). De la raiz de la planta, se logran aislar limdes y alcaloides,
maculina, kokusaginina, diostenol de la limoninajaevina, (Domingueet al., 1977)
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zapotina 4), 5, 6, 2’-trimetoxiflavona, y 5, 6, 2', 3’, 4, iexametoxiflavona (Marquez,
1998) (Figura 4).

HyCO

OCHs o 5, 6 dimetoxiflavona

: .

B-sitosterol
zapotina

Figura 4. Estructura quimica de algunos metabolitos semmimglaislados d€asimiroa greggii

4.10.4 Antecedentes farmacologicos Casimigyaqgii

Para esta especie se hhdormado que el extracto metanolico de las rapmesee actividad
citotoxica en ceélulas 9 KB de leucemia humana.esniargo, ninguno de los compuestos
aislados de este extracto mostro actividad cordas de la linea murina P-388 (Meger
al., 1985).

En los primeros 20 afios de investigacion con lorggpecta a quimioterapia oncoldgica,

los agentes utilizados interactuaban con el ADMlgbian la sintesis de nuevo material

genético o causaban dafio irreparable al ADN. Ems afigs recientes la identificacion de
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farmacos desde al area de los productos naturaldsa ssmancipado hasta campos de
investigacion que representan nuevos conocimiestbre biologia oncolégica. Como es el
caso de la interleucina-2 la cual regula la prodié@®n de los linfocitos T, esto ha

favorecido a pacientes de melanoma maligno y camtinde células renales, los cuales no

mejoraban con farmacos comunes (Chaknhat, 1996).

4.11 CANCER

El cancer es un conjunto de padecimientos neopkisitie se presenta en los seres
humanos y otras especies animales (Katzung, 1949%).definicién, es un crecimiento
tisular producido por la proliferacion continua délulas anormales con capacidad de

invasion y destruccion de otros tejidos (Villalz@08).

Esta parece ser una enfermedad tan antigua cones la vida de los organismos
multicelulares en nuestro planeta. Su nombre pnevikel griego y significa cangrejo segun
explica galeno (131 a 203 d.c) en su tratado “Dtedimes Medicae”(Cortinas, 2003).

El cancer puede originarse a partir de cualquper tie célula en cualquier tejido corporal,
no es una enfermedad Unica sino un conjunto dereefades que se clasifican en funcion
del tejido y célula de origen (Villalva, 2008).

Los canceres pueden surgir en cualquier érganacuksipo, aunque algunos sitios son
afectados mas frecuentemente que otros. Cada ganooede de una sola célula que en un
momento determinado traspasa sus limites terriésrig es capaz de formar una nueva

linea celular que se reproduce sin limite.

Cuando las células se multiplican sin algunos ddinites normales (por ejemplo, cuando
se dividen mas frecuentemente o estan sujetas asnpgmdidas), pero sin sobrepasar su
terreno histolégico ni invadir los terrenos vecinfmsmantumores benignodps ejemplos

van desde los pequefios lunares cutaneos (de ltes daamayoria de nosotros tiene una

docena o mas) hasta los “fibromas” uterinos, b&staomunes, los cuales si no son
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extraidos pueden a veces llegar a ser muy gra8d&ss células andmalas han adquirido la
habilidad de diseminarse hasta lugares distanta®o cpor ejemplo tejidos vecinos o
regiones alejadas, por medio de la circulacion siaeg, entonces se les denontimaores

malignos o cancerg€airns, 1981).

En los andlisis de la OMS, se indica que desdeldal enadura hasta la vejez, una de las
principales causas de muerte en las mujeres ésmeéc y las cardiopatias en los hombres.
Asimismo, dentro del grupo de tumores malignos afeetan a ambos sexos, el cancer de
pulmon, traquea y bronquios, y de la prostatagtienayor incidencia en los varones vy, los

de tipo ginecoldgico, en la poblacion femenina.

En los varones, las tres principales causas detenper tumores malignos en el afio 2006
corresponden a los de: traquea, bronquios y pulihé16%), prostata (17.1%) y estdbmago
(10.4 %). En las mujeres, 13.9% de las defuncipoesancer maligno corresponden al del
cuello del utero (cérvico-uterino) y 15.0% mas elndama; asi mismo, el de higado y vias
biliares intrahepaticas ocasion6 9.2% de las msierl; la figura 4 se muestra la

distribucion porcentual, segun el tipo de tumorigma, por sexo (INEGI, 2006).

3.6 Encéfalo 2.6

25 Laringe 0.4 —\)

16.6 Traquea, bronquios y pulmén 77 —
0.1 Mama 15.0

8.6 Higado y vias biliares intrahepaticas 9.2
5.6 Pancreas 5.8

10.4 Estdmago 8.4
35 Vias urinarias 2.2 -
17.1 Ovarios 5.5

Préstata

Cuello del Gtero 13.9 /
5.0 Colon 4.6

7.0 Leucemia 5.8
4.0 Linfoma no Hodgkin 3.0
16.0 Otros 15.9

Figura 5. Distribucién porcentual de los principales tipostal®ores malignos ( tomada de INEGI,
2006).
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Como bien se sabe, el cancer es una enfermedas g@sedetectada a tiempo puede ser
curable, hoy en dia existen varios tratamientos acdas procesos quirdrgicos, que

consisten en extirpar una parte del érgano o tefidgun lo avanzado y el lugar donde se
encuentre localizado el cancer. Por otra parteglasioterapias consisten en suministrar
un medicamento que mata células, y puede seraddizn diversas etapas durante un
tratamiento, antes de un proceso quirurgico, o beemanera alterna a un tratamiento de
radioterapia, este ultimo bésicamente consiste picaa Rayos X para matar células,

reducir el tamafio del tumor y facilitar su extirigec(IMSS, 2006).

4.12 FARMACOS UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER

Es de gran relevancia hacer notar que, actualnmemtee cuenta con farmacos o algun
agente quimico que ataque exclusivamente a laacéhincerosa, Unicamente se emplean
aquellos en donde la célula maligna resulta servualierable que la normal, pero sin que

esta se encuentre exenta del impacto (Rebolle®) 19

Entre los farmacos mas utilizados en tratamienempldsicos se encuentran Bgentes

alquilantes, los antimetabolitos, los productos natales y hormonas.

Los agentes alquilantesfueron de los primeros recursos terapéuticos amiasicos los
cuales se siguen utilizando debido a su eficadiaesaertos tipos de cancer. Sin embargo,
son muy toxicos y producen muchos efectos cola®ral

Actiuan adhiriéndose a las cadenas organicas keseddntro de las células cancerosas,

modificando la composicién quimica de las protett@ata célula. (Asperheim, 1998).

En este grupo de farmacos, se encuentran la TEM MOTEPA, esta Ultima de poca
toxicidad, de modo que ha sido utilizada cada vag en quimioterapia a altas dosis. Este
tipo de medicamentos puede interferir en la fundéhADN en tejidos de proliferacion
rapida como son: el higado, rifion y linfocitos mady pero son inespecificos ya que

pueden actuar en cualquier etapa del ciclo celular.
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Casi todos los agentes alquilantes son muy téxicosmo la mostaza nitrogenada,
mecloretamina, melfalan, clorambucil, ciclofosfamiel ifosfamida, son algunos ejemplos
de los farmacos que producen mielosupresion agdidanifiucion de la funcién de la
médula 6sea). Ademas, producen dafios en mayor orrgeado, en la mucosa intestinal,
causan alopecia y producen también efectos toxewslos aparatos reproductores,
amenorreoa permanente en mujeres y azoospermiarsilele en hombres (Chabredral,
1996).

Por su parte, la accion de lastimetabolitos, consiste en interferir en alguna fase del
metabolismo celular, desafortunadamente esto nmpseée sucede, entre los efectos
secundarios que causan es la mielosupresion, ldleuaa la descontinuacion del farmaco
(Asperheim, 1998).

Este grupo se divide en: anélogos del acido foke@logos de pirimidina y analogos de

purina.

Los analogos de &cido fdlicoocupan un sitio especial dentro de los farmacos
antineoplasicos, por que fueron los primeros enarcum tumor solido como el
coriocarcinoma. La cura regular del coriocarcingmoa metotrexato genero interés para
hacer investigaciones sobre la quimioterapia omgcdd Por lo tanto, el metotrexato es uno
de los farmacos mas estudiados, el cual ejerce@a@ramediante las formas reducidas o
activas del &cido folico en el cuerpo. Ha sidoizgdo con eficacia contra coriocarcinoma

uterino, linfosarcomas y psoriasis.

Los efectos toxicos primarios del metotrexato selpcen en células en fase de division
rapida, como médula 0sea y de epitelio gastroingsEn la administracion a largo plazo
en el tratamiento de psoriasis o artritis reumatdiene efectos toxicos importantes como

fibrosis y cirrosis hepaticas.

Los agentesanalogos de pirimidinancluyen farmacos diversos que tiene en comun la
capacidad de inhibir la biosintesis de nucleétigadmidicos o copiar la accién de

metabolitos naturales al grado que interfierenugrcibnes celulares vitales. Medicamentos
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de este grupo se han utilizado para tratar trassomeoplasicos, psoriasis e inflamacion por
hongos y virus de ADN. Dentro de este grupo eneomds los agentes de tipo

fluorouracilo y floxuridina (fluorodesoxiuridina) gitarabina.

Estudios muy diversos danalogos de purinéhan permitido la obtencion de algunos
farmacos que se utilizan no sélo para tratar césdgnercaptopurina, tioguanina) sino que
también han servido como agentes inmunosupresazesidprina) y antivirales (aciclovir,

ganciclovir, vidarabina). La mercaptopurina y latéprina constituyen en la actualidad

algunos de los farmacos mas importantes y de mapiolad en esta categoria.

Un adelanto promisorio ha sido el descubrimiento ideibidores potentes de la
adenosindesaminasa y pentostatina, investigacicemsntes han demostrado que esta
ultima posee actividad contra algunas leucemiasinjorhas. Se han producido
extraordinarios efectos sinérgicos en combinactnatgunos analogos de adenosina como

la vidarabina

El principal efecto téxico de la mercaptopurinalasiepresion de la médula 6sea, puede

surgir anorexia, nausea, vomito y rara vez estaimatidiarrea.

En cuanto groductos naturalesse refiere, se han descrito las propiedades lwaséfie
Catharanthusroseus(Linn.) G. Don, conocida como Vinca, de los estadiealizados de
los extractos de esta planta se presentaron efeetwficiosos en la diabetes mellitus, en
investigaciones posteriores se observd tambiérutpeitopenia y depresion de la médula
Osea en ratas, esto llevo a la purificacion de loal@de activo, y ulteriormente del
fraccionamiento de los extractos de esta espeziebtsivieron cuatro alcaloides dimericos
activos: vinblastina, vincristina, vinleurosina nnosidina, las dos primeras son agentes

clinicos importantes para el tratamiento de leuasminfomas y cancer testicular.
Producen alopecia, celulitis local, ocasionalmenspués de utilizar tratamientos con

vincristina surge el sindrome de secrecion inapidgpide hormona antidiurética. También

pueden causar efectos neurotoxicos, insensibiligaaormigueo de las extremidades,
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perdida de reflejos, debilidad de los musculosvibaristina es una de las excepciones que
no causan mielosupresion. Sin embargo, a dosis @#usa convulsiones y coma

irreversible.

Otro compuesto utilizado desde 1992 para el tratiaimide canceres de seno, eséfago y
pulmones, es el paclitaxel® (taxol), este compudge aislado originalmente del tejo
(Taxus baccatay posee efectos farmacoldgicos peculiares corhibiotor de la mitosis,
difiere de los alcaloides de la vinca en que edtnaformacion de microtdbulos y no la
inhibe.

Los efectos téxicos primarios se presentan en lalulaé 6sea. Se puede sufrir
hipersensibilidad, bradicardia asintomatica, ocesimente se pueden presentar casos de

taquicardia.

La podofilotoxina es otro farmaco de origen natuoditenida a partir de la mandragora
(Podophyllum peltatum)fue utilizado por los indigenas de América y lmsmeros
colonizadores. Se han obtenido glucésidos que mamesctividad terapéutica en algunas
neoplasias humanas, como la leucemia en nifiosncara de pulmon, tumores
testiculares, enfermedad de Hodgkin y linfomas. desvados en cuestion se denominan
etoposido (VP-16-213) y teniposido (VM-26)

En los antibiéticos, pertenecientes a los productdgrales, encontramos a dactinomicina,
sus manifestaciones toxicas incluyen la anorex@ysea, supresion hematopoyética,
Ulceras de la mucosa de la boca, alopecia, des@amaaflamacion y pigmentacion de
areas sometidas a radiaciéon, entre otras. En losgqueefiere a la daunorrubicinaiis
derivados se encuentran dentro de los derivadasuraotales mas importantes, son
producidos por el hongoStreptococus peucetiuyar. caesius Se ha utilizados
principalmente en leucemias agudas. Las princigalgsiedades toxicas de daunorrubicina
son la mielosupresion y la leucopenia, ademastdenasitis, transtornos gastrointestinales,

alopecia que pueden ser reversibles. EI medicamemédle producir una considerable
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toxicidad local en tejidos radiados como piel, zérg pulmones, es6fago y mucosa

gastrointestinales.

La plicamicina antes conocida como mitramicina esaatibiotico citotoxico asilado de
Streptomyces plicatuges muy toxico pero posee actividad en el tratatoiele tumores
avanzados de testiculos. Es tdxica en médula dsgado y rifiones, se puede llegar a

presentar complicaciones hemorragicas graves esm¢h muerte (Chabnet al, 1996).

Las hormonas son sustancias que poseen diversos usos paraatamignto de
enfermedades malignas, tal es el caso de los asioides que han logrado producir la
reversion de ciertos canceres, son utilizados gasedos 0 en combinacion con otros
farmacos, los efectos secundarios se deben a umainisplacion excesiva de
corticosteriodes provocando basicamente retenaisatly agua, “cara de luna” edema y
estrias. La prednisona es tal vez el costicosterimds utilizado en el tratamiento de
canceres.

Algunos ejemplos de hormonas utilizadas en trataimsecontra cancer son: testolactona,

calusterona, acetato de megestrol y citrato dex#ém

Como es de esperarse los efectos colaterales seflejados en la masculinizacién cuando
se administran andrégenos a una mujer y la fengidiracuando se administran estrogenos

a un hombre (Asperheim, 1998).

4.13 INFLAMACION

La inflamacion es un mecanismo de defensa tisuta,reaccion localizada de proteccion
en tejidos con irritacion, lesiones o infeccionEsta palabra deriva del latin “flama” —

llama, fuego-, y se define como una respuesta,rginente local, de un organismo frente a
la agresion, caracterizadas por un conjunto deci@maes secuenciales, modulada por

mecanismos reguladores.
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Las caracteristicas de la inflamacion, consistenlaepresencia de dolor, aumento de
temperatura, hinchazon vy enrojecimiento, (en oc&s la perdida de la funcion). Estos
signos —calor, rubor y dolor- de manera generalstitoiyen los efectos de cualquier
proceso inflamatorio (Gijon y De Migyel997)

4.14 TIPOS DE INFLAMACION

4.14.1 inflamacion aguda

La inflamacién aguda es una respuesta inespedaifican organismo ante un estimulo
lesivo, en la que la exudacion plasmatica y la diat@acion son intensas, en la que se
presentan los efectos comunes del proceso inflaimato

En este tipo de inflamacion se distinguen dos tgmtases estrechamente relacionadas:

 Fase vascular: en esta desempafian un papel funidhmes mediadores
bioquimicos como el factor Hageman, los procesda deagulacion, el sistema de
las cininas, las aminas vasoactivas (histaminargt@@nas), derivados del acido
araquidonico, entre otros. La accién de estas istigkinduce una vasodilatacion
con mayor aporte de sangre a la regién afectadagumento de la permeabilidad

vascular.

» Fase celular: en esta participan células como®ifha y las plaquetas, que actian
liberando aminas vasoactivas, enzimas proteolitigoderivados del &cido
araquidonico entre otros mediadores (Gijon y Deudigl997).

4.14.2 Inflamacion crénica
Esta se define como un respuesta especifica fataigente agresor, mediada por el sistema

inmunoldgico. En la inflamacion crénica el estimfitmdgeno no puede ser eliminado, con

lo que el proceso inflamatorio continua.
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El estimulo inflamatorio persistente, causa laamicion cronica, es generalmente una
sustancia antigénica que desencadena una respuestaldgica.

En el curso de la inflamacion crénica la reacci@scular es menos intensa que en la
inflamacién aguda, y en la fase celular el monogitdos linfocitos son las células

primordiales (Gijon y De Miguell997).

4.15 RELACION CANCER - INFLAMACION

La relacion entre la inflamacion y el cancer nmesva. En 1863 se creia que el origen del
cancer estaba en sitios de inflamacion cronicarési®osete y Martinez-Vazquez, 2008).
Actualmente se sabe que la inflamacidén juega urelpepportante en la aparicion y
progresion de una amplia variedad de enfermedddekiido el cancer. Si bien la
inflamacioén aguda es parte de la respuesta de sieféa inflamacion crénica puede dar

lugar a cancer, diabetes, enfermedades cardioweassupulmonares y neuroldgicas.

La inflamacion cronica se ha relacionado con dib®rgpasos involucrados en la
tumorigénesis, como son:. la transformacion celular, promocién, supervivencia,
proliferacion, invasion, angiogénesis y metastdsisinflamacion es un factor de riesgo
bien conocido para muchos tipos de cancer, conmusstra en el Cuadro 1 (Aggarves|
al., 2006).

Inductor Inflamacién Céancer % de predisposicion a
progresion de cancer

Humo de tabaco Bronquitis  Céancer de pulmon 11-24
Helicobacter pylori Gastritis Céancer gastrico 1-3
Virus de papiloma humano Cevicitis Céancer cervical <1
Tabaco y alcohol Esofagitis Cancer de es6fago 15
Fibras de asbesto Asbestosis Mesoteloma 10-15

Cuadro 2. La inflamacién como factor de riesgo para el defla de cancer.
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En el proceso de inflamacion las ciclooxigenas@3XCson enzimas clave que catalizan la
conversion del acido araquidonico a prostaglandynasmboxanos. Existen dos tipos de
ciclooxigenasa; COX-1 y COX-2. (1). La COX-1 esalenzima constitutiva y se produce
en muchos tejidos como el tracto gastrointestiriakyifiones, la COX-2 es inducida y se

expresa durante el proceso de inflamacion enield#i dafio. La prostaglandinas inducidas

por la COX-2 causan inflamacidMeric et al, 2006).

La COX-2 ha sido implicada en una variedad de tes)@Potter y Ulrich, 2006) y en

algunos estudios preclinicos se ha observado gaelranistracion de inhibidores de la

COX-2 redujeron el tamafio y nimero de pélipos cetmales(Meric et al, 2006). Entre

los inhibidores de la COX-2 que se han empleaddaetiinica para el tratamiento del
cancer estan los antiinflamatorios no esteroidgNE’s). Actualmente se sabe que este
grupo de farmacos compiten con el acido araquidoniberado en la respuesta

inflamatoria, para acoplarse al sitio activo endasales enzimaticosse ha postulado que

los AINEs bloquean la COX al ligar enlaces de tg@ro a la arginina polar en posicion
120. Para que un AINEs sea selectivo, es critigadaencia de un aminoacido clave en la
posicién 530 de estas enzimas, concretamente lku@oa para COX-1 y la valina para
COX-2, que deja una abertura en la pared del cgoal permite el acceso a un lugar de
acoplamiento (Cryer y Feldman, 1998; Hawkey, 1%#dman y McMahon, 2000).

En 1990 aparecieron los primeros inhibidores de&»¥X: nimesulida y meloxicam,
inhibidores significativamente mejores de COX-2 gde COX-1. ElI meloxicam
(Movalis®, Parocin®, Uticox®) es una enolcarboxaaielacionada con el piroxicam, y se
estima que tiene una selectividad entre 3 y 77svatyor para COX-2. Esta selectividad
para COX-2, sin embargo, disminuye al aumentardsisddel farmaco. La nimesulida
(Antifloxil®, Guaxan®, Severin F®) pertenece a &rfilia de las sulfonanilidas. Presenta
una selectividad entre 5 y 16 veces mayor para @0Xal igual que en el caso del
meloxicam, a partir de ciertas dosis mas elevadesle la selectividad COX-2. El
celecoxib es un compuesto derivado del 1,5-diasiml con una selectividad 375 veces
mayor para COX-2, mientras que el rofecoxib es envddo metilsulfonilfenil que
presenta una relacion COX-2/COX-1 superior a 8@ft¢P y Ulrich, 2006; Meriet al,
2006).

33



[Escribir texto]

V. JUSTIFICACION

México tiene una amplia tradicién en el uso de falsucon propiedades medicinales, dentro
de las especies a las que se les ha atribuidoeplaghes terapéuticas se encuentran algunas
del génerdCasimiroa, las cuales cuentan con antecedentes quimicasmadaldgicos que

fundamentan sus propiedades antiinflamatoriasoyoiicas.

Por otra parte en nuestro pais el cancer es utepnalde salud publica. De acuerdo con las
estadisticas es la segunda causa de muerte, pa@oeP006 se presentaron 63 888
defunciones por este padecimiento (INEGI, 2006¢. eStima que cada afio el nimero de
casos de cancer se incrementara, por lo cual s ihmaortante la blusqueda de nuevas
moléculas que permitan el desarrollo de farmacos elatratamiento de esta enfermedad.
Bajo esta perspectiva se planted la presente igaegin en la que se evalud la actividad
antiinflamatoria y citotdxica de los extractos origas y compuestos aislados de semillas
de Casimiroa greggii.
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VI. HIPOTESIS

Existe evidencia experimental que avala las pra@uled antiinflamatorias y citotoxicas de
algunas flavonas y cumarinas, aisladas de esppeigsnecientes al génefeasimiroa.
Ademas de estudios previos, que han demostradeoekenqria de este tipo de MS en
extractos de raices y partes aéreafa®miroa greggii, entonces es factible suponer la
presencia de MS en semillas @egreggii y que presenten propiedades antiinflamatorias y

citotoxicas.
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VII. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio fitoquimico de las semillasGdsimiroa greggii, asi como evaluar la
actividad citotdxica y el porcentaje de inhibicida la inflamacion de extractos organicos y
de sus MS.

ViIl. OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener extractos organicos (hexano, acetato te yetinetanol) de semillas de

Casimiroa greggii.

» Aislar y purificar los MS mayoritarios por medio aeétodos cromatogréficos.

» Identificar la estructura quimica de los metabsliéislados por comparacién de los

datos espectrales con los informados en la litexatu

» Evaluar el porcentaje de inhibicibn de la inflandacide extractos crudos y

compuestos aislados en el modelo de TPA.

e Evaluar la actividad citotoxica de extractos y coegios aislados mediante el
ensayo de SRB.
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IX. MATERIAL Y METODO

9.1 TRABAJO DE CAMPO

El material vegetal fue recolectado en las faldadsG#rro de la Silla en Monterrey, N. L.
(25° 37' 40” Ny 100° 14’ 20” W) en septiembrel®905. Se recolectaron frutos sanos, es
decir aquellos que no mostraran evidencias de plaganfermedades y de coloracion
uniforme. También fue recolectado y prensado umgi@ de herbario, el cual fue
depositado en el herbarMEXU. El material vegetal fue trasladado en bolsapdpel al

Instituto de Quimica de la Universidad Nacional uatma de México.

9.2 ESTUDIO FITOQUIMICO

El andlisis fitoquimico de las semillas @asimiroa greggii se realizo en el Laboratorio 1-4

de Productos Naturales del Instituto de Quimica.

Del material vegetal recolectado se utilizarondemiillas, las cuales fueron extraidas del
fruto de forma manual con ayuda de un cuchillopdés fueron lavadas con agua para
eliminar todo residuo de pulpa, las semillas deaser a temperatura ambiente y se
molieron en una licuadora industrial marca inteioyaal modelo LI-5, ulteriormente se

pesaron obteniendo un total de 416 g, las semdksas y molidas, se maceraron
sucesivamente con hexano, acetato de etilo y nletars veces por cada disolvente,
durante 48 h a temperatura ambiente. El disolviergesliminado por destilacion a presion
reducida en un rotavapor Blchi R-200. Una vez athbsnlos extractos, de manera
individual fueron incorporados en gel de silicerapau posterior separacion por

cromatografia en columna.
La separacion de los extractos se realizé por dagrafia en columna, en una columna

abierta, la cual fue empacada con gel de silieee@plearon eluyentes de polaridad
ascendente: hexano (100%), mezclas de hexanoadetatilo (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4.6,
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3:7, 2:8, 1:9), acetato de etilo (100%), mezclascktato de etilo-metanol (9:1, 8:2, 7:3,
6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) y metanol (100%).d&la una de las fracciones asi obtenidas se
les realizé cromatografia en capa fina y las qustramn un patrén cromatografico similar

fueron reunidas.

Posteriormente la purificacion de los compuestoseakz6 por cristalizaciones sucesivas,
una vez precipitado el compuesto y para verifiecapsgreza se realiz6 cromatografia en

capa fina.

La identidad de los compuestos fue determinaranp&todos fisicos, espectroscopicos y
espectrométricos. Aquellos compuestos conocidaeifuieentificados por comparacion de
sus datos espectroscopicos y constantes fisicak doformado en la literatura (Meyet
al., 1985; Ito €al., 1998; Moralest al., 2003 ).

9.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

La evaluacion de la actividad citotoxica se efectdediante el ensayo de la SRB de
acuerdo con la metodologia propuesta por Monks Igbooadores (1991), la cual se

describe a continuacion.

Cultivos celulares se emplearon seis lineas celulares de cancerntmurnancer de colén
HCT-15, mama MCF-7, SNC U251, leucemia K-562, @tasPC-3 y pulmén SKUL, las
cuales fueron cultivadas en medio RPMI-1640 adamion con 10% de SFB, gM
glutamina. Los cultivos celulares se mantuvieromesa incubadora a una atmosfera de 5%

de CQ, a una temperatura de 37 °C y un ambiente satulatbomedad.

Preparacion e inoculacion de las céluladas células adheridas a los frascos de cultivo
fueron removidas con 2 6 3 mL de solucion tripdiaFA al 0.05%. Posteriormente la
tripsina fue inactivada adicionado 10 mL de medi®MR®1640 adicionado con 5% de
SRB, las células se disociaron con pipeteo suavegehsidad y viabilidad de las lineas

celulares fueron contadas en un hemocitometro yuaglas por exclusion con azul de
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tripano. Después de ser contadas las células sedidoa hacer una dilucién para obtener
una densidad adecuada para cada linea. La suspe&esidar se sembrd en placas de 96
pozos. Una vez hecho lo anterior, todas las lineksares fueron incubadas por un periodo
de 24 h a 37 °C y 5% de Géntes de adicionar los compuestos a evaluar.

Dilucion de los compuestos a evaluatos extractos se evaluaron a una concentracion de
50 pg/mL y fueron solubilizados en DMSO (4M). Inmediatamente después de la
preparacion de las soluciones 1fl0cada disolucidén se agregé a los pozos. Dado agie |
compuestos a evaluar no son filtrados o esteriigda contaminacion bacterial se controlo
por la adicion de diversos antibiéticos como lai@éna, estreptomicina y anfotericina B

al 10%. Se us6 como control negativo diferenteseotnaciones de DMSO. Los cultivos
se incubaron por un periodo de 48 h a 37°C en tmaséera de 5% de GG 100% de

humedad. El crecimiento y viabilidad celular selevanediante la técnica de SRB.

Ensayo SRB transcurridas las 48 h los cultivos celulare$ijaeon in situ adicionado 50
uL de TCA frio (50% p/v), los cultivos se incubarpor 60 min a 4 °C. Transcurrido este
tiempo se desechd el sobrenadante y los cultivosaw®on cinco veces con agua
desionizada, se dejé secar por 24 h. Posteriornsmniadicioné a los pozos 100 pL de
solucion SRB (0.4% p/v en acido acético al 1%) diga0 min, el exceso de SRB se
remueve lavando cinco veces con acido acético ak&%ejo secar por 24h. Finalmente, el
boton celular tefiido se solubiliza con buffer rig DO fue leida en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 515 nm. La densidad amsc proporcional al crecimiento
celular e inversamente proporcional al grado dataxicidad de un compuesto prueba. La
citotoxicidad es reportada como el porcentaje dbicién del crecimiento celular y se

determino de acuerdo a la siguiente expresion:

% Inhibicién del crecimiento = 100-(DO (muestr&® (vehiculo))*100
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9.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Ensayo de TPA:la determinacién cuantitativa de la actividad afliimatoria de los
extractos se realiz utilizando el método de inducde edemas en orejas de ratdn por el
TPA, siguiendo la metodologia propuesta por Medoal., 1991. Se emplearon ratones
machos (cepa CD1, de 20 a 25 g ) los cuales sarge y fueron separados al azar en
grupos de tres: un grupo control y grupos trata@asla grupo fue anestesiado con PBS a
una dosis de 31.5 mg/kg por via intraperitoneg. (&a). A los grupo control y tratados se
les aplicd tépicamente 10L de la solucion etandlica de TPA (2p@/mL) en la oreja
derecha, y 1QuL de etanol en la oreja izquierda. 10 minutos déspie la aplicacién de
TPA, a los grupos tratados se les apliciRGle los extractos en ambas caras de la oreja
derecha a las dosis de lu@ol/oreja disueltos diclometano (Fig. 6b) y enllej@izquierda
so6lo se aplicé 2@L del vehiculo respectivamente. Se dejaron 4h dg-galicacion (Fig.
6¢c) y eventualmente cada grupo de animales fudfisado por dislocacién cervical
tomando biopsias de cada oreja con un sacabocadbsnin de didmetro. Cada una de las
orejas control y tratadas fueron depositadas eostdle eppendorff previamente pesados.
Se obtuvieron las diferencias de pesos entre ja ooatrol y la tratada de cada animal. El

porcentaje de inhibicion fue calculado con la sgte ecuacion:

% Inhibicién = 100 —[(x tratado / x control) 100]

(&) () ()

Figuras 6. Modelo 13-acetato de 1Q-tetradecailforbol (TPA) en oreja de raton.
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a. Aplicacion de PBS (pentobarbital sodico)
b. Aplicacion de TPA (13-acetato de 2tetradecainoilforbol).

c. Edema en oreja de raton.

Andlisis estadisticolos resultados se analizaron mediante una prdebéde student y una

prueba de Dunnet, utilizando el programa Sigma{&4#&Y). El nivel de significancia en

todos los analisis fue ¢e<0.05.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

10. 1 RENDIMIENTO

10.1.1 Rendimiento de los extractos

Los extractos se obtuvieron por maceracion sucesinalisolventes de diferente polaridad,
en el cuadro 3 se muestra la cantidad de extragé@nmo obtenido y los resultados del
rendimiento, el cual se calculd6 como un porcendgjetotal del material vegetal inicial
(416 g).

EXTRACTO Cantidad RENDIMIENTO
obtenida (g) (%)
HEXANICO 3 0.7211
ACETATO DE ETILO 3.5 0.8413
METANOLICO 26.3 6.3221

Cuadro 3. Rendimiento de los extractos organicos de sentl#asimiroa greggii.

10.2 SEPARACION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
10.2.1 EXTRACTO HEXANICO
Se separaron 3 g de extracto hexanico, por medicraleatografia en columna abierta,

empleando disolventes de polaridad creciente. &setaoon un total de 95 fracciones de
250 mL cada una (Cuadro 4).
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Numero de fraccion Disolvente proporcion (%)

1-11 hexano 100
12-30 Hexano-AcOEt 9:1
31-51 Hexano-AcOEt 8:2
52-62 Hexano-AcOEt 7:3
63-72 Hexano-AcOEt 1:1
73-77 AcOEt-Hexano 7:3
78-81 AcOEt 100
82-87 AcOEt-Metanol 1:1
88-95 Metanol 100

Cuadro 4. Fracciones obtenidas del extracto hexénico dellssmieCasimiroa greggii

La cromatografia del extracto hexanico permiti@islamiento de cuatro compuest@s:

sitosterol 1] el cual se aislo de la fraccion 16 (espectros21del anexo). Por otro lado, de

las fracciones 39-41 y 56 se aislaron dos flavadestificadas como 5,2’ dimetoxiflavona

[2], la cual se aisla por primera vez para el gé(espectros 3 y 4 del anexo), y zapotina

[3] (cuadro 11 del anexo) respectivamente, Por ultseoaisléo de la fraccion 65 un

alcaloide identificado como casimiroing [espectro 5 y 6 del anexo) (Figura 7).

La caracterizacion quimica de todos los compues®gealizd por comparacion de sus

constantes fisicas y espectroscépicas (RN °C, EM, IR), con las descritas en la
literatura (Meyeet al., 1985; Ito €al., 1998; Moralest al., 2003 ).
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[3- sitosterol[1] 5, 2’ dimetoxiflavona[2]
H3CO
O
OCH;, o}
Zapotina [3] Casimiroina [4]
H3CO OCHg
O \
HsCO o 0 ’|\‘ o
OCH; O \/O CH,

Figura 7. Estructuras quimica de los compuestos aisladbextracto hexanico de semillas de
greggii.
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10.2.2 EXTRACTO ACETATO DE ETILO

La separacion de los componentes del extracto deEAcse realiz6 por medio de
cromatografia en columna abierta, fueron separadog de extracto, se colectaron un total
de 142 fracciones de 250 mL cada una (Cuadro 5).

Numero de fraccion Disolvente proporcion (%)
1-5 Hexano 100
6-11 Hexano-AcOEt 9:1
12-17 Hexano-AcOEt 8:2
18-33 Hexano-AcOEt 7:3
34-40 Hexano-AcOEt 6:4
41-51 Hexano-AcOEt 1:1
52-68 AcOEt-Hexano 6:4
69-84 AcOEt-Hexano 7:3
85-98 AcOEt 100
99-108 AcOEt-Metanol 9:1
109-118 AcOEt-Metanol 7:3
119-126 AcOEt-Metanol 6:4
127-131 AcOEt-Metanol 1:1
132-142 Metanol 100

Cuadro 5. Fracciones obtenidas del extracto de AcOEt delkssnaieCasimiroa greggii
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De este extracto se aislaron 2 flavonas: 6,7 dixiftdoona [b] aislada de la fraccion 13,
(espectro 7 del anexo) (figura 8) la cual se reppdr primera vez para el género. La
segunda flavona fue identificada por medio de rayasomo zapotinad] aislada de la

fraccion 17 (cuadro 11, Rayos X 1, espectro 3 deka) (figura 7).

6,7 dimetoxiflavona[5]

H3CO

OCHj
HaCO

OCH; o]

Figura 8. Estructura quimica de 6,7 dimetoxiflavona, aialdédl extracto de AcOEt de semillas de

Casimiroa greggii.
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10.2.3 EXTRACTO METANOLICO

La cromatografia en columna abierta del extracttan@ico se realiz6 empleando 26.3 g
de extracto, permitiendo asi el aislamiento de 4#nmeestos, tres flavonas y un
carbohidrato: 5,6,2’ trimetoxiflavond®], aislada de la fraccion 46-54 (espectro 8 y 9 del
anexo). La zapotina3], fue aislada de la fraccion 51-54, (cuadro 11 ayd® X 1 del
anexo). La ultima de las flavonas fue identificgolar medio de rayos X como 5,6
dimetoxiflavona ] aislada de la fraccion 34 (Cuadro 12 y Rayos HeP anexo). Por

ultimo, de la fraccién 155 se aislo sacar@agspectro 10 del anexo).(Cuadro 6 y Figura
9).

Numero de fraccidon Disolvente proporcion (%)
1-3 Hexano 100
4-24 Hexano-AcOEt 9:1
25-66 Hexano-AcOEt 8:2
67-78 Hexano-AcOEt 7:3
79-109 Hexano-AcOEt 6:4
110-133 Hexano-AcOEt 1:1
134-144 AcOEt-Hexano 7:3
145-155 AcOEt 100
156-167 AcOEt-MeOH 1:1
168-172 MeOH 100

Cuadro 6. Fracciones obtenidas del extracto metandlico dellss deCasimiroa greggii
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5,6,2’ trimetoxiflavona [6] 5,6 dimetoxiflavona[7]

Sacarosg[ 8]

Figura 9. Compuestos aislados del extracto metandlico adlas deCasimiroa greggii.

Como se esperaba se aislaron flavonas y alcalgesson los tipos de compuestos que
caracterizan al género y que incluso se han wiizzomo marcadores quimiotaxondmicos
(Garcia-Argaezt al., 2005). Entre los compuestos aislados esfas#osterol, el cual es
un esterol ampliamente distribuido en el reino vag@Bittner et al., 2001; Pererat al.,
2006).
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La zapotina se ha aislado de otras especies det@€asimiroa como sonC. edulis (de
fruto, corteza, semilla y raiz), (Iriartet al., 1956; Kinclet al., 1956; Sondhermer y
Meisels, 1960; Garrat, 1967; Dreyer, 1967; Drey868; Itoet al., 1998), de semillas de
C. pubescens (Garcia-Argaezt al., 2005),de hojas d€. tetrameria (Henekaet al., 2005 y
de raices d€. greggii (Meyeret al., 1985).

La casimiroina se ha aislado también de fruto, ksntioja y raiz deC. edulis, (Power,
1911; Iriarteet al., 1956; Kinclet al., 1956; Dreyer, 1968; Riz\at al., 1985; Itoet al.,
1998), de raices d@. greggii (Meyeret al., 1985) y de semillas de. pubescens (Garcia-
Argaezet al., 2005).

La 5,6 dimetoxiflavona se ha encontrado en fratoteza y raiz d€. edulis (Iriarte et al.,
1956; Garrat, 1967), en frutos y hojas@eayreggii (Dominguezet al., 1972), y en partes
aéreas d€. pringlei (Castellanos, 1998).

La 5,6.2" trimetoxifavona se ha aislado de frutorteza, semillas y raices d& edulis
(Sondhermer y Meisels, 1960; Garrat, 1967; Drel@68; Itoet al., 1998;), y de raices de
C. greggii (Meyeret al., 1985).

Las flavonas 5,2’ dimetoxiflavona y 6,7 dimetoxiftena se aislan por primera vez en el

género, resaltando también que la segunda, sepaistaimera vez de una fuente natural.

10.3 RENDIMIENTO COMPUESTOS PUROS

El rendimiento de los compuestos aislados se dicgntiomo un porcentaje del total del
extracto obtenido (hexano 3 g, acetato de etilog¥ metanol 26.3 g). Del extracto
metandlico se obtuvo un mayor rendimiento; sin egdyaesto no se vio reflejado en el
rendimiento de los compuestos puros obtenidos @ pir éste, ya que, como se puede
observar en el cuadro 7 el rendimiento por ejeng@ozapotina es menor que en los

extractos de hexano y acetato de etilo.
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Extracto Compuesto mg Rendimiento (%)

[-sitosterol 9.6 0.32

HEXANICO zapotina 7.7 0.2567
casimiroina 9.5 0.3167
5,2’ trimetoxiflavona 7.2 0.2404

ACETATO DE ETILO 6,7 dimetoxiflavona 3.7 0.1057
zapotina 204 0.5828

METANOL 5,6,2’ trimetoxiflavona 8.5 0.0323
zapotina 11.7 0.0444
5,6 dimetoxiflavona 11 0.0041
sacarosa 3112.1 11.8330

Cuadro 7. Rendimiento de los compuestos puros de los egaotganicos de semillas de
Casimiroa greggii

Como bien se sabe, los frutos pertenecientes agéstgo, son frutos comestibles y de un
sabor dulce, lo que nos indica la presencia, deguaa cantidad de azlcares entre otros
componentes, esto se ve reflejado en la cantidsdaosa obtenida.

10.4 PRUEBAS BIOLOGICAS

10.4.1 Actividad citotoxica de los extractos

La evaluacion de la actividad citotoxica de losrastbs hexanico, acetato de etilo y
metanol, se realiz6 mediante el ensayo de SRB.réssltados mostraron que los tres
extractos fueron activos, inhibiendo el crecimiecgtular en 6 lineas de cancer humano

una concentracion de p@ (Cuadro 7).
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Inhibicién del crecimiento celular (%)

Linea celular Extracto
Hexano Acetato de etilo Metanol
Cancer de SNC (U25 100 46.2 100
Cancer de prostata (-3) 100 54.3 100
Leucemia (562 100 81.9 80.29
Cancer de colon (HC-15) 100 63.3 89.88
Cancer de mama (M(-7) 100 81.2 67.75
Cancer de pulmén (SKU 100 53.6 100

Cuadro 7. Actividad citotéxica de los extractos organicossdmillas deCasimiroa greggii.

En el cuadro 8, se observa que el extracto hexanisird ser el mas activo exhibiendo un
100% de inhibicion del crecimiento celular en todedineas evaluada§-sitosterol y
zapotina son dos MS aislados de dicho extracto,cledes poseen probada actividad
citotoxica (Nguyenret al., 2004; Keng-Chiat al., 2003; lan-Lihet al., 2001; Itoet al.,
1998; Murillo et al., 2007; Maitiet al., 2007; Mata-Greenwoos al., 2001), por lo que es
probable que la actividad citotoxica se deba ardsgncia de estos compuestos. Por otra
parte también casimiroina podria estar contribugeadh actividad citotoxica del extracto

ya que como compuesto puro fue citotoxico (Cuadiro 9

El extracto de acetato de etilo fue activo aunguemenor proporcion que el extracto
hexanico; se observo que las lineas de leucemi#®2k-y mama (MCF-7) fueron mas
susceptibles, resultado que se puede atribuir prégencia de zapotina, uno de los
compuestos aislados de este extracto y que compuaEsto puro mostré ser citotdxico
(Cuadro 9).

En lo que corresponde al extracto metandlico estdien fue activo en todas las lineas
evaluadas siendo las mas susceptibles las de SIREl)Uprostata (PC-3) y cancer de
pulmén (SKUL). La actividad de este extracto seepattibuir a la presencia de 5,6,2’

trimetoxiflavona y zapotina, los cuales mostrarotivadad citotoxica (Cuadro 8).
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10.4.2 Evaluacion citotéxica de los compuestos @uro

Debido al bajo rendimiento de los compuestos (mari® mg en la mayoria de los casos),
Unicamente se evalud la actividad citotoxica detroude los MS obtenidos: 5,6,2’

trimetoxiflavona, casimiroina, 6,7 dimetoxiflavopaapotina.

La 5,6,2’ trimetoxiflavona aislada del extracto emgilico, resultd ser activa en 6 lineas de
cancer humano, siendo mas susceptibles U251, HCMC%-7 y SKUL presentando un
100% de inhibicién del crecimiento celular en dglimeas, siendo asi el compuesto de
mayor actividad de los compuestos evaluados. Par latlo casimiroina, aislada del
extracto hexanico fue activa en 6 lineas de cdmaerano, donde las lineas celulares mas
susceptibles fueron MCF-7, HCT-15 y PC-3.

La flavona 6,7, dimetoxiflavona, aislada del exivade acetato de etilo, no presentd
actividad en ninguna de las lineas de cancer hureaatuadas y por ultimo zapotina

aislada de los tres extractos resultdo ser activéa®ré lineas evaluadas siendo las mas
sensibles las lineas K-562 y PC-3 (Cuadro 8).

Inhibicion del crecimiento celular (%)

Compuesto 5,6,2' 6,7 casimiroina zapotina
i trimetoxiflavona dimetoxiflavona
Linea celular

100 0 83.7 78.25

Céancer de SNC (U251)

93 0 95 80.85
Céncer de prostata (PC-3)
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85.99 0 79.3 89.9
Leucemia (K-562)
100 0 96.5 76.5
Céancer de colon (HCT- 15)
100 0 100 72.64
Céancer de mama (MCF-7)
100 0 93.4 78.71

Céancer de pulmén (SKUL)

Cuadro 8.Actividad citotoxica de 4 de los MS de los extosobrganicos de semillas de

Casimiroa greggii sobre 6 lineas de cancer humano.

Sin considerar a la 6,7 dimetoxiflavona; la cualpmesent6 actividad en ninguna de las
lineas celulares, zapotina fue el MS de menor idetivcitotdxica, seguida de casimiroina y

finalmente el compuesto mas activo fue la 5,6j&igtoxiflavona.

De acuerdo con los resultados se observé una acigel directa entre la actividad

citotoxica y la diversidad de metabolitos presemtesel extracto, es decir en el extracto
hexanico que fue el mas activo estan presentesntetabolitos con probada actividad
citotoxica: B-sitosterol, casimiroina y zapotina; en el extragtetanolico estan presentes
s6lo dos compuestos con dicha actividad: 5,6,&idtoxiflavona y zapotina; mientras que
el extracto de acetato de etilo Unicamente se etreueno: zapotina. Lo anterior indica que

la potencia de la actividad muy probablemente be deun efecto sinérgico.

10.5 Actividad antiinflamatoria de los extractos

En el modelo de actividad antiinflamatoria de edemdacido por TPA (13-acetato de 12-
O-tetradecainoil forbol) en oreja de raton, a Isislale 1 mg/oreja (n=3), los extractos
hexanico y acetato de etilo mostraron actividadesitbargo, el extracto metandlico fue

inactivo, como se muestra en el cuadro 9.
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Extracto Inhibicion del edema (%)
Hexanico 65.08
Acetato de etilo 64.19
Metanolico 20

Cuadro 9. Actividad antiinflamatoria de los extractos orgés de semillas d€asimiroa greggii
en el modelo de TPA en oreja de ratén.

Como se observa en el cuadro 9 la actividad alairdtoria fue mayor en los extractos de
hexano y acetato de etilo. La actividad del extrdetxanico puede deberse probablemente
a la presencia dé-sitosterol, compuesto de actividad antiinflamatg@ probada (Bulawa

y Flemin 2008; Wanggt al., 2006; Ahmackt al., 2004).

Cabe sefialar que para determinar que metabolitodosoresponsables de la actividad

biol6gica del extracto de acetato de etilo, es sewe evaluar los compuestos puros.
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Grafica 1. Porcentaje de inhibicion del edema de los extramtgénicos de semillas d@asimiroa
greggii. Los datos que se muestran son la medibetror estandar (n=3).
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XI. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados se puede concluir que

@ Los extractos organicos de semillas @asimiroa greggii presentan metabolitos

secundarios caracteristicos del género.

@ En el extracto hexanicf-sitosterol, casimiroina, 5,2’dimetoxiflavona y péipa

fueron los MS mayoritarios.

@ En el extracto de AcOEt los MS mayoritarios fuerb)® dimetoxiflavona y

zapotina.

@ En el extracto metandlico los MS mayoritarios fuef6,2’ trimetoxiflavona, 5,6

dimetoxiflavona, zapotina y sacarosa.

@ Se informa por primera vez para el género la paaeate 5,2’ dimetoxiflavona y

6,7 dimetoxiflavona.

% La 6,7 dimetoxiflavona se aisla por primera venaa fuente natural.

% Los extractos hexanico, acetato de etilo y metaadtie semillas d€asimiroa

greggii poseen actividad citotoxica en 6 lineas de camaerano.

@ La flavona 5,6,2' trimetoxiflavona, zapotina y aasbina poseen actividad
citotéxica en 6 lineas de cancer humano.

@ Los extractos hexanico y de acetato de etilo poaetwidad antiinflamatoria.
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XII. PERSPECTIVAS

Es importante continuar con el estudio de semilé&sSasimiroa greggii, debido a que son

escasos los estudios de esta especie y de estet@stren particular.

Resultaria importante evaluar la actividad citatéxde 5,2’ dimetoxiflavona la cual es
aislada por primera vez para el género. Asi coombitan evaluar la actividad

antiinflamatoria de los compuestos aislados enessdtalio.
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Espectro 1. IR de j3-sitosterol
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Espectro 2. RMN *H de p-sitosterol
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Espectro 3. RMN 'H de 5,2’ dimetoxiflavona
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Espectro 4. EM de 5,2’ dimetoxiflavona
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Espectro 5. EM de Casimiroina
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Espectro 6. RMN *H de Casimiroina
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Espectro 7. RMN *H de 6,7 dimetoxiflavona
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Espectro 8. EM de 5,6,2° trimetoxiflavona
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Espectro 9. RMN *H 5,6,2” trimetoxiflavona
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Espectro 10. sacarosa
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ANEXO

10.2 PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DE LOS
COMPUESTOS PUROS

(1) B-sitosterol:
C29Hs00, solido blanco (9.6 mg), P.M: 414, p.f.: 132-135°C

IR (KBr) 3420, 2934, 2858, 1646, 1461, 1376, 1057, 959, 802 cm
RMN 'H ( 200Mz, CDCls, TMS): & 0.68 ( 3H,s, CHs 18), 0.81 (3H,d, J = 7.0 Hz, CHy 27
), 0.84 (3H,d, J = 7.0 Hz, CHz 26, 0.85 (3H,t, J = 7.0 Hz, CHs 29 ), 0.93 (3H,d, J = 6.6

Hz,CH;21),1.09 (3H,s,CH; 19),3.53 (1H, m,H-3a),5.36 (1H,dbr,J=5.3Hz, H
6) ppm.

(2) 5, 2’ dimetoxiflavona:
C17H1404, s6lido blanco (7.2 mg), P.M: 282, p.f.: 185-190 °C

EM m/z 282, 267, 239.
RMN *H (200Mz, CDCls, TMS): § 7.9 (2H), 7.5 (3H, m), 7.3 [2H, m, (H-7,8)1, 6.7 (IH, s),

3.98, 3.94 (6H, s) ppm.

(3) Zapotina:
C19H1506, s0Olido blanco (7.7 mg), P.M: 342, p.f.: 78-79 °C.
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(4) Casimiroina:
C12H11NOy, sélido blanquecino (9.5 mg), P.M:233, p.f.:180-185 °C

EM m/z 233, 218, 204, 202, 190, 175.

RMN 'H (200 MHz, CDCls TMS): § 7.62 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-5), 7.47 (1H, d,J ) 6.88 Hz,
H-6), 6.26 (2H, s, H-9), 6.08 (1H, s, H-3), 3.97 (3H,s, OMe), 3.90 (3H, s, N-Me) ppm.

(5) 6, 7 dimetoxiflavona:
C17H1404, s6lido blanco (3.7 mg), P.M: 282, p.f.: 195-198 °C

(6) 5, 6, 2’ trimetoxiflavona:

C1sHsOs, s6lido blanco (8.5 mg), P.M: 312, p.f.: 120 °C
EM m/z 312, 297, 283, 181, 165, 137.
RMN H (200 MHz, CDCls TMS): & 7.89 (1H, dd, J=1.7, 7.8 Hz, H-6"), 7.52 (1H, m, H-

4%), 7.32 (2H, ABq, J=9.2 Hz, H-7, 8), 7.26 (1H, m, H-5%), 6.70 (1H, d, J=8.4 Hz, H-3"),
3.98 (3H, s, OCHg), 3.94 (6H, s, 20CH3) ppm.

(7) 5, 6 dimetoxiflavona:

C17 Hi4 Oy, cristales blancos (1.1 mg), P.M: 282, p.f.: 190 °C

(8) sacarosa:
C12H2,041, cristales transparentes (3112.1 mg). P.M: 370, p.f.: 102 °C

IR (KBr): 3563.16, 3389, 3339.03, 2968.75, 2938.72, 2911.80, 1433.79, 1346.96, 1238.75,
1069.27, 992.95, 866.07, 641.41, 553.69, 471.19, 402.42.
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Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size/ color / shape

Theta range for data
collection

Diffractometer used/ Scan
Mode

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta =
25.37°

Absorption correction
Refinement method

Max. and min. transmission
Data / restrains / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices [1>20(1)]

R indices (all data)

Largest diff. Peak and hole
Solved by

C19His Og
342.33

298(2) K
0.71073 A
Monoclinic

P 21/n ,
a=9.8462(8) A
b=17.3508(13) A
€=9.9230(8) A
1648.5(2) A®

4

1.379 Mg/m®
0.103 mm™*

720

0.43x0.27 x0.20 mm / Prism /
colorless

2.3510 25.37°

Bruker Smart APEX AXS CCD area
detector/ omega scans
-11<=h<=11,-20 <= k<=20, -11<=
l<=16

17884

3013 [R(int) = 0.0393]

100.0 %

None

Full-matrix least-squares on F*
0.9913 and 0.9696
3013/0/230

1.000

R1 =0.0389, wR2=0.1018
R1=0.0512, wR2=0.1066
0.160 and —0.158 e. A™®
Solved Hernandez-Ortega

a=90°
$=103.4920(10)°
»y=90°

Cuadro 11. Constantes fisicas de zapotina
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Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size/ color / shape

Theta range for data
collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta =
25.36°

Measurement device
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restrains / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices [1>20(1)]

R indices (all data)

Largest diff. Peak and hole

C17H14 O4
282.28

298(2) K
0.71073 A
Monoclinic
P2y )
a=12.400(2) A
b=15.970(2) A
c=13.977(2) A

a=90°
$=96.091°(2)°
y=90°

2752.2(7) A®

8

1.363 Mg/m*®

0.097 mm™*

1184

0.348 x 0.198 x 0.096 mm /colorless
/block

165 to 25.36°

-14<h<14,-18<k<19,-16<1<16
18558

5034 [R(int) = 0.0393]

99.8%

Bruker Smart Apex CCD diffractometer
Semi-empirical from equivalents
0.9913 and 0.9696

Full-matrix least-squares on F

5034/ 0/ 382

1.019

R1 =0.0483, wR2=0.1107
R1=0.0839, wR2=0.1287

0.175and —0.136 . A

Cuadro 12. Constantes fisicas de 5,6 dimetoxiflavona
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Rayos X 1. Estructura de Zapotina
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Rayos X 2. Estructura de 5,6 dimetoxiflavona
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