UNIVERSIDAD NACIONAL

AUTONOMA DE MEXICO
AS P FACULTAD DE ESTUDIOS
FE SUPERIORES ZARAGOZA

Determinacion de las actividades
antiinflamatoria y citotéxica de extractos
organicos de Stenocereus pruinosus (Otto)

Buxbaum

TESIS
PARA OBTENER EL TITULO DE BIOLOGO

PRESEN TA:
ALEJANDRA GIOVANA GAMA RIOS

DIRECTOR: Dr. Mariano Martinez Vazquez

ASESORA: Dra. Hortensia Rosas Acevedo

MEXICO, D.F. 2009

&> 1 5



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A las profesoras Bdrbara Susana Luna Rosales y Maria de Jesiis Sanchez Colin
por su valioso tiempo y consejos que me han dedicado para la mejora de ésta
tesis.

Al Dr. Mariano Martinez, le agradezco haberme permitido integrarme a su
laboratorio, durante este tiempo he aprendido mucho gracias a sus conocimientos,
los cuales me han permitido poder concluir esta tesis, asi como su valioso apoyo
y tiempo.

A la Doctora Hortensia Rosas: Muchas gracias por apoyarme, por ser mds que
mi asesora. En usted veo a una gran amiga y persona, gracias por compartir sus
conocimientos conmigo, asi como sus experiencias, usted ha marcado mi vida y
definitivamente ha sido un ejemplo a seguir en mi vida profesional. Soy muy
afortunada de encontrar gente como usted, gracias.

A la Doctora Catalina: Gracias por siempre apoyarme, por su confianza, por
escucharme y aconsejarme en todo momento. Sus conocimientos, su paciencia,
perseverancia y constancia generan en mi una gran admiracion hacia usted. Es
una persona a la cual estimo mucho y doy gracias por haberla conocido, gracias

por siempre apoyarme.

A Antonio Nieto y Teresa Ramirez Apan por su apoyo en la realizacion de las
pruebas biolégicas y a los técnicos de RMN, EM, IR y Rayos X.

& 2 6



DEDICATORIAS

Dedico con mucho amor esta tesis a toda mi familia, gracias por estar siempre a
mi lado. Lo quiero mucho.

Alfonso y Alejandra, mis padres: gracias por amarme tanto 'y por haberme
educado. Estoy infinitamente agradecida con Dios y la vida de poder tenerlos
a mi lado, realmente he sido bendecida con ustedes como padres, gracias a
sus esfuerzos, sacrificios, a su apoyo en todo momento y cariiio hoy he podido
concluir esta etapa de mi vida. Estoy muy contenta y orgullosa de poder ser su
hija. Los amo y son lo mds importante para mi en este Mundo.

Anaid y Jazmin. Porque con ustedes he pasado los mejores momentos de mi
vida, recibiendo siempre todo su amor y apoyo en cada cosa que me
propongo, asi como también hacerme ver la vida mads feliz y sencilla a su lado.
Las amo hermanitas.

A mis Tios: que desde pequeiia han estado siempre a mi lado, en los momentos
mas felices pero también en los mas tristes, gracias por tratarme como una
hija, expresdndome su carifiio en todo momento y apoydndome para poder
alcanzar mis metas. Soy realmente feliz al poder tenernos a mi lado y poder
decir que soy su sobrina.

A mis primos: son una parte muy importante en mi vida y estoy muy contenta
de poder considerarlos como hermanos, por todo lo que hemos vivido juntos y
estar siempre a mi lado.

A mis abuelos: Ustedes han sido personas muy importantes que han dejado
marcada mi vida para siempre, sus experiencias han influido decisivamente en
mi vida. Se que tengo dos dngeles que desde el cielo me cuidan: Raquel y
Angela, y les doy las gracias por quererme tanto y haberme apoyado en su
momento.

A mis amigos, gracias por su amistad, su confianza y su cariiio, con ustedes

he tenido momentos inolvidables los cuales siempre estardn presentes en mi
corazony se que tengo amigos para toda la vida

Gracias a todas aquellas personas que han estado en algiin momento de mi
vida cerca de mi, y me han apoyado.

> 3 &



INDICE

1. RESUMEN

2. INTRODUCCION

3. JUSTIFICACION

4. MARCO TEORICO

4.1. FAMILIA CACTACEAE

4.2. GENERO Stenocereus

4.3 CLASIFICACIONES ANTERIORES DE S. pruinosus
4.4. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
4.5. METABOLITOS SECUNDARIOS

4.6. COMPOSICION QUIMICA DE LAS CACTACEAS
4.7. TRITERPENOS

4.8. ESTEROLES

4.9. ALCALOIDES

4.10. TRITERPENOS EN EL GENERO Stenocereus
4.11. TERPENOS CON POSIBLE ACCION TERAPEUTICA
4.12. CANCER

4.13. INFLAMACION

4.14. RELACION CANCER INFLAMACION

5. HIPOTESIS

6. OBJETIVOS

7. METODO

7.1. ESTUDIO FITOQUIMICO

7.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

7.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

8. RESULTADOS Y DISCUSION
9. CONCLUSIONES

10. REFERENCIAS

4 &

11
12
13
13
14
15
15
17
18
19
20
20
21
22
24
28
30
32
32
34
34
36
40
44
62
64



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. Distribucién porcentual de las principales causas de defuncién por

tumores malignos segun el sexo en México en el afio 2006

FIGURA 2. Stenocereus pruinosus.

FIGURA 3. Stenocereus pruinosus

FIGURA 4. Mapa de la distribucién geografica de Stenocereus pruinosus
FIGURA 5. Ejemplos de algunos metabolitos secundarios

FIGURA 6. Estructura de un triterpeno

FIGURA 7. Esqueleto de un esterol

FIGURA 8. Algunos factores extrinsecos e intrinsicos que influencian la division
celular

FIGURA 9. Modelo clasico del desarrollo tumoral

FIGURA 10. Parte aérea de Stenocereus pruinosus.

FIGURA 11. Estructura quimica de Hederagenina

FIGURA 12. Estructura quimica de 3-hidroxi-hexanoato de 5a-colest-8-en-3[3-ol
FIGURA 13. Estructura del tipo 5a-colestano

FIGURA 14. Estructura parcial propuesta

FIGURA 15. Primera fragmentacion propuesta para el compuesto 3-hidroxi-
hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol

FIGURA 16. Posible fragmentacion del carbono 16-17 y el residuo del carbono
20 del compuesto aislado

FIGURA 17. Ultima fragmentacién propuesta del compuesto, obteniendo el ion
molecular de 112 (m/z) y 232 (m/z)

FIGURA 18. Estructura quimica del Peniocerol

FIGURA 19. Estructura quimica del Acido oleanélico

& 55

12

15
15
16
18
19
20

24

26
35
52
53
47
47

49

50

50

54
55



INDICE DE CUADROS

CUADRO 1. Especies del género Stenocereus

CUADRO 2. Triterpenos aislados del género Stenocereus
CUADRO 3. Elementos que intervienen en la reaccién inflamatoria
CUADRUO 4. Inflamaciones asociadas a neoplasias

CUADRO 5. Caracteristicas de las lineas celulares

CUADRO 6. Fraccionamiento del extracto de raiz de CH.Cls:
CH3OH (1:1) por cromatografia en columna

CUADRO 7. Fraccionamiento del extracto de partes aéreas de
CHxCl,: CH30H (1:1) por cromatografia en columna

CUADRUO 8. Propiedades fisicas de Hederagenina

CUADRO 9. Propiedades fisicas de 3-hidroxi-hexanoato de 5a-
colest-8-en-3[3-ol

CUADRO 10. Formula parcial deducida a partir del espectro de
DEPT

CUADRO 11. Desplazamientos quimicos en C'® para el compuesto
(2)

CUADRO 12. Propiedades fisicas de Peniocerol

CUADRO 13. Propiedades fisicas del Acido oleandlico

CUADRO 14. Rendimiento total de los extractos de Stenocereus
pruinosus

CUADRO 15. Rendimiento de los compuestos aislados vy
purificados de la raiz y partes aéreas de S.pruinosus

CUADRO 16. Actividad citotoxica del extracto diclorometano-

metanol de raiz

& 6 6

14
21

31
38

44

52

53

46

48

54
55

56

57

57



CUADRO 17. Actividad citotoxica del extracto diclorometano-
metanol de partes aéreas

CUADRO 18. Actividad citotéxica para los compuestos aislados del
extracto de raiz y partes aéreas

CUADRO 19. Porcentaje de inhibicion del edema inducido por
TPA de los extractos organicos

CUADRO 20. Porcentaje de inhibicion del edema por carragenina
de los extractos organicos

CUADRO 21. Porcentaje de inhibicion del edema por TPA de los

compuestos quimicos aislados

T =&

58

59

60

60

61



ABREVIATURAS

AA:
AcOEt
CH,Cl,

COX:
CCF:
DMSO:

DO:
EDTA:

EM:
INEGI:

IR:
LPMN:
MeOH:

PLA,:
RMN "3C:
RMN 'H:

SFB:

SRB:

TCA:

TPA:

Acido araquidénico

Acetato de etilo

Diclorometano

Ciclioxigenasa

Cromatografia capa fina
Dimetilsulfoxido

Densidad éptica
Etilen-diamin-treta acético
Espectrometria de masas
Instituto Nacional de Informacion Geografica y Estadistica
Espectrometria de Infrarrojo
Leucocitos polimorfonucleados
Metanol

Fosfolipasa 2

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
Suero Fetal Bovino

Sulforrodamina B

Acido tricloroacético

13-acetato de 12-O-tetradecailforbol

& 8 &



1. RESUMEN

Stenocereus pruinosus es una cactacea comunmente conocida como
pitaya, la cual crece en zonas é&ridas y semidridas de la parte central de
México. Aunque el fruto comestible, de ésta especie, es lo mas utilizado,
también es utilizada como forraje y cercas vivas.

Estudios fitoquimicos previos han sefialado la presencia de derivados
del acido oleandlico, pero hasta el momento no se conocen estudios acerca

de su actividad biolégica.

En la presente tesis se da a conocer los resultados de la composicion
quimica de la raiz y partes aéreas de S. pruinosus. De igual forma se informa
de la actividad antiinflamatoria y citotdxica de extractos organicos y

metabolitos secundarios provenientes de ésta especie.

La cromatografia del extracto de la raiz, obtenido con una mezcla de
CHxCl/MeOH, permiti6 el aislamiento de la hederagenina, el 3-hidroxi-
hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol y el peniocerol. Mientras que del extracto

de las partes aéreas solo se aisl6 el 4cido oleandlico.

Este es el primer informe acerca de la presencia de la hederagenina y
el peniocerol en S. pruinosus. Mientras que el 3-hidroxi hexanoato de 5a-

colest-8-en-33-ol es un nuevo producto en la literatura.

El extracto de raiz fue mostré una inhibicion del 50 % de crecimiento
celular para la linea de cancer de mama, siendo la mas susceptible a la
presencia del extracto de todas las lineas evaluadas. Por otro lado, el extracto
de las partes aéreas inhibié el crecimiento celular de las lineas de leucemia y
mama con 55% y 53.63% de actividad.
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Los resultados de la actividad citotoxica mostraron que el 3-hidroxi-
hexanoato de 5a-colest -8-en-3B-ol inhibidé el 100% de crecimiento celular en
las lineas de cancer de sistema nervioso central y de cancer de préstata,
mientras que el acido oleandlico inhibié el 100% del crecimiento celular en las
lineas de cancer de sistema nervioso central, préstata, mama y colon. Todas

las evaluaciones se llevaron a cabo a una concentracién de 50 pug/mL.

Por otro lado, los resultados, obtenidos en el modelo de edema
inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecailforbol (TPA) en oreja de ratén,
mostraron que el extracto de raiz inhibié la inflamacién en 56.96%, mientras
que el extracto de partes aéreas inhibié la inflamacién en 69.62%. Ambas

determinaciones se realizaron a una dosis de 1mg/oreja.

En el modelo de edema inducido por carragenina, los extractos de raiz
y de las partes aéreas, inhibieron la inflamacién en 20.28% y 24.71%,
respectivamente. Ambas evaluaciones se realizaron con una dosis de

31mg/kg.

> 10 &



9. INTRODUCCION

Una de las familias que ha sido utilizada en la medicina tradicional
desde épocas prehispéanicas, ha sido la Cactaceae. Hoy en dia, estudios de
algunas especies de esta familia han permitido la obtencion de extractos
organicos con actividad citotéxica contra lineas celulares de cancer humano,
asi como, con propiedades antinflamatorias probados en modelos de
inflamacién. Como ejemplos, tenemos al garambullo (Myrtillocactus
geometrizans) cuyos extractos poseen una elevada actividad antiinflamatoria
(Céspedes et al, 2005), y el palo de puercoespin (Pereskia spp), cuyos
extractos mostraron efecto citotéxico sobre algunas lineas celulares de cancer
humano (Tan et al., 2005).

Asi mismo, se ha informado que algunas cactaceas sintetizan varios
metabolitos secundarios, entre los que se encuentran los triterpenos vy
glicosidos de triterpenos (Delgado et al., 2006), los cuales poseen una variada
gama de acciones biologicas, entre las que se encuentran la inhibicion de
tumores, la inhibicion del crecimiento celular en ciertas células tumorales, asi
como la induccién de apoptosis. Convirtiendo a este tipo de metabolitos en
agentes potenciales anticancerigenos (Arroyo et al., 2005; Haridas et al.,
2001; Ze et al., 2006).

El cancer es una de los mayores problemas de salud en México y otros
paises como Estados Unidos, Canad4, Francia, Japén, en donde cada afo se
registran nuevos casos de esta enfermedad. Sin embargo, en cada region del
planeta varia el tipo de cancer, asi como también la edad y el sexo en el que
se presenta esta enfermedad (American Cancer Society, 2006). Tan solo en el
ano 2002 se estimo la defuncion de 6.7 millones de personas en el mundo y
se estima que para el afo 2020 aumente 10.3 millones de nuevos casos de

cancer en el planeta (Jemal et al., 2006; Jermal et al., 2007).
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Durante el afio 2006 la tercera causa de muerte en México fue
ocasionada por el cancer, provocando la muerte del 12.9% de la poblacién
registrada en ese afo. En la figura 1, se muestran las principales causas de
defuncién por tumores malignos en México de acuerdo al sexo en el afio 2006
(INEGI, 2006).

3.6 Encéefalo 2.6

2.5 Larings 0.4 7\—)

16.6 Traquea, bronguios y pulmon 77 —

0.1 Mama 15.0
8.6 Higadoy vias biliares intrahepaticas 9.2
5.6 Pancreas 58
10.4 Estomago 8.4
3.5 Vias urinarias 2.2
17.1 Prostata Owarios 5.5 '_‘__‘_'_,_,_...—-—-'
Cuello del dtero 13.9 /
5.0 Caolon 4.6 —
7.0 Leucamia 58
4.0 Linforma mo Hodgkin 3.0
16.0 Otros 15.9

Fig. 1 Distribucion porcentual de las principales causas de defuncién por tumores
malignos segun sexo en el afio 2006 en México (INEGI, 2006)
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3. JUSTIFICACION.

Desde los inicios de la humanidad el hombre ha tenido como aliadas a
las plantas. Un ejemplo claro es la familia Cactaceae, pues en México, desde
la época prehispanica diversas especies de esta familia eran utilizadas con
fines medicinales, alimenticios, magico-religiosos y ornamentales (Mandujano
et al., 2002; Anderson et al., 2001).

Sin embargo, varias de estas cactaceas carecen de estudios quimicos y de su
actividad biolégica, entre ellas podemos citar a las especies del género
Stenocereus, del cual poco se sabe de sus propiedades biolégicas y de los
escasos estudios realizados se conoce que los extractos de Stenocereus
eruca asi como S. stellatus tienen efectos analgésicos y antitumorales (Imai et
al., 2006; Okazaki et al., 2007). Tomando en cuenta lo anterior, en este
proyecto se propone determinar la actividad antiinflamatoria y citotdxica de
extractos organicos y metabolitos secundarios de raiz y partes aéreas

provenientes de S. pruinosus.

e 12 &



4. MARCO TEORICO

4.1 FAMILIA CACTACEAE.

Las cactaceas constituyen una de las familias botdnicas mas numerosas, con una
gran cantidad de géneros y especies, distribuidas en regiones aridas y semiaridas del
continente americano (Anderson et al., 2001).

Estas especies se caracterizan por tener una gran diversidad de formas, colores y
espinas que exhiben, asi como la estructura de su aparato vegetativo, su fisiologia, su
ecologia y a la variedad de medios en los que se desarrollan, entre otros aspectos (Anderson
et al., 2001).

Sus tallos son crasos, espinosos y con frecuencia de dimensiones gigantescas, y
carentes de hojas. Presentan formas muy diversas, entre las que resaltan, la columnar, la
cilindrica, la esférica y la candelabriforme. Otra caracteristica particular que hace destacar a
la familia Cactaceae es su longevidad, ya que la mayoria de los individuos crecen muy
lentamente, existiendo asi, ejemplares que llegan a vivir mas de 2 000 afos (Anderson et
al., 2001; Bravo, 1937; Bravo 1978).

Se ha propuesto que la familia de las cactaceas es originaria del continente
Americano. Especificamente, en México poseemos cerca de 45% de las especies de la
familia y un alto porcentaje es endémico. La mayoria de las especies de esta familia se
ubican en las zonas aridas y semiaridas del pais. En nuestro pais, las cactdceas ocupan el
quinto lugar en diversidad con alrededor de 55 géneros y 850 especies (Mandujano et al.,
2002).

El pais, también, se caracteriza por ser el centro de diversificacién de cactaceas mas

importante, con un elevado numero de endemismos. A este respecto, diversos autores han

estimado el grado de endemismos, el cual varia de un 35% a 78% a nivel de géneros
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endémicos. Aunque las cifras difieren, los autores coinciden en que el porcentaje de

endemismos en México es muy alto (Hernandez y Godinez, 1994).

Uno de los géneros mas interesantes que posee la familia Cactaceae, es sin duda, el
género Stenocereus, ya que desde el punto de vista morfolégico, éste contiene algunas de
las especies columnares mas importantes (Terrazas y Loza, 2003).

4.2 GENERO Stenocereus.

Stenocereus es el género de mas amplia distribucién de la tribu Pachycereae de la
familia Cactaceae, incluye 23 especies (Cuadro 1) de las cuales la mayoria son endémicas
de México. A este taxa pertenecen las plantas conocidas como pitayas, las cuales habitan en
bosque tropical caducifolio y matorral xeréfilo del pais (Anderson et al., 2001; Terrazas y
Loza, 2003).

A través de los anos, este género ha sufrido diversos cambios en su clasificacién
taxonémica, a principios de 1900 era considerado como un subgénero, y hasta el afio de
1909 se elevo a nivel de género, pero con el nombre de Lemaireocereus, y no fue, sino hasta
el ano de 1961 cuando Franz Buxman establecido a Stenocereus como un género (Bravo,
1978).

Cuadro 1. Especies del genero Stenocereus

Especies del género Stenocereus

Stenocereus  Stenocereus  Stenocereus Stenocereus Stenocereus

alamosensis eichlamii gummosus pruinosus thurberi

Stenocereus  Stenocereus  Stenocereus Stenocereus Stenocereus
aragonii eruca kerberi queretaroensis treleasei

Stenocereus  Stenocereus  Stenocereus Stenocereus Stenocereus
beneckei fimbriatus laevigatus quevedonis yunkeri

Stenocereus  Stenocereus  Stenocereus Stenocereus

chacalapensis fricci martinezii standleyi
Stenocereus  Stenocereus  Stenocereus Stenocereus
chysocarpus griseus montanus stellatus
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4.3 CLASIFICACIONES ANTERIORES DE S.

pruinosus

Stenocereus pruinosus (Otto) Buxbaum 1961

Nombres comunes: Pitaya, Pitayo, Pitayo de Octubre.
Esta especie ha sido clasificada con diversos nombres, entre ellos tenemos a (Bravo, 1978;
Anderson et al., 2001):

Echninocactus pruinosus Otto 1837

Cactus pruinosus (Otto) Monville 1840

Cereus pruinosus (Otto) Otto 1846

Lemaireocereus pruinosus (Otto) Britton et Rose 1920
Ritterocereus pruinosus (Otto) Backeberg 1951

Fig. 2 Stenocereus pruinosus

4.4 TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS

Clasificacion taxondmica de Stenocereus pruinosus (Arreola y Terrazas, 2003):

Reino: Plantae
Division: Angiosperma
Orden: Cactales
Familia: Cactaceae
Tribu: Pachycereae

Género: Stenocereus

- , Especie: Stenocereus pruinosus (Otto) Buxbaum1961
Fig. 3 Stenocereus pruinosus
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Descripcién boténica de Stenocereus pruinosus

Posee un estrato arborescente, con tronco bien definido, de 4 a 5 metros de alto, sus
ramas son de 8 a 10 centimetros de diametro, de color verde oscuro (Figura 3). Posee de 5 a
7 espinas radiales de 1 a 2 centimetros de largo, radiadas, subuladas, al principio
amarillentas, después grises con la punta oscura. De 1 a 4 espinas centrales, grises, de 2 a 3
centimetros de longitud. Flores infundibuliformes, de 9 centimetros de longitud con tubo
receptacular largo; fruto ovoide, de 5 a 8 centimetros de largo, de color variable, rojo purpura,
anaranjado verdoso, con pulpa carnosa,; las aréolas grandes. Semillas pequefas, de 2 a 2.5
milimetros de largo y 1.8 milimetros de ancho; testa negra con gruesas puntuaciones. Se
distribuye en Tamaulipas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y Estado de México
(Figura 4) (Arreola y Terrazas, 2003; Bravo, 1978).

DISTRIBUCION
GEOGRAFICA DE 5. pruinosus
EN MEXICO

Fig. 4 Mapa de la distribucién geogréfica de Stenocereus pruinosus.

> 16 &



4.5 METABOLITOS SECUNDARIOS.

Las plantas sintetizan dos tipos de metabolitos: los basicos y los secundarios. En 1891
Kdssel Stahls trabajo sobre la bioquimica de las plantas y sugirid una distincion entre el
metabolismo béasico y secundario. El metabolismo basico se refiere a los procesos
anabdlicos y catabdlicos requeridos para la respiracién, la asimilacion de nutrientes y el
desarrollo o crecimiento. En contraste el metabolismo secundario se refiere a los
componentes presentes en células especializadas que aparentemente no son necesarias
para la supervivencia de la célula pero son requeridos para la supervivencia de las plantas

en su ambiente (Kliebensteins, 2004).

Las funciones mas relevantes que puedan desempenar los metabolitos secundarios son
(Kliebensteins, 2004; Anaya, 2003):

1. Prevenir los ataques de insectos herbivoros asi como también de patégenos.
2. Atraccién de polinizadores por medio de las coloraciones de las flores o también por

su aroma floral.

Actualmente se conocen cientos de miles de metabolitos secundarios, pero tal vez
existan millones, y lo que es importante recalcar, es que se siguen biosintetizando nuevos
esqueletos hidrocarbonados, los cuales originaran varios metabolitos novedosos. Esta
dinamica se establece gracias a las interacciones bibticas dentro y entre especies y a la
continua evolucion de los organismos (Kliebensteins, 2004; Anaya, 2003).

Los metabolitos secundarios se caracterizan a grandes rasgos, por (Anaya, 2003):
1. Una gran heterogeneidad de su estructura quimica.
Una distribucién restringida.

El control estricto de su biosintesis, por medio de la regulaciéon de la cantidad de

enzimas involucradas y de la actividad de estas.
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4.6 COMPOSICION QUIMICA DE LAS
CACTACEAS.

La familia Cactaceae produce una gama importante de metabolitos secundarios.
Dentro de estos metabolitos encontramos a los alcaloides, esteroles, triterpenos, lactonas,

(Figura 5) y muchos otros (Bravo, 1937).

HaC
H3C
CHs3
CH3 CH3
HO
Colesterol un esterol Acido ursélico un triterpeno

° O\CHS
HSC\N OR ” J: j
o}

Cocaina un alcaloide

Fig. 5 Ejemplos de algunos metabolitos secundarios
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4.7 TRITERPENOS.

Los triterpenos constituyen un numeroso y diverso grupo de metabolitos secundarios,
los cuales poseen un esqueleto base de 30 atomos de carbono (seis unidades
isopropénicas, Figura. 6). Este grupo de metabolitos secundarios muestra mas de 100

esqueletos distintos (Ran et al., 2004).

Los triterpenos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, los cuales se
encuentran ya sea libres o formando glicésidos (Delgado et al, 2006). Se han propuesto
diversos métodos de clasificacion, de estos, destaca el que los divide tomando en cuenta el
namero de anillos que los conforman (aciclicos, tetraciclicos y pentaciclicos). Hoy en dia se
conocen mas de 40 esqueletos triterpénicos basicos que pueden ser agrupados en esta

clasificacién y cada afio se informan de aislamiento de nuevos triterpenos (Anaya, 2003).

Seis unidades de isopropeno

H3C

Escualeno

~
CHj

Fig. 6 Estructura de un triterpeno.
-2,6,10, 15, 19,23- hexamethyltetracosa-2, 6, 10, 14,18,22-hexaene
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4.8 ESTEROLES.

Los esteroles son metabolitos derivados de isoprenoides ciclicos formados por 17
carbonos dispuestos en tres anillos hexagonales y uno pentagonal (Figura 7) (Teijén et al.,
2006; Anaya., 2003).

Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos animal y vegetal; y
se les encuentra en forma libre (también llamados agliconas esteroides), como ésteres o
como glicésidos (Teijon et al., 2006; Anaya., 2003).

En los animales superiores (Incluido el hombre) se encuentra principalmente el
colesterol, el cual es un constituyente importante de membranas y precursor de sustancias
fisiologicamente importantes (hormonas, acidos biliares, vitamina D, etc.). En las plantas
superiores se encuentran principalmente los denominados fitosteroles: [-Sitosterol,

campesterol y estigmasterol (Teijon et al., 2006;).

Fig. 7 Esqueleto de un esterol

4.9 ALCALOIDES.

Los alcaloides son extremadamente dificiles de definir porque no representan un
grupo homogéneo de compuestos, sea desde el punto de vista quimico, bioquimico,
ecolégico o fisioldgico (Gisbert y Villanueva, 2005). Por lo tanto, toda definicion general debe
formularse con reservas. En lo Unico que coinciden es que son compuestos heterociclicos

que contienen nitrégeno basico, generalmente ciclico y por lo comun, de gran toxicidad. La
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mayoria de ellos son insolubles 0 muy poco solubles en agua, pero se disuelven bien en
alcohol, éter y cloroformo. Los alcaloides reaccionan con los acidos para formar sales, las
cuales son bastante solubles en agua, faciles de cristalizar e insolubles en lo disolventes
organicos (Anaya, 2003; Gisbert y Villanueva, 2005). Actualmente se conocen mas de 8 000

compuestos representativos de este grupo de metabolitos secundarios (Anaya, 2003).

4.10 TRITERPENOS EN EL GENERO Stenocereus

Para el género Stenocereus existen pocos trabajos fitoquimicos, entre ellos podemos
mencionar los de Djerasi y su grupo de colaboradores, los cuales fueron recopilados en el
libro de las Cactaceas de México de Helia Bravo (1978), sin embargo, recientemente las
cactaceas S. eruca y S. stellatus han sido estudiadas por Imai y colaboradores (2006) y
Okazaki y colaboradores (2007).

Los compuestos aislados en el género se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Triterpenos aislados del género Stenocereus (Bravo., 1978; Imai et al., 2006; Okazaki et al., 2007).

Triterpenos Especies

Acido oleanolico

- . Stenocereus queretaroensis
Acido queretaroico

Acido oleanolico

Acido queretaroico S. montanus
Acido oleanqllco S. thurberi
Turberogenina
Acido oleanolico S. longispinus

> 21 &



Acido oleanolico
Turberogenina
Acido queretaroico
Machaerogenina
Stellatogenina
Acido betulinico
Eurocasaponina A,
Stellatosido B
Acido treleasegenico
Acido morolico
Acido machaerocerico
Acido 21-ketobetulinico
22 B-hidroxistellatogenina
Desoxifilirigenina
Acido 16B-hidroxifilirigenina

Acido oleanolico
Acido betulinico
Lungispinogenina

Acido oleanolico
Lungispinogenina

Acido oleanolico

Acido queretaroico
Acido oleanolico
16-b-hidroxistellatogenina
Machaerogenina
stellatosida A

_ Acido oleanolico
Acido treleasogenico
Estelatogenina
Turberogenina

Acido oleanolico
Acido queretaroico

Acido oleanolico
Lungispinogenina

Durmortierigenina

S. eruca

S. histrix

S. griseus

S. pruinosus

S. stellatus

S. treleasei

S. beneckei

S. quevedonis

S. dumortieri
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4.11 TERPENOIDES CON POSIBLE ACCION
TERAPEUTICA

Los metabolitos secundarios de origen vegetal juegan un rol muy importante en la
terapia y prevencién de enfermedades humanas. Mas del 60% y 75% de los farmacos
anticancerosos y para tratar enfermedades infecciosas, son de origen natural. Con mas de
23 000 compuestos conocidos, los terpenoides son extensamente aplicados en varios
sectores de la industria: como condimentos fragancias, aditivos de productos cosméticos y
de alimentos (Zhang y Demon., 2005; Dzubak et al, 2006).

Muchos triterpenos tienen diversas acciones bioldgicas y son usados con fines
terapéuticos, tan solo en el afio 2002 las ventas mundiales de fa&rmacos basados en terpenos

fueron aproximadamente de 12 mil millones de délares (Sun et al., 1999; Sun et al., 1998).

Adicionalmente, algunos triterpenos, son usados con propésitos medicinales en
muchos paises asiaticos, y algunos como el acido ursolico o el acido oleandlico, son
ampliamente conocidos como anticancerosos y antiinflamatorios (Dzubak et al., 2006).
Ademas se sabe que derivados de los acidos ursolico y oleanolico inhiben la produccién de
oxido nitrico y de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), los cuales estan estrechamente relacionados
con tumores cancerosos, también se sabe que algunos derivados de estos acidos inducen a
las células tumorales a procesos apoptoticos, posiblemente por la inhibicion de las
topoisomerasas | y Il, cuya actividad es critica para la proliferacién de células de cancer
(Zhang y Demon., 2005; Dzubak et al., 2006; Sun et al., 1999; Tian et al., 2006).

Por lo tanto los triterpenos, por sus efectos antiinflamatorios, antitumorales,

hepatoprotectivos, analgésico, antimicrobial y antimicético constituyen un grupo de
metabolitos secundarios con potencial uso en la clinica (Zhang y Demon., 2005).
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4.12 CANCER.

En organismos multicelulares, el crecimiento celular por divisiobn se encuentra bajo
control. Las células se dividen cuando son estimuladas a través de senales externas e
internas (Figura 8). El control estricto de la division celular, asegura que este proceso ocurra
a una velocidad apropiada para el tejido o el 6rgano. En algunos tejidos, como por ejemplo la
medula 6sea, la piel y el endotelio gastrointestinal (GIT), las células se dividen
constantemente, sustituyendo a las que han muerto. Sin embargo, en otros tejidos como el
nervioso, la mitosis es rara. En otros tejidos, las células todavia pueden comenzar a dividirse
cuando lo requieren, por ejemplo, en la regeneracién del higado o durante la curacién de
heridas en la piel (Thompson et al., 2004; Rubin y Williams., 2003; Page et al., 1998).

El termino cancer, cubre un numero de enfermedades, en las cuales el crecimiento de

células es descontrolado (Lewis et al., 2004).

! Y
Factores de sefializacion de
la célula.
Factores de crecimiento
Hormonas
Nutrientes
Pogicién.

OO

Fig. 8 Algunos factores extrinsecos e intrinsicos que influencian la divisién celular.

El cancer es un proceso patolégico que se caracteriza por una proliferacion celular
incontrolada que provoca la formacion de una masa o tumor (neoplasma), la cual puede
surgir en cualquier célula del cuerpo y es capaz de evadir los controles reguladores de la
proliferacién y diferenciacion celular. Sin embargo, para que un neoplasma sea considerado

un cancer, debe ser también maligno, que significa que su crecimiento ya no esta bajo
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control y el tumor es capaz de invadir tejidos vecinos y/o diseminarse (metéstasis) a lugares

mas lejanos ( Thompson et al., 2004; Rubin y Williams., 2003).

Se afirma a menudo que el cancer son muchas enfermedades diferentes, lo que suele
significar que existen grandes diferencias entre los canceres de los distintos 6rganos. Sin
embargo, también es cierto que hay una variabilidad significativa entre los tumores que
asientan el mismo oOrgano de diferentes pacientes y que existe una importante
heterogeneidad fenotipica entre las células de un mismo céancer (Cadavid y Estupifian., 2006;
Rubin y Williams., 2003).

Es esta heterogeneidad la que hace del cancer una enfermedad tan dificil de tratar
con éxito y la que hace que sea un reto en comprender sus causas (Cadavid y Estupinan.,
2006).

Clasificacién del tipo de céncer.

El cancer es a menudo clasificado de acuerdo al tejido de origen. Existen tres formas
principales de cancer: sarcomas, en los que el tumor surge del tejido mesenquimatico, como
el hueso, el musculo o el tejido conectivo; carcinomas, que se originan en el tejido epitelial,
como las células que recubren el intestino, los bronquios o los conductos mamarios, y los
canceres hematopoyéticos y linfoides, como las leucemias y los linfomas, que se diseminan
por la médula 6sea, el sistema linfatico y la sangre periférica (Cadavid y Estupifian., 2006).

Dentro de cada grupo, los tumores se clasifican por el lugar, el tipo de tejido, la

apariencia histoldgica y el grado de malignidad (Cadavid y Estupifian., 2006).
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Biologia del cdncer

El modelo clasico de desarrollo tumoral divide el proceso en tres fases: iniciacién,
promocion y progresidén (Figura 9). La iniciacidn es el proceso por el cual un dafo critico del
ADN se hace permanente en la célula, debido a que ésta se divide antes de que se repare, 0
bien por un fallo en el proceso de reparacion. La promocién se define como el proceso
mediante el cual se cree que determinados sucesos epigenéticos que influyen de forma
selectiva en la proliferacion de las células iniciadas, mientras que la progresion implica la
produccion de cambios hereditarios mas profundos que aparecen a medida que la poblacién
se divide y se desarrolla el cancer (Herrera y Granados., 2003).

INICTACION
"irus - - (Juimicos
Virus > Celula . g
Hommonas ——78 —» : +——— Factores hereditarios
chana
Radiacion —» <+————————— TFactores desconocidos
Distuncion en la
ciferenciacion y
proliferacion
l alterada
| J
\\1\—)\/
PPN
/{ Células
7 ICALICETOSAS,
- e =
PROMOCION -
Prohiferacion en la tasa mitdtica
del tejido de origen
PROGRESION l

Evidencia de enfermedad clinica

l

Evidencia de difucion regional v

metastasis

FIG 9. Modelo clasico de desarrollo tumoral (tomado y modificado de (Lewis et al., 2004)
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Oncogenes y Genes supresores tumorales.

Existen genes que se encuentran asociados con el cancer, incluyendo aquellos que
controlan el ciclo celular, la division celular y moléculas involucradas en la transduccion de
sefales y asociadas a factores de crecimiento, asi como los que controlan el proceso de
muerte celular programada que resulta en apoptosis. La mutacion en algunos de estos genes
puede dar lugar al incremento en la proliferacion celular y el fracaso en la apoptosis. Los dos
mayores grupos de genes vinculados con el cancer son los oncogenes y los genes
supresores tumorales, los cuales pueden verse afectados por una mutacion (Herrera y
Granados., 2003; Lewis et al., 2004; Marchal et al., 2006).

Los oncogenes son formas mutadas de genes normales, llamados protooncogenes los
cuales promueven el incremento en la proliferacion de células anormales, codificando
diversos factores, incluyendo factores de crecimiento y receptores, como lo son las proteinas
involucradas en la transduccion de sefales (Herrera y Granados., 2003; Marchal et al.,
2006).

Los genes supresores tumorales, en contraste a los protooncogenes, codifican
proteinas que inhiben la proliferacién de células que contienen mutaciones, un ejemplo es el
p53, el cual suprime el crecimiento celular. Las mutaciones que alteran a los genes
supresores tumorales los vuelve inactivos, resultando asi con la pérdida de sus acciones

tumorales supresoras (Rubin y Williams., 2003).
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4.183 INFLAMACION.

La inflamacién es una reaccion morfoloégica y bioquimica de los tejidos vivos, de caracter
predominantemente vascular, desencadenada por distintos agentes patégenos de accién
local. La inflamacién se produce en respuesta a una lesiéon o agresion a un tejido y es un

proceso que habitualmente se desarrolla en tres fases (Pardo., 1998; Kumar et al., 2003):

1) Respuesta inflamatoria inmediata, relacionada con la causa.
2) Amplificacién de la respuesta inicial por la accion de mediadores quimicos que
potencian la reaccién vascular.

3) Cronificacion de la inflamacion y/o reparo de los tejidos.

Los elementos que intervienen en la inflamacion son mediadores quimicos, células de
la sangre y de los tejidos y otros elementos del plasma y de los espacios extracelulares
(Cuadro 3) (Pardo, 1998).

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

Elementos que intervienen en la reaccidn inflamatoria.

Mediadores Células de la Células de los

quimicos sangre tejidos

Aminas vasoactivas

Proteasas
. LPMN .
Metabolitos del . . Fibroblastos
o S Linfocitos ,
acido araquidonico . Endoteluio
o Monolitos , ,
Citocinas ) - Histocitos
. . Células plasmaticas
Oxido nitrico

. Plaquets basofilos
Radicales libres

Otros
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La inflamacién segun su duracion se divide en aguda y crdnica. La aguda es de duracién
relativamente corta (minutos, horas o unos pocos dias), se inicia muy rapidamente y se
caracteriza por la salida de liquidos y proteinas plasmaticas y el infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares (LPMN), neutréfilos y macréfagos. La inflamacionb crénica dura
semanas, meses 0 incluso afos y se caracteriza histoldgicamente por el infiltrado de
linfocitos, neutrofilos, eosindfilos, fibroblastos, macrofagos y con la proliferacion de vasos

. La inflamacién crénica puede producirse por tres

sanguineos y tejido conectivo
mecanismos: a) persistencia de una inflamacion aguda; b) persistencia de una causa; c)

reaccion de tipo inmune y autoinmune (Mark et al., 2008).

Lo que caracteriza morfoldgicamente a una inflamacién es la presencia en el tejido dafado
de células de la sangre, especialmente leucocitos polimorfonucleares, monolitos y linfocitos,
y de otras células como células plasmaticas, fibroblastos y células endoteliales (Nathan.,
2002).

Una de las fases claves del proceso inflamatorio la constituye el conjunto de eventos
bioquimicos que conducen a la secrecion-liberacion de unas sustancias biolégicamente
activas, denominadas mediadores quimicos de la inflamacion, que son responsables de los
cambios metabdlicos, vasculares y celulares que caracterizan propiamente a la inflamacion
(Etienne-Decant et al., 2001)

Metabolitos del acido araquidénico (AA): prostaglandinas, leucotrienos y lipoxinas. Los
productos derivados del metabolismo del AA influyen en varios procesos biolégicos, tales
como la inflamacién. Se pueden denominar hormonas de corto alcance que actuan
localmente en el lugar donde se generan y después se degradan espontaneamente con
rapidez y son destruidos por enzimas (Etienne-Decant et al., 2001).

El AA es un acido graso poliinsaturado de 20 carbonos (con 4 enlaces dobles) y esta
presente en el cuerpo principalmente en su forma esterificada como un componente de los
fosfolipidos de la membrana celular. Se libera a partir de estos fosfolipidos por accién de las

fosfolipasas celulares activadas por estimulos mecanicos, quimicos o fisicos o por
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mediadores inflamatorios. El metabolismo del AA solo tiene lugar en una de dos vias
principales: via de la ciclooxigenasa, en que se sintetiza prostaglandinas y tromboxanos y la
via de la lipooxigenasa, en la que se generan leucotrienos vy lipoxinas. Los metabolitos del
AA (también denominados eicosanoides) pueden medir la practica totalidad de los pasos de
la inflamacién; sus sintesis aumenta los focos de respuesta inflamatoria y los factores que
inhiben su sintesis también reducen la inflamacién (Kumar et al., 2003).

4.14 RELACION CANCER INFLAMACION

De los varios factores de riesgo que pueden iniciar un proceso canceroso se ubica la
inflamacién. La relaciéon funcional entre la inflamacién y cancer no es nueva. En 1863
Virchow propuso que el origen del cancer estaba en sitios de inflamacion crdnica, su
hipbtesis, en parte se baso en que algunas clases de irritantes, junto con una lesion de tejido
y el proceso de inflamacion que sobreviene, aumentan la proliferacién celular (Nathan, 2002;
Coussens y Werb., 2002).

Datos recientes indican que los procesos inflamatorios son componentes criticos en la
progresion tumoral. Muchos canceres se presentan en sitios de infeccion, irritacion crénica e
inflamacién. En la actualidad, es claro que el microambiente de los tumores esta dirigido en
gran parte por células inflamatorias y el desarrollo inflamatorio es indispensable en el
proceso neoplasico, fomentando la proliferaciéon, la sobrevivencia y la migracion.
Adicionalmente, las células tumorales han copiado algunas de las sefales moleculares del
sistema inmune innato, como son las quimioquinas, la invasion por receptores, la migracién y
la metastasis (Nathan, 2002; Coussens y Werb., 2002; Missailidis., 2007).
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Aunque la proliferacidn, por si misma no causa el cancer, la proliferacién sostenida de
la célula en ambiente rico en células inflamatorias, factores de crecimiento, activacién del
estroma, y agentes promotores del dafo a DNA, refuerza y/o promueve riesgos neoplasicos
(Nathan, 2002; Coussens y Werb., 2002).

En el cuadro 4 se muestran algunas inflamaciones asociadas a neoplasias (Coussens y
Werb., 2002).

Cuadro 4. Inflamaciones asociadas a neoplasias (Coussens y Werb., 2002).

Condiciones asociadas de la inflamacidn crdénica con las neoplasias.

Condiciones patoldgicas Neoplasias asociadas Posibles
Agentes
Inflamacion de piel Melanoma Irradiacion solar
Bronquitis Carcinoma de pulmén Silica, asbestos,
Cistitis, Inflamacién de vejiga Carcinoma de vejiga
Gingivitis Carcinoma de células escamosas
orales

Enfermedad inflamatoria
del intestino, enfermedad de Carcinoma colorectal
Crohn, colitis cronica
Pancreatitis crdnica, Pancreatitis Carcinoma del pancreas Alcoholismo
hereditaria )
Reflujo esofago Carcinoma de esofago Acidos gastricos

Sialadenitis, inflamacion de la glandula Carcinoma de la glandula salival
salival
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4. HIPOTESIS.

De acuerdo con la literatura, existen metabolitos secundarios
provenientes de Stenocereus eruca y S. stellatus con propiedades
antiinflamatorias y citotoxicas, por lo tanto es factible suponer, que los
extractos orgénicos asi como los metabolitos secundarios de S. pruinosus

presenten actividad antiinflamatoria y citotdxica.
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6. OBJETIVOS.

Obijetivo general.

e Evaluar las propiedades antiinflamatorias y citotoxicas de extractos
organicos y metabolitos secundarios mayoritarios provenientes de

Stenocereus pruinosus (Otto) Buxbaum.

Obijetivos particulares.

e Obtener el extracto metanol-diclorometano (MeOH- CHxCl,) de la raiz

y partes aéreas de Stenocereus pruinosus.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto MeOH-CH.Cl, de raiz
y partes aéreas de S. pruinosus a través en los modelos edema
inducido por TPA y carragenina.

e Evaluar la actividad citotéxica a través del ensayo de sulforrodamida B
del extracto MeOH- CHxCl, de raiz y partes aéreas de S. pruinosus.

e Extraer, purificar e identificar de los metabolitos secundarios
mayoritarios de la raiz y partes aéreas de S. pruinosus.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria a través del modelo de TPA de los
metabolitos secundarios mayoritarios aislado de la raiz y partes aéreas

de S. pruinosus.
e FEvaluar la actividad citotdxica a través del modelo de sulforrodamida B

de los metabolitos secundarios mayoritarios aislado de la raiz y partes

aéreas de S. pruinosus.
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7. METODO

Para lograr los objetivos planteados en el presente trabajo, éste se
dividi6 en dos etapas, la primera de ellas fue el estudio fitoquimico de
Stenocereus pruinosus, el cual incluyé la obtencidn de los extractos, asi como
también la extraccién, aislamiento, purificacion e identificacion de los
compuestos mayoritarios contenidos en la raiz y partes aéreas de la especie.
En la segunda etapa se determino la actividad citotoxica y antiinflamatoria de
los extractos asi como a los metabolitos aislados purificados e identificados.

7.1 Estudio fitoquimico.

® Material vegetal de Stenocereus pruinosus

La raiz y partes aéreas colectadas de Stenocereus pruinosus, se llevo
a cabo el 10 de marzo de 2007 en el caindn del Zopilote en el estado de
Guerrero, México. Se colecto también un ejemplar para el herbario, el cual fue
depositado en el Herbario Nacional MEXU de la Universidad Nacional
Auténoma de México. El material vegetal se coloc6 en papel periddico para su

transporte al laboratorio.

® Extractos organicos.

Una vez el material vegetal en el laboratorio, la raiz fue molida en una

licuadora industrial marca Internacional, modelo LI-5, mientras que las partes
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aéreas fueron cortadas en rodajas (Figura 10). Tanto la raiz y las partes

aéreas fueron deshidratados a temperatura ambiente.

El material vegetal (raiz y partes aéreas) se macerdé exhaustivamente
durante 20 dias con una mezcla de CHxCl,-MeOH (1:1), a temperatura
ambiente, posteriormente el macerado se filtr6 y éste se evapor6 a presion
reducida. Obteniéndose de esta manera los extractos organicos: de raiz y
partes aéreas, los cuales fueron guardados en frascos de vidrio ambar,
previamente pesados, y por diferencia de peso se determino la cantidad de

muestra presente en cada extracto.

FIG. 10 Parte aérea de Stenocereus pruinosus.

® Extraccidn, aislamiento y purificacién de los compuestos

mayoritarios de S. pruinosus

Una vez obtenidos los extractos su separacion se llevo a cabo
mediante el método de cromatografia en columna, la cual se llevo a cabo en
una columna abierta a presién reducida, empleado como fase estacionaria gel
de silice marca MN- Kieselgel G, en una proporcion de 1: 3 con respecto al
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peso del extracto y utilizando como eluyentes mezclas de hexano, acetato de
etilo (AcOEt) y metanol (MeOH) en polaridad ascendente.
Todas las fracciones obtenidas fueron cromatografiadas y aquellas que

mostraban un patrén cromatografico similar se reunieron.

Posteriormente la purificacién de los compuestos se realizé6 por
cristalizaciones sucesivas, hidrolisis y cromatografia en placa preparativa.

Para verificar su pureza se realizdé cromatografia en capa fina.

7.2 Determinacion de la actividad citotéxica

La determinacién de la actividad citotdéxica se realizé mediante el

método de Sulforodamina B, propuesta por Monks y colaboradores (1991).

El principio del método de Sulforodamina B (SRB) depende en la
habilidad de este a unirse con los componentes proteicos de la célula que han
sido fijados en cultivos celulares por el acido tricloroacetico (TCA). La SRB es
un colorante rosa brillante, el cual tiene dos grupos sulfonicos que se unen a
los residuos basicos de los aminoacidos bajo ligeras condiciones acidas, y son
disociadas bajo condiciones basicas. La Sulforodamina B es fuertemente
detectada con un rayo de luz a 488 nandmetros y se puede medir

cuantitativamente a través de citometria de flujo.

Cultivos celulares. Se emplearon seis lineas celulares de cancer humano:

colén HCT-15, mama MCF-7, sistema nervioso central U251, leucemia K-562
y préstata PC-3 y pulmon SKUL., las cuales fueron cultivadas en medio RPMI-
1640 adicionado con 10% de SFB, 2 uM glutamina. Los cultivos celulares se
mantuvieron en una incubadora a una atmoésfera de 5% de CO,, a una

temperatura de 37 °C y un ambiente saturado de humedad.
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Preparacion e inoculacion de las células. Las células adheridas a los

frascos de cultivo fueron removidos con 2 6 3 mL de solucién tripsina-EDTA
(Etilen-diamin-treta acético) al 0.05%. Posteriormente la tripsina fue inactivada
adicionando 10 mL de medio RPMI-1640 con 5% de SFB, las células se
disociaron con un pipeteo suave, la densidad y viabilidad de las lineas
celulares fueron contadas en un hemocitémetro y evaluadas por exclusién con
azul de tripano. Después de contar las células se procedid a hacer una
dilucion para obtener una densidad adecuada para cada linea (cuadro 5). La
suspensién celular se sembrd en placas de 96 pozos. Una vez hecho lo
anterior, todas las lineas celulares fueron incubadas por un periodo de 24 h a

37°C antes de adicionar los compuestos a evaluar.

Diluciéon de los compuestos a evaluar. Los extractos organicos de raiz y

partes aéreas, asi como los compuestos purificados de S. pruinosus fueron
solubilizados en dimetilsulfoxil DMSO (40 uM) para ser evaluados en una
concentraciébn de 50 pg/mL. Esta concentracion se utilizo debido a
recomendaciones del INC (Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos)
para este modelo. Inmediatamente después de la preparacion de las
soluciones a evaluar, se agrego 100 pL de la solucién a cada uno de los
pozos en la placa de fondo plano de 96 pozos, obteniendo un volumen total
de 200 pL. Se uso como control negativo diferentes concentraciones de
DMSO. Los cultivos se incubaron por un periodo de 48 h a 37°C en una
atmésfera de 5% de CO; y 100% de humedad. El crecimiento celular se

evalué mediante la técnica de Sulforodamina B (SRB).

Ensayo sulforodamina B. Transcurridas 48 horas, los cultivos celulares se

fijaron in situ adicionado 50 uL acido tricloroacético (TCA) frio (50% p/v), los
cultivos se incubaron por 60 minutos a 4 °C. Cumplido ese tiempo se desecho
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el sobrenadante y los cultivos se lavaron cinco veces con agua desionizada y
se dejo secar por 24 h. Posteriormente se adiciono a los pozos 100 uL de
SRB (0.4% p/v en acido acético al 1%), el cual se incubo durante 10 minutos a
temperatura ambiente, y el exceso de SRB se removid lavando cinco veces
con &cido acético al 1%, se dejo secar por 24h. Finalmente, las células que se
tineron con el colorante fueron solubilizadas con buffer Tris y la densidad
optica (DO) fue medida en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de
515 nm. La densidad 6ptica es proporcional a la cantidad proteica celular total
e inversamente proporcional al grado de citotoxicidad del compuesto a
prueba. La citotoxicidad fue reportada como el porcentaje de inhibicion del

crecimiento celular y se determino de acuerdo a la siguiente expresion:

% Inhibicibn del crecimiento = 100-(DOr (muestra) / DOr
(vehiculo))*100

Cuadro 5. Caracteristicas de las lineas celulares.

Linea Tejido de Tien.1po fj,e Densidad del Cel/pozo
celular origen dupll(::cmn inoculo (Cel-mL) (100uL)
Sistema
U-251 nervioso 25.4 7.5 X10* 7 500
central
PC-3 Prostata 28.7 7.5 X10* 7 500
HCT-15 Colén 18.1 10 X10* 10 000
Leucemia
K-562 mioblastica 19.0 5 x10* 5000
crénica
MCF-7 Mama 20.1 5 x10* 5000
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Cultivo de células

L

Diagrama del ensayo de
Citotoxicidad

Densidad del
inéculo 100 pL/pozo

Incubacién 24 h

Plato experimenta y basal

Plato experimental medio

(100 pL) ¢/ compuesto

Plato basal (100 uL medio)

1h

48 h

Fijacién de proteinas

(TCA)

4°C / 60 min.

L Lavar con H,O

Secar 24 h

=

efiir con SRB

Lavar con 4cido acético al 1%

Secar 24 h

\- Solubilizar SRB / Tris

Secar 24 h

Leer a 550 nm.
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7.3 Determinacién de la actividad antiinflamatoria

Ensayo de edema en oreja de ratén por TPA.

Uno de los métodos utilizados para la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria fue el ensayo de edema inducido en oreja de ratén por 13-
acetato de 12-O-tetratdecaiforbol (TPA), siguiendo la metodologia propuesta
por Della y colaboradores (1985). Este método no ha sido completamente
elucidado, pero se sabe que la respuesta inflamatoria es local y consiste en
eritema, edema e infiltracion de LPMN (leucocito polimorfonuclear); ademas
de liberarse mediadores de tipo eicosanoide e induce la degradacion de
mastocitos, ademds de estimular la activacion de la fosfolipasa 2 (PLA2) y con

ello, la consecutiva liberacion del acido araquiddnico

Ensayo de TPA. Se emplearon ratones machos (cepa CD1, de 20 a 25 g) los

cuales fueron pesados y separados al azar en grupos de tres: un grupo control
y dos grupos tratados. Cada grupo (n=3) fue anestesiado con pentobarbital
sédico a una dosis de 0.1mL de pentobarbital x cada 10g de peso del raton.
La anestesia fue via intraperitoneal. En los tres grupos la solucion etandlica de
TPA (25 pg/mL) fue aplicada tdpicamente sobre la superficie posterior e
inferior de la oreja derecha del raton (10 yL x cada lado) para inducir la
inflamacion. Posteriormente a los tres grupos se les aplico 10 pL de etanol en
la superficie posterior e inferior de la oreja izquierda, diez minutos después de
la aplicacién del TPA, a los grupos tratados se les aplico 20 uL de la sustancia
en estudio disueltas en el vehiculo (disolvente en el cual se solubilizaban las
sustancias en estudio) a una dosis de 1.0 ymol/oreja para los extractos,
mientras que para los compuestos purificados la dosis fue de 0.31 ymol/oreja)

en ambas caras de la oreja derecha, y en la oreja izquierda solo se aplicaron
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20 uL del vehiculo. Transcurridas 4h de post-aplicacion cada grupo fue

sacrificado por dislocacion cervical, tomando biopsias de cada oreja con un

sacabocados de 7 mm de didmetro. Cada una de las orejas control y tratadas

fueron depositadas en tubos de eppendorff previamente pesados. Se

obtuvieron las diferencias de pesos entre la oreja control y la tratada de cada

animal. El porcentaje de inhibicion fue calculado con la siguiente ecuacion:

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

Analisis estadistico: los resultados se analizaron mediante una prueba de t

de student y una prueba de Dunnet, utilizando el programa Sigma-stat (2.0). El

nivel de significancia en todos los analisis fue de p<0.05.

Diagrama del modelo de TPA

Ratones machos

divididos en:

1 grupo control
2 grupos tratados

Los 3 grupos fueron anestesiados

con Pentobarbital
Sodico 0.1mL

—

Se aplico 20pL de una solucion etanolica de
TPA en la oreja derecha a los 3 grupos

A todos los grupos se les aplica
20pL de etanol
en la oreja izquierda

|_ A los grupos tratados se aplico 20uL de la
sustancia a evaluar disuelta en vehiculo.

4 horas después

Cada grupo fue sacrificado por
dislocacion cervical, tomando
biopsias de 7 mm de didmetro.

Cada una de las orejas control
y tratadas fueron depositadas
en tubos de eppendorff
previamente pesados.
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| Se aplican 20uL del vehiculo en
la oreja izquierda de los grupos
tratados

Se obtuvieron las diferencias
de pesos entre la
oreja control y la tratada
de cada animal

Los datos fueron analizados con
una prueba de t de student (p < 0.05).




Ensayo de edema en pata de rata inducido por Carragenina.

Un segundo método utilizado para evaluar la actividad antiinflamatoria
fue el ensayo de edema inducido por carragenina en la pata de la rata
propuesto por Winter y colaboradores (1962).

En este ensayo se provoca una reaccion de caracter inflamatorio
mediada por la liberaciébn de diversos autacoides (histamina, serotonina,
prostaglandinas), generando Unicamente una reaccion inflamatoria local, que
no es modificada por factores externos. Este ensayo es reproducible y su
respuesta biolégica alcanza la plenitud en un tiempo de 3 a 6 horas.

En la primera hora del ensayo, la histamina, serotonina, bradicina y 5-
hidroxitriptamina tienen un papel principal como mediadores de la inflamacion,
aproximadamente de 1 2 a 2 %2 horas después de la inyeccion de la
carragenina, intervienen las cininas como mediadoras y la ultima fase,
comprendida hasta la sexta hora, esta mediada por prostaglandinas PGE;,
PGE. y PGF2, producidas por la accion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). La
salida de proteinas plasmaticas sucede durante todo el periodo. La migracién
celular, principalmente de LPMN (leucocitos polimorfonucleados), se produce
en la segunda hora. Oftro mediador importante en la respuesta por
carragenina es el éxido nitrico (NO), el cual incrementa la permeabilidad

vascular y modifica el flujo sanguineo local, en consecuencia induce el edema.

Ensayo de carragenina. Se utilizaron ratas Wistar machos con un peso

comprendido entre 150-200 g y se distribuyeron al azar (n= 3) en los
siguientes grupos: control (recibidé carragenina y el vehiculo correspondiente),
de prueba (recibié carragenina y los extractos a evaluar), y de referencia

(recibieron carragenina y el farmaco de referencia: indometacina).
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Una vez que se efectud la calibracion del pletismémetro se determino el
volumen inicial (Vo en mL) mediante la medicién del volumen de agua que se
desplaza tras la introduccién de la pata posterior derecha hasta el nivel del
callo. Se realizaron de 3 a 4 mediciones que no diferian del 4%. Enseguida
por via intraperitonial se administraron los extractos y los farmacos de
referencia, el grupo control recibié el vehiculo correspondiente, una hora
después, una disolucién de carragenina tipo kappa al 0.1% (0.1 mL) en
disoluciéon salina fisiolégica (SSF) se administrd por via subcutanea en la
aponeurosis plantar de la pata en cuestion. Después de 1, 3 y 5 h se
determinaron los volumenes de la pata y los valores se asignaron como
volumenes finales (V), la diferencia del volumen V; respecto de V, representa
una media del edema y a partir de estos datos se calcularon los porcentajes
de inhibicidbn de edema parcial (% IEP) en los tres tiempos de exploracion,
tomando en cuenta los valores de cada grupo de ensayo con respecto al

control.

Analisis estadistico. Los resultados de volumen de edema se multiplicaron
por 100 y se integraron en una curva, la cual representa el desarrollo del
efecto antiinflamatorio observado. El area bajo la (ABC) se calculo a partir de
la regla trapezoidal descrita por Tallarida y Murray (1981). Los valores de ABC

permitieron determinar los porcentajes de inhibicién del edema total (% IET).
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H Se utilizo ratas Se calibro el
Dlagrama del Wistar machos, los - pletismémetro
modelo cuales se distribuyeron
en:
1 1
Grupo contr_ol negativo: Grupo prueba: Compuesto a Grupo control positivo:
vehiculo evaluar El Farmaco de referencia
{ |
T 1
1 h después Se administré por via subcutanea

en la aponeurosis plantar
de la pata de la rata una disolucién
de carragenina tipo kappa al 0.1%

Despuésde 1,3y 5h

se determinaron los volimenes de
la pata y los valores se asignaron

como volumenes finales

La diferencia del volumen V¢ respecto de
Vo represento una media del
edema y a partir de estos datos se calcularon

los % de inhibicién de edema parcial

Los datos fueron analizados con una
prueba de t de student (p < 0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Separacién de compuestos

Se separo 1/3 del total del extracto de CHxCl, - MeOH (1:1) de raiz y partes aéreas
de Stenocereus pruinosus, colectando asi un total de 354 fracciones de 250 mL para
la columna de extracto de raiz (Cuadro 6) y 230 fracciones de 250 mL para la
columna de partes aéreas (Cuadro 7).

Cuadro 6. Fraccionamiento del Cuadro 7. Fraccionamiento del

. . extracto de partes aéreas de
syt
Fracciones Eluyente Fracciones Eluyente

1-20 Hexano 1-20 Hexano

21-49 Hexano-AcOEt 95:5 21-40 Hexano-AcOEt 95:5

50-84 Hexano-AcOEt 9:1 41-54 Hexano-AcOEt 9:1
85-126 Hexano-AcOEt 85:15 55-71 Hexano-AcOEt 8:2
127- 161 Hexano-AcOEt 8:2 72-80 Hexano-AcOEt 7:3
162-185 Hexano-AcOEt 7:3 81-100 Hexano-AcOEt 6:4
186-196 Hexano-AcOEt 6:4 101-105 Hexano-AcOEt 1:1
197-213 Hexano-AcOEt 1:1 106-111 AcOEt
214-232 AcOEt- Hexano 7:3 112-118 AcOEt-MeOH 9:1
233-238 AcOEt 119-130 AcOEt-MeOH 8:2
239-259 AcOEt- MeOH 7:3 131-186 AcOEt-MeOH 7:3
260-270 AcOEt- MeOH 6:4 187-195 AcOEt- MeOH 6:4
308-343 AcOEt- MeOH 1:1 196-212 AcOEt- MeOH 1:1
344-348 AcOEt- MeOH 7:3 212-224 AcOEt- MeOH 7:3
349-354 MeOH 225-230 MeOH
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8.2 Compuestos aislados

Hederagenina (1)

La fraccién 22 eluida con Hexano: Acetato de etilo (AcOEt) (95:5) mostrd ser
una mezcla binaria, la cual fue resuelta mediante una cromatografia en placa
preparativa (20x20cm) eluida con 9:1 Hexano:AcOEt.

Obteniéndose 195 mg del un soélido blanco brillante (1) con un punto de fusion
de 121-122°C. De acuerdo a sus propiedades fisicas (Cuadro 8) y la comparacion de
los datos espectrales de (1) con aquellas publicadas en la literatura, permitieron
identificar a (1) como hederagenina (Figura 11).

RMN 'H 300 MHz (CDCly): 3.51 (H-3), 4.49 (H-26)

RMN ™3C 75.4 MHz (CDCly): 27.47 (C-1), 25.30 (C-2), 79.99 (C-3), 37.15 (C-4), 54.69
(C-5), 17.65 (C-6), 32.61 (C-7), 39.5 (C-8), 54.69 (C-9), 41.15 (C-10), 24.96 (C-11),
121.51 (C-12), 143.83 (C-13), 41.82 (C-14), 28.54 (C-15), 22.93 (C-16), 46.94 (C-17),
40.05 (C-18), 45.93 (C-19), 30.54 (C-20), 33.58 (C-21), 31.94 (C-22), 28.63 (C-23),
34.24 (C-24), 14.96 (C-25), 68.68 (C-26), 28.79 (C-27), 173.06 (C-28), 31.26 (C-29),
16,163 (C-30).

3-hidroxi-hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol (2)

Las fracciones 25-27, eluidas con Hexano-AcOEt 95:5, se reunieron ya que
presentaron una similitud cromatografica en CPF, obteniéndose un residuo semi
sélido. Cristalizaciones sucesivas de este residuo permiti6 el aislamiento del 3-

hidroxi-hexanoato de 5a-colest-8-en-3B-ol (2) (Figura 12, Cuadro 9).

P. de . 88-90 °C.
IR v cm’™ (KBr): 2990, 1710, 1460 y 1380.
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RMN 'H 300 MHz (CDCly): 4.72 (1H, hx, H-3), 3.71 (1H, cd, H-4"), 0.99 (3H, s, H-18),
0.93 (3H, d, J =6 Hz, H-21), 0.90 (3H, t, J= 6Hz, H-6"), 0.88 (3H, d, J =3 Hz, H-26),
0.86 (3H, J= 3Hz, H-27).

RMN ™3C 75.4 MHz (CDCly): 35.27 (C-1), 31.30 (C-2), 73.14 (C-3), 38.09 (C-4), 39,50
(C-5), 24.76 (C-6), 27.35 (C-7), 126.64 (C-8), 134.90 (C-9), 34.69 (C-10), 22,79

(
)
11), 36.70 (C-12), 42.06 (C-13), 51.46 (C-14), 23.91 (C-15), 28.70 (C-16), 54,85
)
),

(C-

(C-
17), 11.24 (C-18), 18,72 (C-19), 36.23 (C-20), 18.86 (C-21), 36.12 (C-22), 23.81 (C-
23), 37.74 (C-24), 27.99 (C-25), 22.53 (C-26), 22.67 (C-27), 173.36 (C-1), 47.67 (C-

2'), 28.21 (C-3°), 67.54 (C-4"), 22.29 (C-4'), 13.87 (C-5").
EM-IE (70eV) m/z (%): 500 (28), 485 (23), 384 (70), 229 (56), 112 (100).

En el espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno ('H RMN) de (2) se
observo una sefial a 4.72 ppm asignada a un protén unido a un atomo de carbono
que soporta un éster. También se observo una sefial a 3.7 ppm asignada a un atomo
de carbono unido a un grupo alcohol. Estas asignaciones fueron confirmadas en el
espectro de resonancia magnética de carbono trece (*C RMN) de (2), donde se
observaron el carbono del carbonilo del ester a 173. 36 ppm, asi como dos sefales a
73.14 y 67.54 ppm asignadas a los atomos de carbono unido a un ester y un grupo
alcohol respectivamente. Adicionalmente, estas sefiales mostraron correlacion, en el
espectro DEPT, con las sefiales en el 'TH RMN a 4.72 y 3.7 ppm, respectivamente.

En el espectro DEPT, se contabilizaron 6 metilos, 15 metilenos, 7 metinos y 5
atomos de carbono sin unién a hidrégenos, que en conjunto representan una formula

parcial de CssHss (cuadro 10).

Cuadro 10. Formula parcial deducida a partir del espectro DEPT.

6 CHs CeH1s
15 CH> C1sHao
7 CH C7H;
5C Cs
Formula parcial CasHss

& 46 <&



Al sumar los tres atomos de oxigeno y un atomo de hidrégeno de los grupos
funcionales del éster y del alcohol a la formula parcial CssHss se obtiene la formula
CssHse Og, la cual fue determinada para (2) por espectrometria de masas.

Por otro lado, en el espectro de masas de (2), se observan los fragmentos a
369, 253 y 112 m/z tipicos de estructuras del tipo 5a-colestano lo que indica que (2)

esta relacionado a esta estructura (Figura 13):

So.-colestano

=

FIG 13. Estructura del tipo 5a-colestano

Adicionalmente, en el espectro de *C RMN de (2), se observan dos sefiales a
126.64 y 134.90 asignadas a dos atomos de carbono de una doble ligadura tetra
substituida, por lo que se propone que 2, tiene una doble ligadura entre C-8 y C-9, en
una estructura de colestano.

Tomando en cuenta lo anterior se propone la siguiente estructural parcial para (2)
(Figura 14).

LD
|

Fig. 14 Estructura parcial propuesta
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Los datos obtenidos a partir de Ruan y colaboradores (2000) revelaron que
cuando R es hidrogeno, esta estructura corresponde al zymostenol, la cual fue
inequivocamente comprobada al comparar los datos de '*C RMN del compuesto (2)

con los publicados para el zymostenol en dicho estudio (Cuadro 11).

Cuadro 11. Desplazamientos quimicos en c' para el compuesto (2)

Carbono Desplazamiento Literatura: zymosterol (ppm)
quimico de (2) (ppm) (Ruan et al ., 2000)

1 35,278 35,1
2 31,301 315
3 73,14 70.9
4 38,09 38,2
5 39,503 40.7
6 24,76 25 4
7 27,353 27 1
8 126,647 128
9 134,907 134.8
10 34,695 35,6
" 22,793 227
12 36,706 36,9
13 42,067 42
14 51,463 51,8
15 23,915 23,9
16 28,708 28,7
17 54,857 54.8
18 11,241 11,2
19 18,729 17.8
20 36,239 36,2
21 18,86 18,7
22 36,123 36,1
23 23,813 23,7
24 37,74 39.4
25 27,994 27.9
26 22,531 22 4
27 22,677 227
28 173,366

29 47,675

30 28,213

31 67,546
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32 22,298
33 13,878

Sin embargo, en el espectro de (2) adicionalmente se observan sefales
asignadas a tres metilenos a 22.29, 28.21 y 34.69 ppm, un metino unido a un grupo
hidroxilo a 67.54 ppm y un grupo metilo a 13.89 ppm. Una busqueda bibliografica
revelo que estas sefales se pueden asignar a un residuo de 3-hidroxi caproico, el

cual esta unido al oxigeno en C-3 del zymostenol.

El espectro de masas de (2) mostrd un idbn molecular de 500 (m/z) para una

formula de C33H5603.

De acuerdo al espectro de masas, se observa que el compuesto sufre varias
fragmentaciones, una de ellas es cuando el residuo de 3-hidroxi caproico (el cual se
encuentra unido al oxigeno en el carbono 3) se desprende del compuesto (2) (Figura
15).

H;C
CHj
CH3
CHs CHjg
Q:
:0
a0 A
131 (m/z) 369 (m/z)
FIG. 15 Primera fragmentacion propuesta para el compuesto 3-hidroxi-hexanoato de 5a- Por
colest-8-en-33-ol
lo

cual el iobn molecular que es de 500 (m/z) sufre una fragmentacion de 131 (m/z) del
3-hidroxi caproico, quedando asi solo el compuesto relacionado con el zymostenol

con una masa de 369 (m/z).
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A su vez el carbono 16-17 y el residuo que se encuentra ubicado en el
carbono 20 se desprenden de la estructura relacionada con el zymosterol.
Resultando un fragmento de 229 (m/z) el cual puede ser observado en el espectro de

masas (Figura 16).

229 (m/z)

FIG 16. Posible fragmentacion del carbono 16-17 y el residuo del
carbono 20 del compuesto aislado

Finalmente el compuesto se fragmenta en dos partes, dando como resultado
un fraccion de 112 (m/z), mientras que el otro fragmento del compuesto es de de
123 (m/z) (Figura 17). Estos fragmentos se pueden observar en el espectro de
masas del compuesto (2).

112 (m/z) 232(m/z) CHa

FIG 17. Ultima fragmentacién propuesta del compuesto, obteniendo
el ion molecular de 112 (m/z) y 232 (m/z)
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Peniocerol (3)

De la fraccion 169 eluida con 7:3 Hexano-AcOEt, se logré aislar 57.2 mg de un
sélido color beige con un de p. f. 170-173°C (Cuadro 12). Este compuesto
presentaba propiedades fisicas idénticas al peniocerol (3), la comparaciéon con sus
datos fisicos y espectroscépicos de este compuesto con lo informado en la literatura
(Djerassi et al., 1965), asi como su comparacion en CCP con muestra original,

permitieron su identificacién como peniocerol (Figura 18).

Acido oleandlico (4)

De la cromatografia de partes aéreas, la fraccion 133 eluida con AcOEt-MeOH
7:3 se someti6é a una reaccion de hidrélisis obteniéndose 57.2 mg de acido oleandlico
(4). La identidad de este compuesto se logro por la comparacion de sus datos fisicos

y espectroscopicos con aquellos de muestra autentica (Figura 19, Cuadro 13).

P. de f. °C. 183-190°C

IR v em™ (KBr): 3380.36 cm™ (OH), 1730.27 cm™ (COOH), 1607.60 cm™ (presencia
de una doble ligadura)

RMN H' 300 MHz (CDCls): 3.4 (3), 5.248 (C-12)

RMN C'®75.4 MHz (CDCls): 38.94 (C-1), 27.04 (C-2), 77.74 (C-3), 39.5 (C-4), 54.66
(C-5), 17.73 (C-6), 32.55 (C-7), 39.77 (C-8), 40.33 (C-9), 37.89 (C-10), 22.71 (C-11),
121.41 (C-12), 143.45 (C-13), 41.08 (C-14), 27.68 (C-15), 22.42 (C-16), 46.95 (C-17),
40.53 (C-18), 45.45 (C-19), 31.86 (C-20), 36.39 (C-21), 33.29 (C-22), 28.93 (C-23),
15.27 (C-24), 14.73 (C-25), 16.48 (C-26), 26.60 (C-27), 179.19 (C-28), 32.14 (C-29),
23.03 (C-30)
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Propiedades fisicas y estructura de los Compuestos

aislados

HsC CHs

HO

HsC OH

FIG 11. Estructura quimica de Hederagenina.

Cuadro 8. Propiedades fisicas de Hederagenina

(1) Hederagenina

Punto de fusién 122°C
Formula molecular Cs30H4703
Peso molecular 455 g/mol
Color Blanco brillante

Hexano — Acetato de etilo

Obtenido en la polaridad
95:5
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(0)

OH

FIG 12. Estructura quimica de 3-hidroxi-hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol

Cuadro 9. Propiedades fisicas de 3-hidroxi-hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol

(2) 3-hidroxi- hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol

Punto de fusién 85-90°C

Formula molecular CasHs603

Peso molecular 500 g/mol
Color Blanco

Hexano - Acetato de etilo

Obtenido en la polaridad
95:5
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HsC

HsC

CHs

HO

O""""
I

CHj;

CHj

FIG 18. Estructura quimica del Peniocerol

Cuadro 12. Propiedades fisicas de Peniocerol

(3) PENIOCEROL

Punto de fusién

Formula molecular
Peso molecular

Color

Obtenido en la polaridad

160-165°C
C27H49()2
405 g/mol

Beige

Hexano - Acetato de etilo
7:3
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FIG 19. Estructura quimica del Acido oleanélico

Cuadro 13. Propiedades fisicas del Acido oleanélico

(4) Acido Oleandlico

Punto de fusién 183-190°C

Formula molecular CaoH4g03

Peso molecular 456 g/mol
Color Blanco opaco

Acetato de etilo-metanol

Obtenido en la polaridad -
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Rendimiento.

El peso seco obtenido de la raiz de S. pruinosus fue 61.5g, mientras que para
las partes aéreas fue de 745.489. Estas cantidades fueron las que se maceraron en

diclorometano-metanol 1:1 para obtener los extractos.

Obteniendo un total de 20.47g de extracto de diclorometano-metanol para la
raiz y 134.67g de extracto de diclorometano-metanol para las partes aéreas. A pesar
de tener una menor cantidad de raiz, esta tuvo un mayor rendimiento en
comparacion a partes aéreas de S. pruinosus (cuadro 14). El rendimiento de los

extractos se calculé como un porcentaje del total del material vegetal inicial.

Cuadro 14. Rendimiento total de los extractos de Stenocereus pruinosus.

Rendimiento en Peso en

Extracto
(%) gramos
Extracto de raiz de Stenocereus pruinosus 33.28 20.479g
Extracto de partes aéreas de Stenocereus 18.06 136.67¢g
pruinosus

A partir de la raiz de S.pruinosus se lograron aislar, purificar y caracterizar el
peniocerol, la hederagenina y el 3-hidroxi hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol
(esterol). Del mismo modo, de las partes aéreas de S. pruinosus se aislo, caracterizo
y purifico el acido oleandico. El rendimiento de estos metabolitos secundarios, tanto
de raiz como de partes aéreas de S.pruinosus, se expresd como un porcentaje del
total de cantidad obtenida de cada compuesto sobre el total del extracto

cromatografiado (cuadro 15).
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Cuadro 15. Rendimiento de los compuestos aislados y purificados de la raiz y partes aéreas de

S.pruinosus
Rendimiento Peso en
Compuesto de la raiz de S.pruinosus en (%) gramos
Hederagenina 0.572% 0.195¢
Peniocerol 1.95 0.0572¢
3-hidroxi hexanoato de 5a-colest-8-en-3p-ol 1.697 0.1697 g

Compuesto de partes aéreas de S.pruinosus

Acido oleandlico 4.11 5.619¢

® Determinacidon de la actividad citotdxica.

Una vez obtenido el extracto de raiz se determino su actividad citotoxica en

seis lineas de cancer humano (Cuadro 16).

Cuadro 16. Actividad citotdéxica del extracto diclorometano-metanol de raiz.

) Inhibicién del
Linea celular o
crecimiento celular (%)

Cancer de SNC (U251) 31.67
Céancer de préstata (PC-3) 10.41
Leucemia (K-562) 39.28
Cancer de colon (HCT-15) 25.37
Cancer de mama (MCF-7) 50.93
Céancer de pulmén (SKUL) 35.49

Se observé que la inhibicién del crecimiento celular varia de una linea celular
a otra, causando diferente porcentaje de inhibicién entre ellas, resultando con mayor
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actividad hacia la linea celular de mama, provocando un 50% de inhibicién,
mientras que para las lineas celulares de leucemia y pulmén el extracto tuvo una
menor actividad provocando una inhibicion de entre el 35 y 40.

Al igual que en el extracto de raiz, para el extracto de partes aéreas se
determino su actividad citotdéxica (Cuadro 17), encontrandose que la actividad de
esté extracto es mayor en las lineas celulares de leucemia y mama, inhibiendo mas

del 50% del crecimiento celular.

Cuadro 17. Actividad citotéxica del extracto diclorometano-metanol de partes aéreas.

) Inhibicion del crecimiento
Linea celular
celular (%)

Céancer de SNC (U251) 4418
Céancer de préstata (PC-3) 14.94
Leucemia (K-562) 55.1

Cancer de colon (HCT-15) 30.61
Cancer de mama (MCF-7) 53.61
Céancer de pulmén (SKUL) 35.17

Cabe sefnalar que en la actividad citotéxica de ambos extractos, la linea celular
de préstata resulto con poca actividad, mientras que para la linea celular de mama su

inhibicion fue mayor del 50%.

Los compuestos purificados del extracto de raiz y partes aéreas fueron

evaluados para su actividad citotoxica (Cuadro 18).
La hederagenina resulto activa en 4 lineas celulares, inhibiendo asi més del

50% del crecimiento de células cancerigenas, sin embargo, en las lineas celulares

del sistema nervioso central y colon su actividad fue baja, esto se debe a que no son
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las mismas lineas celulares y su sensibilidad es diferente, variando asi la actividad
de un mismo compuesto sobre las lineas celulares.

El 3-hidroxi hexanoato de 5a-colest-8-en-3B3-0l resulto con una elevada
actividad citotéxica para casi todas las lineas celulares excepto leucemia (K-562),
obteniendo mas de un 70% en la inhibicién del crecimiento celular.

El acido oleandlico mostré una alta inhibicién del crecimiento celular en todas
las lineas celulares, lo que con cuerda con lo informado en la literatura sobre su
accion biologica contra algunas de las lineas celulares de cancer (Dzubak et al.,
2006; Haridas et al., 2001; Sun et al., 1998; Sun et al., 1999).

Cuadro 18. Actividad citotoxica para los compuestos aislados del extracto de raiz y partes aéreas.

Inhibicion del crecimiento celular (%)
3-hidroxi

hexanoato de Acido

Linea celular

Hederagenina -
50-colest-8- oleanoico.

Compuesto
en-3f-ol

Cancer de SNC (U251) 30.39 100 100
Cancer de préstata (PC-3) 73.91 100 100
Leucemia (K-562) 58.13 41.40 88.5
Cancer de colon (HCT-15) 34.11 71.53 100
Cancer de mama (MCF-7) 54.35 93.49 100
Cancer de pulmén (SKUL) 56.8 100
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® Determinacidén de la actividad antiinflamatoria.

En cuanto a la actividad antiinflamatoria para los extractos, se observo que el

mas activo fue el de partes aéreas (Cuadro 19).

Cuadro 19. Inhibicién del edema (%) inducido por TPA de los extractos organicos

Extractos Inhibicién del edema (%)
Raiz 56.96
Partes aéreas. 69.62

El segundo modelo evaluado fue el edema inducido por carragenina en la pata
de la rata, con una dosis de 100 mg/kg. El cual mostré una baja actividad para los

extractos (cuadro 20).

Cuadro 20. Inhibicién del edema (%) por carragenina de los extractos organicos

(%) Inhibicion del Edema a las diferentes horas

1h 2h 3h ABC
Vehiculo 0.68+ 0.24 1.24+0.01 1.14+ 0.06 0%
Rai 29.41% 18.54% 20.18% 20.28%
aiz
0.48 +0.05 1.01 +0.01 0.91 +0.02 3.42+0.03
] 26.47% 25.00%* 23.68%* 24.71% *
Partes aéreas

0.50+ 0.04 0.93+ 0.16 0.87+ 0.14 3.23+ 0.47

Los datos con* son estadisticamente diferentes con respecto al vehiculo.

La diferencia de la actividad de los extractos en ambos modelos, se deba
quiza a que el mecanismo de accion es diferente, ya que en el modelo de TPA este
estimula a la fosfolipasa 2 liberando el 4cido araquidonico, mientras que en el modelo
de carragenina este actua en la COX-1 Y COX-2, asi como las prostaglandinas.
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Sin embargo, las actividades de los extractos en el modelo de TPA quizés se
pueda deber a los metabolitos secundarios encontrados en ellos, en caso del
extracto de raiz su actividad posiblemente se deba a la presencia del peniocerol, el
cual ha sido reportado con una elevada una actividad antiinflamatoria (Céspedes et
al., 2005) y en el caso del extracto de partes aéreas su actividad quizas se deba
probablemente al acido oleandlico (Dzubak et al., 2006; Zhang y Demon., 2005).

Por otra parte, se determino también la actividad antiinflamatoria de los
metabolitos aislados del extracto de raiz, con una dosis de 0.31mg/oreja (Cuadro 21).
Mostrando en el caso de la hederagenina una baja actividad, mientras que, para 3-
hidroxi hexanoato de 5a-colest-8-en-33-ol su inhibicion del edema en la oreja del
raton fue de 40.57%. En el caso del acido oleandico y el peniocerol, sus actividades
antiinflamatorias han sido previamente informadas, por lo que se decido no evaluar

en nuestros ensayos.

Cuadro 21. Porcentaje de inhibicién del edema por TPA de los compuestos quimicos aislados

Inhibicion del edema en oreja de raton (%)

Hederagenina 17.63

3-hidroxi hexanoato de 5a-colest-8-en-3B-ol 40.57
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9. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que:

Stenocereus pruinosus sintetiza triterpenos y esteroles.
Este es el primer informe acerca de la presencia del trierpeno hederagenina y el

esterol peniocerol en S. pruinosus.

Los extractos de raiz y partes aéreas presentan actividad antiinflamatoria en los
modelos de TPA y carragenina

El extracto de raiz fue mostré una inhibicion del 50 % de crecimiento celular para
la linea de cancer de mama. Mientras que el extracto de las partes aéreas
inhibié el crecimiento celular de las lineas de leucemia y mama con 55% y
53.63% de actividad. Todas las evaluaciones se llevaron a una concentracion de
50 pg/mL

La cromatografia del extracto de la raiz, permiti6é el aislamiento de la
hederagenina, el 3-hidroxi-hexanoato de 5a-colest-8-en-3B-ol y el peniocerol.
Mientras que del extracto de las partes aéreas solo se aislo el acido oleandlico.
Este es el primer informe acerca de la presencia de la hederagenina y el
peniocerol en S. pruinosus

El esterol 3-hidroxi hexanoato de 5a-colest-8-en-33-o0l es un nuevo producto en

la literatura.

Los resultados de la actividad citotoxica mostraron que el 3-hidroxi-hexanoato de
5a-colest -8-en-3B-ol inhibié el 100% de crecimiento celular en las lineas de
cancer de sistema nervioso central y de cancer de prostata, mientras que el
acido oleandlico inhibi6 el 100% del crecimiento celular en las lineas de cancer
de sistema nervioso central, prostata, mama y colon. Todas las evaluaciones se

llevaron a cabo a una concentracion de 50 ug/mL.
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