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RESUMEN

Desde tiempos inmemoriales, la humanidad ha utilizado las especies vegetales para satisfacer
sus necesidades bésicas, como alimentacion, cobijo y salud. Este continuo uso, hizo que por
una solucidon pragmatica identificara y seleccionara las especies vegetales que le fueran mas

utiles.

Oncidium sphacelatum es una orquidea comtinmente conocida como flor de mayo, la cual
crece en zonas tropicales de la parte sur de México. Sus flores son utilizadas como

ornamento.

Estudios previos han informado de la presencia en O. sphacelatum de pectolinarina y
escutelarina-6-metil-eter-7-rutinosido, sin embargo hasta el momento no se conocen estudios

acerca de su actividad bioldgica.

Por lo anterior se decidi6 evaluar la actividad antiinflamatoria y de inhibicién de
crecimiento celular de lineas de cancer humano de extractos y metabolitos secundarios
obtenidos a partir de hojas de O. sphacelatum. La evaluacion de la actividad antiinflamatoria
se llevo a cabo por medio del método de induccion de edema por TPA en la oreja de raton y la
inhibicién de crecimiento por medio de sulforodamina B (SRB). Los resultados indicaron que
los extractos de acetato de etilo, metandlico, la fraccion de acetato de etilo del extracto
metanolico (FAM) y la fraccion de acetato de etilo del extracto hidroalcohdlico (FAH) poseen
actividad citotoxica. Sin embargo, uUnicamente los extractos de hexano y acetato de etilo

mostraron actividad antiinflamatoria significativa.

En este estudio se logro aislar, a partir de los extractos organicos la 5,6-diacetato-4’-
metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona, pectolinarigenina, acetato de pectolinarina, -sitosterol
y sacarosa. Este constituye el primer informe de la presencia de pectolinarigenina, sacarosa y
B-sitosterol en O. sphacelatum. Mientras que la 5,6-diaceto-4’-metoxi-7-O-

acetilrutinosidoflavanona es un nuevo producto en la literatura.

De los compuestos evaluados en el modelo de TPA el que mostré mayor actividad fue la
5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona que inhibi6 el edema en un 47.89% a

la dosis de 0.31 mg/oreja.
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Por otro lado, los resultados obtenidos en el modelo de SRB de los compuestos mostraron
que la 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona inhibi6 el 56.1% de crecimiento
celular en la linea MCF-7 (cancer de mama); la pectolinarigenina tuvo actividad en las lineas
U251 (glia de sistema nervioso central), PC-3 (cancer de prostata), HCT-15 (cancer de colon),
MCF-7 y SKLU-1(adenocarcinoma de pulmoén) con un 56.95, 55.38, 99.24, 72.92 y 87.61%
respectivamente; mientras que el acetato de pectolinarina inhibid el 74.9 y 56.64% del

crecimiento celular en las lineas HCT-15, y MCF-7 respectivamente.

14



II. INTRODUCCION

La gran diversidad de especies vegetales que tiene México ha propiciado su uso en diferentes
formas. Asi, desde tiempos prehispanicos, florecid una importante farmacopea sustentada en
plantas medicinales. Estos conocimientos se desarrollaron empiricamente a base de acierto y
error y fueron transmitidos en forma oral de generacidon a generacion. Durante la conquista
estos conocimientos casi se perdieron, sin embargo, de manera providencial algunos fueron
plasmados en varios codices. También, en varios lugares, este legado cultural sobrevivid, hoy
en dia solamente curanderos, chamanes, yerberos y sus discipulos son los poseedores de estos

conocimientos (Dominguez, 1973).

Actualmente, se estima que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial depende,
del uso de las llamadas plantas medicinales. Siendo la primera y en ocasiones la iinica opcion
de procuracion de la salud de la poblacion mas pobre, particularmente en los paises menos
industrializados y que coincidentemente poseen una importante riqueza floristica (Lara y

Marquez, 1996).

Hoy en dia, México cuenta con alrededor de 4 000 especies de plantas con flores que
poseen algun atributo medicinal, (aproximadamente el 15% de la flora total del pais), es decir,
que mas o menos una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa (Ocegueda et al.,

2005).

En México, al igual que en otros paises, el uso de las plantas medicinales constituye una
préctica ancestral y a menudo también, es parte de un sistema mas amplio de creencias y es
considerada como parte integral de la vida diaria y del bienestar. La carencia de servicios tales
como hospitales, atencion médica, asi como el incremento en costo de las medicinas, son los
factores principales que han contribuido a que la poblacion contintie con el uso de las plantas

medicinales (Hersch-Martinez, 1995).

Por otro lado, se sabe que el cancer en el ambito mundial es la principal causa de
mortalidad, se le atribuyen 7.9 millones de defunciones ocurridas en 2007 (OMS, 2009). En
Meéxico se informd que, en este mismo afio, los tumores malignos fueron la tercera causa de

muerte, con 68 815 defunciones (INEGI, 2007). Por esta razon es importante la busqueda de
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nuevos compuestos bioldgicamente activos que en un futuro permitan el desarrollo de nuevos

farmacos para el tratamiento de dicho padecimiento.
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III. ANTECEDENTES

3.1 Medicina tradicional

La medicina tradicional es la suma total de conocimientos, técnicas y practicas
fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de las diferentes culturas y que
se utilizan en el mantenimiento de la salud, asi como en la prevencion, diagnosis y

tratamiento de las enfermedades fisicas o mentales (OMS, 2009).

La medicina herbolaria se sirve de hierbas o materiales herbarios, preparaciones y
productos herbarios acabados cuyos ingredientes activos son partes de plantas u otras materias
vegetales. Cabe mencionar que los tratamientos herbarios, que son la forma mas popular de
medicina tradicional, resultan muy lucrativos en el mercado internacional. En 2003-2004
generaron ingresos anuales de $ 5 000 millones de ddlares. Sélo en China la venta de esos
productos reporté $ 14 000 millones de dolares en 2005. En Brasil, los ingresos generados por

la medicina herbolaria ascendieron a $ 160 000 millones de ddlares en 2007 (OMS, 2009).

3.2 Principios activos de las plantas medicinales

Las plantas contienen elementos activos que las protegen de insectos, mohos y otros
parasitos, asi como de los rayos ultravioleta del sol. Muchos de estos componentes (ya sea de
forma individual o en diferentes combinaciones) poseen efectos estimulantes, calmantes o

terapéuticos en el hombre (Carballo et al., 2005).

De acuerdo a la OMS, una planta medicinal se define como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Estas plantas
también tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna. Entre otras, son fuente
directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima en la fabricacion de
medicamentos sintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus principios activos
pueden servir de modelo para la elaboracion de drogas sintéticas y tales principios se pueden
utilizar como marcadores taxonomicos en la busqueda de nuevos medicamentos (Bermtdez et

al., 2005).
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De las plantas se extraen productos quimicos y muchos de ellos tienen valor terapéutico y
comercial como los farmacos, dichos productos forman parte de lo que se conoce como
metabolitos secundarios y son derivados de compuestos del metabolismo primario de las
plantas. Usualmente se presentan en pequefias cantidades y juegan un papel especifico como

mediadores quimicos en procesos ecologicos (Pefia, 1990).

Los principios activos de las plantas son de diversa estructura quimica, asi se encuentran
alcaloides, terpenoides, flavonoides, cumarinas, entre otras que pueden estar en forma libre o
unidos a moléculas de diferentes azlicares, a estos ultimos compuestos genéricamente se les

conoce como glicosidos (Balandrin et al., 1995).

La fitoquimica probablemente ha estudiado entre un 5 y un 15% de la diversidad vegetal
existente en el mundo con relacién a su composicion quimica y su actividad biologica (Pena,
1990). Cada afio se reportan en la literatura aproximadamente 1 500 nuevos productos
naturales provenientes de plantas, los cuales constituyen hasta un 25% del total de los que se

utilizan en la industria farmacéutica (Mantell et al., 1985).

Sin embargo, los estudios de la flora medicinal mexicana son escasos, de ahi la
importancia de realizar estudios sobre el mayor nimero de familias, géneros y especies para

asi ampliar el conocimiento sobre la flora medicinal existente en nuestro pais.

3.3 Metabolismo primario y secundario

El aislamiento de diversos compuestos sintetizados por las plantas se inici6 a partir de las
especies medicinales. La diferenciacion de las plantas en 6rganos especializados y tejidos esta
intimamente asociados con el rasgo de procesos biologicos especializados, que son
fundamentales para sus roles biologicos y ecologicos. Estas funciones bioldgicas son
reguladas por procesos bioquimicos, que se dividen en dos grupos: metabolitos primarios y

metabolitos secundarios (Cotton, 1996).

El metabolismo primario comprende una serie de procesos, mediante los cuales, los
organismos vivos sintetizan y degradan una serie de sustancias organicas que les son
indispensables para vivir. Estos procesos son similares en casi todos los organismos vivos y a
los productos sintetizados se les denomina metabolitos primarios. Los metabolitos primarios
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se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Ejemplo de ellos pueden ser los

aminoacidos, carbohidratos, proteinas, etc. (Mata y Rivero, 2000).

El metabolismo secundario comprende igualmente una serie de procesos, mediante los
cuales, los seres vivos sintetizan un gran nimero de compuestos organicos que aparentemente
no les son indispensables para vivir. Estos compuestos se forman a partir de los metabolitos
primarios y los procesos que conllevan a su formacion pueden diferir en los distintos
organismos. En las plantas, los metabolitos secundarios se pueden producir en respuesta a
factores ambientales o a agentes patdogenos, como mecanismos de defensa y supervivencia de
la especie que los produce (Davies, 2003). Estos compuestos presentan una distribucion

taxonomica restringida, en ocasiones caracteristica de un género o especie.

Los metabolitos secundarios (MS) se caracterizan por:

1. Gran heterogeneidad de su estructura quimica

2. Su distribucion restringida

3. Su formacién por medio de enzimas codificadas por material genético especial

4. El control estricto de su biosintesis, por medio de la regulacion de la cantidad y
actividad de enzimas involucradas

5. La distribucion celular restringida de enzimas, precursores, intermediarios y productos
involucrados en su biosintesis, almacenamiento y desintegracion

6. La expresion del metabolismo secundario como un aspecto de especializacion celular

7. La importancia relativa para la célula sintetizadora como tal, y la mayor importancia
para el organismo como un todo

8. La falta de continuidad filogenética en varios de ellos (Anaya, 2003).

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 mas, gracias a las

interacciones bidticas dentro y entre especies y a la continua evolucion de los organismos.

Entre los principales metabolitos secundarios se pueden citar:
e Compuestos alifaticos, carbociclicos y heterociclicos
e Compuestos que contienen nitrogeno, fosforo y azufre
e Compuestos saturados e insaturados

e Glicosidos
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e Acidos hidroxamicos
e Azometinas que tiene grupos funcionales diversos: hidroxi, epoxi, ester, eter, amino,

nitro, carboxi (Anaya, 2003).

La mayoria de los principios activos que se obtienen de las plantas medicinales, proceden

del metabolismo secundario (Kuklinski, 2003).

3.4 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de tipo fenilpropano que generalmente se
encuentran como O-glicésidos en sus fuentes naturales, aunque también se encuentran de
forma natural como agliconas o como C-glicésidos. Poseen como unidad bésica un esqueleto
de 15 carbonos provenientes de malonil coenzima A y de p-cumaril coenzima A, donde estan
involucradas numerosas enzimas. La mayoria de los flavonoides se representan como
moléculas de tipo C¢-C3-Cg, con dos anillos aroméaticos (A y B) y un heterociclo (C) con

oxigeno (Fig 1-1) (Céspedes y Salazar en Romo de Vivar, 2006).

La nomenclatura de estos metabolitos tienen dos sistemas paralelos, el sistematico y el
basado en los nombres triviales, este ultimo es el mas utilizado en la bibliografia de los

flavonoides (Céspedes y Salazar en Romo de Vivar, 2006).

Los flavonoides se pueden clasificar dependiendo de la estructura de su esqueleto base, el
cual consta basicamente de un anillo A, un heterociclo C y un anillo aromatico B (Fig. 1-1).
Asi, cuando la estructura posee un carbonilo en la posicién 4, el esqueleto se denomina
flavanona (Fig. 1-2), cuando ademas se hidroxila la posicion 3 se denomina dihidroflavonol
(Fig. 1-3), cuando en este ultimo se reduce el grupo carbonilo de la posicion 4 se denomina
flavan-3,4-diol (Fig. 1-4). La introducciéon de un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 de las
flavanonas y de los dihidroflavonoles conduce a los esqueletos que se denominan flavona
(Fig. 1-5) y flavonol (Fig. 1-6), respectivamente. Por otro lado, el esqueleto de las
antocianinas (Fig. 1-7) posee un sistema conjugado de dobles ligaduras que le confieren
caracteristicas coloridas tipicas. Cuando el anillo C se une a través del carbono 3 o 4 del
esqueleto general se forman los isomeros isoflavona (Fig. 1-8) y neoflavona (Fig. 1-9),

respectivamente. Cuando el esqueleto de 15 4&tomos no forma un heterociclo se conoce como
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chalcona (Fig. 1-10); cuando el heterociclo C formado es de 5 miembros se denomina aurona

(Fig. 1-11) (Céspedes y Salazar en Romo de Vivar, 2006).

9 10 11

Figura 1. Estructuras quimicas de los flavonoides. Modificado de Céspedes y Salazar en Romo de

Vivar, 2006.

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, encontrandose en
muchas familias de inferiores, liquenes, musgos y en casi todas las familias de superiores. En
otros organismos como los hongos, los flavonoides se han aislado escasamente, mientras que
en las bacterias, hasta el dia de hoy, no hay reportes de su existencia. En los animales so6lo se
tienen reportes del aislamiento de flavonoides de la glandula productora del olor caracteristico
del castor canadiense, y en las alas de una mariposa, pero su origen no es atribuible a
biosintesis animal, sino a los alimentos que consumen (Céspedes y Salazar en Romo de Vivar,
2006).

Las funciones fisioldgicas que estos metabolitos secundarios tienen en los organismos que
los producen no han sido establecidas claramente. Sin embargo, existe evidencia de las
propiedades protectoras de estos compuestos en los tejidos vegetales contra la radiacion UV,

como fitoalexinas, como antibacterianos, ademas de la coloracion y sabor caracteristico de las
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partes vegetales que los posee. En afios recientes se ha observado la relacion de los
flavonoides con las propiedades defensivas de las plantas, encontrando por ejemplo, que la
presencia de algunos O-glicosidos evitan el ataque de herbivoros en diferentes variedades de
arroz, y en general, cada vez se encuentran en la literatura mas reportes que informan de las

propiedades alelopaticas de los flavonoides (Céspedes y Salazar en Romo de Vivar, 2006).

Hasta 1973 se conocian aproximadamente 900 flavonoides naturales, hoy en dia el nimero
sobrepasa los 6 400 flavonoides identificados, aislados de fuentes naturales; a algunos de ellos
se les han determinado las actividades biologicas que poseen in vitro (Céspedes y Salazar en

Romo de Vivar, 2006).

El avance en el estudio de estos metabolitos se debe a las nuevas técnicas desarrolladas
para su aislamiento, la elucidacion estructural e inclusive la sintesis. La rapidez con la que se
pueden estudiar los flavonoides ha permitido a los investigadores realizar evaluaciones de su
relacion estructura-actividad encaminada a determinar el mayor nimero de actividades
bioldgicas que poseen en muy diversos modelos (Céspedes y Salazar en Romo de Vivar,

2006).

3.4.1 Potencial antiinflamatorio de los flavonoides

En afos recientes se han hecho diferentes estudios para determinar el potencial
antiinflamatorio de los flavonoides y se ha observado que muchos pueden modular la sintesis
de prostaglandinas, funcionando como inhibidores enzimaticos, y que también tienen
propiedades antioxidantes. Existen aquellos que pueden inhibir la enzima ciclooxigenasa
(COX), como por ejemplo la flavanona, la hesperetina, la flavona y la galangina, mientras que
otros pueden inhibir la enzima lipoxigenasa, como la fisetina, la quercetina, la ramnetina y la

miricetina (Michel et al., 1985; Bauman et al., 1982).

Otra enzima que puede inhibir los flavonoides es la fosfodiesterasa, la cual cataliza la
descomposicion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), y como los farmacos que elevan
los niveles de AMPc tienen accion antiinflamatoria, los flavonoides que fomenten niveles de
AMPc también actuardn de manera similar, como por ejemplo la amentoflavona (Middleton y

Kandaswami, 1994).
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Los flavonoides también pueden manifestar propiedades antiinflamatorias a través de su
accion antioxidante, que les permite actuar contra el dano tisular debido a la formacion de
radicales libres generados como subproductos de las rutas ciclooxigenasa y lipoxigenasa. Su
potencial antioxidante radica en su capacidad de captar radicales libres, como por ejemplo en

la catequina, la rutina, la morina, la cianina y la delfinina (Hollman y Katan, 1998).

Es importante mencionar la gran ventaja de los flavonoides sobre los antiinflamatorios
clasicos ya que carecen de los efectos secundarios toxicos asociados con el uso de farmacos
sintéticos; es decir, no causan ulceracion gastrica como los antiinflamatorios no esteroidales

(AINE’s) (Pathak et al., 1991).

3.5 Orchidaceae

La familia Orchidaceae es probablemente una de las mas numerosas del reino vegetal ya
que incluye alrededor de 35 000 especies agrupadas en 800 géneros, 5 subfamilias y 9 tribus.

(Dressler, 1981).

Las orquideas se pueden clasificar en terrestres, epifitas (73%), litofiticas, semiacuaticas o
saprofitas, dependiendo del lugar donde se desarrollan. Las epifitas son plantas que, sin raices
en el suelo, crecen sobre plantas hospederas, por lo general arboles, pero sin tener un contacto
directo con los haces vasculares de las mismas. En consecuencia, las epifitas falsamente
llamadas pardsitas, no extraen agua ni nutrientes de sus hospederos. Las principales ventajas
de esta forma de vida es evitar la sombra del sotobosque y de los bosques humedos y densos,
ademas de evadir la competencia con las raices de los arboles, arbustos y hierbas que crecen

en el mismo habitat (Dressler, 1993).

Aunque la familia Orchidaceae se distribuye a lo largo de todo el mundo, la mayor parte de
las especies de orquideas se encuentra en las regiones tropicales (Hietz y Hietz-Seifert, 1994)
o subtropicales del mundo, por lo que la mayor concentracion de orquideas se encuentra en
las montafias, a 20 grados del ecuador, en alturas de 1 000 a 2000 metros sobre el nivel del
mar (Hausen, 1984). La concentracion de estas especies en los tropicos americanos varia con
la altitud, encontrandose el mayor numero de especies en México, Guatemala, Honduras,

Colombia, Venezuela y Brasil (Dressler, 1981).
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En Meéxico las orquideas se distribuyen principalmente en cuatro estados: Veracruz,
Oaxaca, Chiapas y Guerrero. Otros estados con una cifra considerable de especies son: el
estado de México, Morelos, Michoacén y las regiones mas bajas de Puebla y San Luis Potosi

(Hietz y Hietz-Seifert, 1994).

3.6 Etnobotanica

En México los miembros de la familia Orchidaceae son llamadas orquideas o lirios. En la
época precolombina el uso principal fue para la preparacion de mucilago o pegamento
(Hagsater et al,. 2005). Debido a la belleza de sus flores varias especies de orquideas son
utilizadas como plantas de ornato, como por ejemplo las especies del género Phalaenopsis,
procedentes de Asia y Australia (Hietz y Hietz-Seifert, 1994; Tatsuzawa et al., 1997). Muchas
otras especies tienen relevancia en las industrias cosmética y de alimentos por sus aceites
esenciales que les confieren propiedades aromaticas, tal es el caso de la especie Vanilla
planifolia. Asimismo, algunas culturas orientales utilizan los tubérculos de especies del
género Orchis para la produccion de harinas (salep) con propiedades reconstituyentes y
analépticas (Stoessl y Arditti, 1984). En paises como la India y Turquia, especies del mismo
género se agregaban a los vinos como alimento por sus supuestas propiedades afrodisiacas

(Zimmermann y Dougoud, 1959).

Entre las orquideas utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la disenteria
estan las especies del género Isochilus conocidas en México como sanguinarias. También las
especies Arpophyllum spicatum, Epidendrum anisatum, Epidendrum pastoris, Cranichis
speciosa, Bletia campanulata y Bletia coccinea son sefialadas para el mismo mal. Con las
especies Catasetum integerrimum, Cyrtopodium macrobulbon, Bletia purpurea y Prosthechea
citrina se preparan cataplasmas para el tratamiento de algunas heridas. Algunas de las
especies de Malaxis se utilizan para aliviar dolores de estomago. Las flores de Calanthe
calanthoides se usan para detener el sangrado nasal, de la misma manera que la savia de
Rhyncholaelia digbyana detiene las hemorragias en las heridas. De Laelia autumnalis se

utilizan las flores en infusion para aliviar la tos (Nageswara, 2004; Hagsater et al., 2005).

Las flores de la especie Angraecum fragans se emplean en la medicina tradicional por sus
propiedades sedantes, diaforéticas y expectorantes (Zimmermann y Dougoud, 1959). Algunas

especies del género Cattleya se utilizaban para el tratamiento de la hipotension por su alto
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contenido en tiramina. Las raices de Cypripedium reginae, también conocida como valeriana
americana, son utilizadas en América del Norte por sus propiedades tranquilizantes (Stoessl y
Arditti, 1984). En el género Dendrobium encontramos varias especies con propiedades
curativas, de estas destacan dos: Dendrobium nobile y Dendrobium loddigenssi. La primera
especie se emplea en la China desde tiempos ancestrales como ténico y antipirético, asi como,
para el tratamiento de desordenes gastrointestinales y anorexia (Onaka et al., 1965;
Miyazawa et al., 1997). También forma parte de la droga china “Shih-hu” empleada para
tratar la dismenorrea, el reumatismo, la impotencia y la leucorrea. El “Shih-hu” es apreciado
como tonico y por la creencia de que imparte la longevidad a sus consumidores (Kong et al.,

2003).

Otra orquidea usada en la medicina tradicional China es Bletia striata, también conocida
como “Daichi” o “Baiji”. Los pseudobulbos de esta planta se utilizan en el tratamiento de la
tuberculosis, Ulceras gastricas y duodenales, asi como también para mejorar la piel agrietada
en pies y manos (Kong et al., 2003). En China, Mongolia y Japén se utiliza para la
purificacion de la sangre y fortalecimiento de los pulmones; también es de utilidad para el
tratamiento de abscesos, tumores malignos, cancer de mama, flatulencias, dispepsia,
disenteria, fiebre, tulceras malignas, desordenes gastrointestinales, hemorroides, malaria,
enfermedades de los ojos, algunas micosis, tos, dolor de pecho, sangrados internos,
inflamacion y como agente expectorante. Un preparado a base de las raices de la planta
mezcladas con aceite se aplica de manera topica para aliviar quemaduras y enfermedades de
la piel, asi mismo, la planta entera es apreciada para curar leucorrea, tos purulenta y como

tonico (Kong et al., 2003).

Nervilia purpurea, conocida en Taiwan como “I-Tiam-Hong”, se utiliza para el
tratamiento de heridas y la hipertension. N. aragoana, en cambio, se emplea para curar
enfermedades pulmonares y la hipertension (Kikuchi et al., 1985a y 1985b). Finalmente, lo
tubérculos de Pleione bulbucoidiodes (“Shan ci-gu”) son efectivos para el tratamiento de
tumores en China (Bai et al., 1996 y 1997; Kong et al., 2003).
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3.7 Farmacologia

En 2008, se publicaron los resultados del estudio de 49 especies de la familia Orchidaceae
que han demostrado poseer actividad antitumoral, citotoxica, antiinflamatoria, relajante,

antialergénica, antimicrobial, fungicida y espasmolitica (Kovacs et al., 2008).

Dendrobium loddigenssi ha sido objeto de varios estudios fitoquimicos y farmacologicos,
algunos compuestos aislados de esta planta como la moscatilina, la moscatina y el diacetato
de moscatilina inhiben la agregacion plaquetaria inducida por el acido araquidonico o el
colageno. Otros estudios farmacoldgicos comprobaron que los alcaloides shihunidia y
shihunina, presentes también en la especie, son potentes inhibidores de la actividad de la

enzima Na' /K -ATPasa aislada de rifién de rata (Kong et al., 2003).

El extracto de Dendrobium nobile posee actividad antimutagénica y los principios
responsables del efecto fueron caracterizados como los bencilos gigantol y moscatilina

(Aloifol IT) (Fig. 2) (Miyazawa et al., 1997).
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1 OCH; 2) OMe

Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de Dendrobium nobile. 1) Gigantol, 2) Moscatilina (Aloifol
IT). Tomado de (Miyazawa et al., 1997).

Del extracto hidroalcohdlico de Dendrobium chysotoxum se aislaron 1,4,5-trihidroxi-7-
metoxi-9H-fluoren-9-ona, dendroflorina y dencrisana (Fig. 3). Los cuales fueron evaluados in
vitro en lineas celulares K-562, HL-60 de leucemia humana, A-549 de adenocarcinoma de
pulmén, BEL-7402 de hematoma humano y SGC-7901 de carcinoma de estémago, usando
cisplatino como control positivo. Los tres compuestos mostraron una mayor actividad en
BEL-7402 con los valores de Clso de 1.49, 0.97 y 1.38 pg/mL respectivamente (Chen et al.,
2008).
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Figura 3. Metabolitos secundarios aislados de Dendrobium chysotoxum. 1) 4,5-trihidroxi-7-metoxi-

9H-fluoren-9-ona, 2) dendroflorina y 3) dencrisana. Tomado de Chen et al., 2008.

Los compuestos 2,5-dihidroxi-3,4-dimetoxifenantreno, fimbriol-A, nudol, gimnopusina y
eriantridina, aislados de Maxillaria densa presentaron efecto relajante dependiente de la
concentracion, en el ileum de rata (Fig. 4). Estos compuestos inhibieron las contracciones
espontaneas inducidas con histamina, cloruro de bario y L-NAME, con una potencialidad

comparable a la de la papaverina (Estrada et al., 2004).

Ri R R; R4 Rs

1 OH H H OH OMe
2 OH H OMe OH OMe

3 H OH H OH OMe

Figura 4. Metabolitos secundarios aislados de Maxillaria densa. 1) 2,5-dihidroxi-3,4-
dimetoxifenantreno, 2) fimbriol-A, 3) nudol, 4) gimnopusina y 5) eriantridina. Tomado de Estrada et

al., 2004,
De Scaphyglottis livida fueron aislados cinco compuestos aromaticos 3,4’-dihidroxi-5,5’-

dimetoxibibenzil, batatasin III, coelonina, 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno y 3,7-

dihidroxi-2,4,8-trimetoxifenantreno (Fig. 5). Todos los compuestos indujeron una inhibicion,
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dependiente de la concentracion, en las contracciones espontaneas de ileum de rata, con

valores comparables a la papaverina (Estrada et al., 1999).

Figura 5. Metabolitos secundarios aislados de Scaphyglottis livida. 1) 3,4’-dihidroxi-5,5’-

dimetoxibibenzil, 2) batatasin III, 3) coelonina, 4) 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno y 5) 3,7-

dihidroxi-2,4,8-trimetoxifenantreno. Tomado de Estrada et al., 1999.

Gastrodia elata es una orquidea medicinal ampliamente utilizada en la region del Tibet,
Corea, Japon y China como alimento. Ademads, el rizoma se utiliza en China para aliviar
dolores de cabeza. Los tubérculos y el rizoma (cocidos o secos) se utilizan, con el nombre de
“tienma”, para el tratamiento de la migrafia, reumatismo, paralisis, convulsiones infantiles,
fiebre, entre otras numerosas afecciones (Noda et al., 1995; Kong et al., 2003). En Corea, los
tubérculos de la especie se utilizan para el tratamiento de desordenes nerviosos, para prevenir
el resfriado comin y como ténico. En Taiwan, la planta se recomienda para fortalecer el
sistema nervioso debilitado y aliviar los dolores de cabeza, en tanto que los japoneses la
utilizan para el vértigo, dolor de cabeza y enfermedades nerviosas. Recientemente, varias
pruebas farmacoldgicas han demostrado las propiedades sedantes y analgésicas del extracto
crudo; por otro lado, el extracto ocasion6 un incremento en el flujo sanguineo del corazon y
cerebro, disminuyendo asi la resistencia de los vasos sanguineos (Wu et al., 1996; Noda et al.,
1995). Por ultimo, Wu y colaboradores demostraron que el extracto acuoso posee actividad
antioxidante y secuestradora de radicales libres, mientras que el extracto metandlico tiene

poco efecto sobre los procesos de aprendizaje y memoria (Wu et al., 1996).

El efecto antiespasmddico de los extractos de hexano, cloroformo, metanol y agua de la

orquidea Encyclia michuacana fue estudiado in vitro sobre el ileum de conejillos de indias

27



comparado con tres espasmogenos: acetilcolina (Ach), histamina y cloruro de bario. El
extracto de cloroformo ejercid un efecto antiespasmodico significativo sobre contracciones
del ileum inducido por Ach, histamina y cloruro de bario (IC5,=90.64, 73.12 y 115.2 ng/mL,
respectivamente). Ademas, el extracto de cloroformo de Encyclia michuacana provoco una
inhibicion, dependiente de la dosis de las contracciones espontaneas del ileum de conejillo de

indias con potenciales comparables a las de la papaverina (Pérez y Vargas, 2009).

La fraccion de acetato de etilo del extracto acuoso de Anoectochilus formosanus indujo

apoptosis en la linea celular MCF-7 de carcinoma de mama (Lie-Fen et al., 2004).

Se ha informado que el extracto metandlico de Laelia autumnalis indujo relajacion en los
anillos aorticos precontraidos en un porcentaje de 85% con una Clso de 54.11+4.17 pg/mL y
un valor méaximo de 80% de inhibicion dependiente de la concentracion en anillos del
endotelio del duodeno. También demostré tener efectos antihipertensivos en ratas
espontdneamente hipertensas disminuyendo la presion arterial y el ritmo cardiaco

significativamente (Vergara-Galicia et al., 2008).

3.8 Antecedentes quimicos y farmacologicos del género Oncidium

Estudios previos de Oncidium pachyphyllum ahora Trichocentrum pachyphyllum conocida
en el estado de Morelos como oreja de burro, demostraron efectos vaso relajantes de los
extractos diclorometanico y metandlico de la raiz, pseudobulbos y hojas. Para el extracto de
diclorometano de raiz y pseudobulbo, se reporta un efecto vaso relajante de 83.41+4.05% y de
97.58+1.37% con una concentracion de 50 pg/mL, para el extracto metanolico de raiz de

78.61+5.62% y de 84.36+1.25% con la misma concentracion (Aleman et al., 2007).

Las hojas de la especie Oncidium cebolleta ahora Trichocentrum cebolleta son usadas por
los indios Tarahumaras del norte de México como un reemplazo temporal del peyote o
“hikuri” (Lophophora williamsii) durante sus ceremonias magico-religiosas, de esta orquidea
se aislaron 6 compuestos: 1).- 2,3-dihidroxi-4,7,8-trimetoxifenantreno, 2).- 2,7-dihidroxi-
3.,4,6-trimetoxifenantreno, 3).- 2,7-dihidroxi-3,4,6-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno, 4).- 2,7-
diacetato-3,4-dimetoxifenantreno, 5).- 2,7-dihidroxi-3,4-dimetoxifenantreno y 6).- 2,7-

dihidroxi-4,8-dimetoxifenantreno (Fig. 6) (Stermitz et al., 1983).
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Figura 6. Metabolitos secundarios aislados de Oncidium cebolleta. Tomado de Stermitz et al, 2009.

De las hojas de Oncidium excavatum y de Oncidium sphacelatum se han aislado dos
metabolitos secundarios, pectolinarigenina-7-rutinosido (pectolinarina) y escutelarina-6-metil-
eter-7-rutinosido, mientras que pectolinarigenina-7-glucosido so6lo se aisldé de Oncidium

excavatum (Williams, 1979).

3.9 Oncidium sphacelatum

3.9.1 Ubicacion taxonémica de Oncidium sphacelatum

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae

Tribu: Maxillarieae Figura 7. Oncidium sphacelatum Lindl.

Tomada por Gabriela Hernandez G.
Subtribu: Oncidiinae 2009.

Género: Oncidium

Especie: O. sphacelatum

Nombre binomial: Oncidium sphacelatum Lindl, 1841. (Fig. 7) (Chase y
Palmer, 1992).
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3.9.2 Descripcion botanica de Oncidium sphacelatum

Hierba ocasionalmente litofita, de 50-60 cm de alto sin incluir la inflorescencia. Raices
delgadas, 0.8-2.0 mm de grosor. Rizoma largo, 4-5 cm de largo, cubierto por vainas
papiraceas que con la edad se deshacen en fibras. Pseudobulbos separados por el rizoma,
oblongo-ovoides, comprimidos, bi-trifoliados, sulcados longitudinalmente, mostrando 3
costillas, verde-claros a amarillo-verdosos, brillantes, 10-20 x 2.5-5.0 cm, cubiertos en la base
por 4-6 vainas subcoriaceas, de 6-14 cm de largo, las dos o tres superiores foliosas, con
lamina foliar articulada, semejante a las hojas, de 15-40 x 1.5-3.0 cm. Hojas 2-3 en el apice
del pseudobulbo, erecto-arqueadas, linear-elipticas, ensiformes, agudas, subcoriaceas, verde-
claras, carinadas dorsalmente, 40-80 x 1.5-3.0 cm. Inflorescencia originada en la base del
pseudobulbo maduro, una por pseudobulbo, paniculada, erecta-arqueada, de 60-150 cm de
largo, densiflora, 30-100 6 mas flores simultdneas, ramas de 3-15 cm de largo; pedinculo de
20-50 cm de largo; provista de bracteas, triangulares, escarioso-papiraceas, amplexicaules,
agudas , las del peduinculo tubulares en la base, adpresas al tallo, 17-35 x 10-14 mm, las de la
base de las ramas 10-30 x 5-10 mm. Bracteas florales cuculadas, triangulares, escarioso-
papiraceas, amplexicaules, agudas, 4-8 x4-5 mm. Ovario pedicelado, tenuemente sulcado, 20-
32 mm de largo, 12-14 mm de grosor. Flores vistosas, con ligero agradable aroma diurno, 25-
30 mm de didmetro; sépalos y pétalos amarillos con manchas irregulares pardo-rojizos que
cubren las dos terceras partes de su longitud; labelo amarillo con dos manchas grandes de
forma irregular, pardo rojizas en el disco, alrededor del callo y manchas del mismo color
hacia los bordes. Sépalos extendidos, porcion apical recurvada, con los lados deflexos,
obtusos, con margenes ondulados, 5-nervados; sépalo dorsal ligeramente reflexo,
unguiculado, ufia de 1.5-2.0 mm de largo; eliptico a oblanceolado, ligeramente conduplicado
en el apice, 8-15 x 4-7 mm; sépalos laterales falcados, cortamente connados en la base,
unguiculados, ufia de 2.5 mm de largo; angostamente elipticos, margenes ondulados,
carinados en el dorso, 11-17 x 2.5-5.0 mm. Pétalos ligeramente incursados, con la porcion
apical recurvada, cortamente unguiculados, ufia de 1 mm de largo; ovados a elipticos o
lanceolados, agudos, en ocasiones obtusos, ligeramente carinados dorsalmente, 5-nervados,
10-15 x 6-7 mm. Labelo ampliamente panduriforme, trilobado, plano, formando un dngulo de
135° con respecto a la columna, diminutamente papiloso alrededor del callo, 12-18 mm de
largo, 8-12 mm de ancho a la altura de los I6bulos laterales; ¢stos muy pequefios en relacion
con el 16bulo medio, semiorbiculares, redondeados, con los margenes deflexos, 2-4 x 3-5 mm;

istmo amplio, con los bordes extendidos, 7-9 mm de ancho; l6bulo medio subreniforme,
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bilobulado, apice retuso, con margenes irregulares o crenado ondulados, 7-10 x 12-18 mm.
Callo blanco con manchas o puntos pardo rojizos, extendiéndose menos de un cuarto de la
longitud del labelo, pubescente, oblongo, formado principalmente por cinco quillas, dos
cortas en la base y tres quillas en la parte distal, dos laterales que terminan en un diente agudo
o romo, ambos divergentes entre si y una central mas corta que las anteriores, 3-4 mm de
largo, 2.5-3.0 mm de ancho. Columna delgada, encorvada, dilatada hacia el apice a la altura
del estigma, 5-6 mm de largo, amarillo-verdosa, a veces con manchas pardo rojizo en el
dorso, alada, con pocas manchas en el dorso; tabula infraestigmatica suborbicular, con un
sulco ligero, ensanchada en su parte media, papilosa en su mitad superior, amarilla; alas
delgadas, descendentes, oblicuo-triangulares, muy angostas en la parte superior, con margen
irregular, algo crenado o eroso dentado, diminutamente celular papilosa, amarillas con
manchas rojizas en el borde, 1.0-1.6 x 2-3 mm. Antera semiovoide, con el dpice agudo,
unilocular, amarilla, papilosa hacia los bordes laterales, con una quilla gruesa en la parte
exterior, amarilla, 2.5 mm de largo, 1.4 mm de ancho. Polinario: tipo XI de la clasificacion
de Chase (1987), 2 mm de largo, formado por dos pelinios obovoides, sulcados, 0.9 mm de
largo, 0.5-1.0 mm de ancho; estipite laminar, semitubular, terminando en un pico en la parte
dorsal, donde parte una ldmina lateralmente aplanada, en donde se sujetan los polinios, por
medio de las caudiculas cortas, 1.4 -1.5 mm de largo; viscidio ovoide, pardo. Clinandrio
ovado, papiloso, amarillo-verdoso. Restelo corto, triangular. Cavidad estigmatica eliptica,
concava, brillante, blanco-rojiza con venas rojas. Capsula elipsoide, fusiforme, pedicelada, 4

cm de largo, 1 cm de grosor, pedicelo de 2 cm de largo (Fig. 8) (Jiménez, 2008).

3.9.3 Nombres comunes

Flor de mayo, mayitos y lluvia de oro (en Veracruz); Zuchsuchjaz (tzeltal, en Chiapas)

(Jiménez, 2008).
3.9.4 Estado de conservacion
No amenazada. Esta especie es muy comun y distribuida ampliamente, vive en una amplia
variedad de condiciones ambientales, tolera bien la perturbacion del habitat. La presion de

colecta es baja, ya que existen en cultivo numerosas plantas a las que es facil propagar por

division de mata (Jiménez, 2008).
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Figura 8. Oncidium sphacelatum Lindl. Dibujo por G. Salazar, basado en G. Salazar 3151. A. Planta.
B. Flor vista de frente. C. Flor vista de perfil. D. Sépalos y pétalos. E. Labelo. F. Columna. G. Callo.
H. Polinario. I. Columna y callo de perfil. J. Capsula (Jiménez, 2008).

3.9.5 Habitat

Epifita y ocasionalmente litofita; en bosque tropical perennifolio, bosque tropical
subcaducifolio, bosque de Quercus, bosque espinoso de Haematoxylon campechianum,
vegetacion riparia y vegetacion secundaria en plantaciones de café y naranjales, desde el nivel
del mar hasta cerca de los 1000 m. Florece de febrero a junio, siendo mayo el mes de mayor

floracion (Jiménez, 2008).
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3.9.6 Distribucion geografica

México, en la Planicie Costera del Golfo de México, partes bajas de la Sierra Madre
Oriental, Depresion Central de Chiapas y Peninsula de Yucatan; San Luis Potosi, Hidalgo,
Querétaro, Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche y Quintana Roo (Fig. 9);

Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Venezuela y Cuba (Jiménez, 2008).

Figura 9. Distribucion geografica de Oncidium sphacelatum en México. Modificado de Jiménez, 2008.

3.10 Cancer

El cancer es el crecimiento anormal e incontrolado de células, localizado en alguna parte
especifica del cuerpo. Este tipo de degeneracion puede darse en varias partes del organismo.
El cancer comienza en las células, que son las unidades bésicas que forman los tejidos del

cuerpo (IMSS, 2008).

El cuerpo estd compuesto de muchos tipos de células. Estas células crecen y se dividen
para producir nuevas células conforme el cuerpo las necesita. Cuando las células envejecen,
mueren y €stas son reemplazadas por cé€lulas nuevas. Pero a veces, este proceso ordenado de
division de células se descontrola. Células nuevas se siguen formando cuando el cuerpo no las
necesita. Cuando esto pasa, las células viejas no mueren cuando deben morir. Estas células
que no son tejido es lo que se llama tumor. No todos los tumores pueden ser cancerosos. Los

tumores pueden ser benignos o malignos (Fig. 10) (INC, 2007).
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Figura 10. Ilustracion de células normales y anormales (INC, 2007).

e Los tumores benignos no son cancerosos. Generalmente se pueden extraer (extirpar).
En la mayoria de los casos, estos tumores no vuelven a crecer. Las células de los

tumores benignos no se diseminan o riegan a otros tejidos o partes del cuerpo.

e Los tumores malignos son cancerosos. Las células en estos tumores pueden invadir el
tejido a su alrededor y diseminarse (regarse) a otros organos del cuerpo. Cuando el

cancer se disemina o riega de un parte del cuerpo a otra, se llama metastasis (INC,

2007).

El nombre de cancer depende del 6rgano o tipo de célula donde empezd u origind. Por
ejemplo, el cancer que empieza en el estobmago se llama cancer de estomago. Algunos
canceres no forman tumores. Por ejemplo, la leucemia es un cancer de la médula 6sea (el

tejido esponjoso dentro de los huesos) (INC, 2007).

3.10.1 Tipos de cancer

Existen varias maneras de clasificar el cancer, una clasificacion general se relaciona con el
tipo de tejido en donde el tumor emerge. Los tres subtipos principales son: los sarcomas, los

carcinomas y las leucemias (Malcom, 2001).

e Los sarcomas proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios, vasos
sanguineos, musculos y tejido adiposo.

e Los carcinomas proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que tapizan
las cavidades y 6rganos corporales; y de los tejidos glandulares de la mama y prostata.

Los carcinomas incluyen algunos de los canceres mas frecuentes. Los carcinomas de
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estructura similar a la piel se denominan carcinomas de células escamosas. Los que
tiene una estructura glandular se denominan adenocarcinomas.

o Las leucemias y los
linfomas, incluyen los canceres de los tejidos formados de las células sanguineas. Este
tipo de enfermedades producen inflamacion de los ganglios linfaticos, invasion del

bazo y médula 6sea, y existe una sobreproduccion de células blancas inmaduras

(Malcom, 2001).

Debido a que las células epiteliales cubren la piel, el tracto respiratorio, digestivo y por lo
tanto se encargan de metabolizar los carcindgenos ingeridos, no es sorprendente que mas del

90% de los canceres ocurran en el epitelio (Malcom, 2001).

3.10.2 El cancer en México

En México, durante 2007 se registraron 514 420 defunciones, 55.4% fueron hombres y
44.6% de mujeres; de las cuales, los tumores malignos ocuparon el tercer lugar entre las
principales causas de muerte del pais con 68 815 casos (13.4%), por debajo de los decesos por

las enfermedades del sistema circulatorio y las enfermedades endocrinas, nutricionales y

metabolicas (INEGI, 2007).

De 1998 a 2007 se observa que las defunciones por tumores malignos tienden a
incrementarse, siendo las mujeres las que presentan los porcentajes mas altos en este periodo

(Fig. 11) (INEGI, 2007).

Porcentaje de defunciones por tumores malignos por sexo segln afio de ocurrencia, 1998-2007
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Nota: El porcentaje esta en relacion con el total de defunciones registradas en cada afio, en general y
por sexo (INEGI, 2007).
En 2007 el cancer representd la tercera causa de muerte entre las mujeres con 35 303
defunciones (15.4%), mientras en los hombres fue la cuarta causa con 33 509 muertes, lo que

representa 11.8% del total de defunciones entre los varones (INEGI, 2007).

Algunos tipos de cancer se localizan de forma diferenciada en mujeres y hombres, ya sea
por factores biologicos o de riesgo, lo que influye en su prevalencia. En las mujeres los tres
principales tipos de cancer que causaron fallecimientos durante 2007 fueron: el de mama
(13.8%), cuello del utero (12.1%) e higado (7.6%); es importante sefialar que si bien
disminuyo el porcentaje de muertes por estos tipos de cadncer en comparacion con 2006, se

continllan manteniendo en los primeros lugares (INEGI, 2007).

En los hombres, el cancer de prostata (15.7%), de traquea, bronquios y pulmon (14%) y de
estomago (9%) fueron las principales causas de muerte por neoplasias malignas durante 2007,
al igual que en las mujeres, estas causas son similares a las de 2006, aunque el porcentaje de

muertes que se les atribuyen ha disminuido (Fig. 12) (INEGI, 2007).

Figura 12. Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo (INEGI,

2007).

Por otra parte, la edad de la poblacion estd relacionada con el tipo de cancer que padece.

Los hombres mayores de 60 afios presentan mayor incidencia de casos de cancer de 6rganos
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digestivos, seguido del aparato respiratorio y 6rganos genitales; en la poblacion menor de 20
afios, resalta el cancer del tejido linfatico, de 6rganos hematopoyéticos y tejidos afines, asi
como las lesiones en ojo, encéfalo y otras partes del sistema nervioso central y érganos

genitales masculinos (siendo comun el cancer testicular) (INEGI, 2007).

En general, se presenta una tendencia a incrementarse el total de casos, excepto en los
tumores malignos de hueso y cartilago articulares en adolescentes de 15 a 19 afos; 6érganos
genitales de 20 a 29 afios, y de ojo, encéfalo y otras partes del sistema nervioso central en

nifios de 1 a 9 afios (Fig. 13) (INEGI, 2007).

En las mujeres, la incidencia de cancer en menores de 20 afios son por: tumores del tejido
linfatico, de drganos hematopoyéticos y tejidos afines, seguido de ojo, encéfalo y otras partes
del sistema nervioso central y los o6rganos digestivos; y para las mujeres mayores de 60 afios
destacan los tumores malignos en los 6rganos digestivos, genitales y mama. Sin embargo, en
la poblacion de 50 a 59 afios es donde se encuentra la mayor prevalencia de defunciones por

estos tipos de cancer (INEGI, 2007).
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3.10. 3 Tratamiento del cancer

Como bien se sabe, el cancer es una enfermedad que si es detectada a tiempo puede ser
curable, hoy en dia se tratan de establecer terapias individuales en las cuales se combinan los
tratamientos, ya que es conocido, que por su etiologia genética el cancer se desarrolla de
manera muy particular de paciente a paciente. Existen varios tratamientos como los procesos
quirurgicos, que consisten en extirpar una parte del 6rgano o tejido, segun lo avanzado y el
lugar donde se encuentre localizado el cancer. La quimioterapia consiste en suministrar un
medicamento que mata células, y que puede ser utilizado en diversas etapas durante un
tratamiento, antes de un proceso quirirgico, o bien de manera alterna a un tratamiento de
radioterapia, este ultimo bédsicamente consiste en aplicar Rayos X para matar células, reducir

el tamafio del tumor y facilitar su extirpacion (IMSS, 2008).

3.10.3.1 Quimioterapia

La quimioterapia del cancer tiene como finalidad causar una lesion citotoxica letal que
detenga el progreso del tumor en tratamiento. El ataque suele dirigirse contra los sitios
metabolicos esenciales para la multiplicacion celular, por ejemplo, los precursores de purina y
pirimidina disponibles para la sintesis d¢ ADN o ARN. Lo ideal es que estos farmacos solo
interfirieran con los procesos celulares Unicos de las células que conforman las neoplasias, sin
embargo, afectan a todas las cé€lulas que proliferan, tanto normales como anormales. Por este
motivo casi todos los agentes antitumorales tienen una curva de dosis y reaccion muy
inclinada tanto para los efectos toxicos como para los terapéuticos; en consecuencia es
importante ajustar las posologias de los farmacos al estado fisico del paciente (Mycek et al.,

2004).

Existen algunos antecedentes historicos que dan cuenta del empleo de compuestos
quimicos para tratar este tipo de padecimientos. Por ejemplo, hace aproximadamente 500
afios, se utilizaron algunas preparaciones de plata, zinc y mercurio o la llamada solucion de
Fowler (arsenito de potasio) que Lissauer, en 1865, la utiliz6 para tratar a un paciente con

leucemia (Parra et al., 2006).

La quimioterapia se inicid en la década de los afios 1940, con la introduccion de las

mostazas nitrogenadas, las cuales fueron sintetizadas como armas quimicas. Las autopsias
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realizadas a los soldados muertos por exposicion al llamado gas mostaza, indicaban que estas
victimas presentaban una hipoplasia linfoide generalizada asi como mielosupresion (Chabner

y Roberts, 2005).

En 1942, Louis Goodman y Alfred Gilman fueron reclutados por el Departamento de
Defensa de los Estados Unidos, con el fin de evaluar el potencial terapéutico de una serie de
toxinas desarrolladas para la guerra quimica. Goodman y Gilman tomando en cuenta los datos
obtenidos por las autopsias, propusieron que a dosis bajas, de un agente similar podria causar
una regresion de un tumor linfatico. Después de evaluaciones exitosas en ratones, ambos
farmacologos convencieron a su colaborador, el cirujano Gustav Lindskog para que tratara a
un paciente que sufria de un linfoma del tipo no-Hodgkin con la mecloroetamina, una
mostaza nitrogenada. No obstante, que se produjo una remision del tumor por algunas
semanas, éste continuo6 su crecimiento hasta la muerte del paciente. Sin embargo, por primera
vez se establecid que la administracion sistematica de algunos farmacos puede inducir la

regresion de tumores cancerosos (Chabner y Roberts, 2005).

Una de las principales caracteristicas de estos derivados nitrogenados es su habilidad
alquilante, propiedad que permiti6 su desarrollo para el uso clinico. No obstante de que los
primeros resultados utilizando quimioterapia en contra del cancer fueron limitados, fue claro
que esta aproximacion mostraba un enorme potencial para obtener firmacos antineoplasicos.
Este argumento, motivo la creacion de un programa de desarrollo de farmacos anticancerosos,
en especial en Estados Unidos de América y en 1955, se autoriz6 la creacion del Centro de
Servicio Nacional de la Quimioterapia de Cancer en el Instituto Nacional del Cancer. Desde
entonces se han aprobado mas de 30 farmacos para el uso en el tratamiento de los pacientes

con enfermedades malignas (Chabner y Roberts, 2005).
3.11 Principios activos de origen natural

El aislamiento de compuestos anticancerosos de origen natural se ha efectuado a partir de
diferentes estrategias: una de ellas es aquélla que toma en cuenta los antecedentes

etnomédicos de las especies bajo estudio; otra es el tamizaje; inclusive por medio de la

evaluacion directa de estructuras novedosas (Parra et al., 20006).
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En 1982, se publicaron aproximadamente 3000 especies de plantas que etnomédicamente
se habian referido como anticancerosas (Hartwell, 1982). Sin embargo, debido a que algunos
sintomas del cancer se pueden confundir con procesos inflamatorios simples, es dificil separar
las posibles especies anticancerosas con aquellas que presentan propiedades antiinflamatorias

(Parra et al., 2006).

En la medicina tradicional de diversas regiones del mundo se describen las propiedades
beneficiosas de Catharantus roseus L., especie conocida cominmente como Vinca rosea, por
lo que hoy en dia se le conoce simplemente como “vinca” (Fig. 14-1). Esta especie habia sido
referida como hipoglucemiante; sin embargo, cuando se estudiaron sus efectos
farmacoldgicos se encontrd que provocaba granulocitopenia y depresion de la médula 6sea de
la rata. Investigaciones posteriores realizadas por Johnson y colaboradores, demostraron que
algunas fracciones de alcaloides de la vinca tenian actividad contra la neoplasia linfocitica
murina. El estudio quimico permiti¢ el aislamiento de cuatro alcaloides diméricos activos:
vinblastina, vincristina, vinleurosina y vinrosina (Fig. 14-2). (Calabresi y Chabner en

Hardman et al., 1996; Cragg y Newman, 2005).

La vincristina se emplea para tratar la leucemia linfoblastica aguda en nifios, el tumor de
Wilms, el sarcoma de Ewing de tejidos blandos y los linfomas de Hodgkin y no-Hodgkin, asi
como algunas otras neoplasias que proliferan con rapidez. La vinblastina se administra con
bleomicina y cisplatino para tratar el carcinoma testicular metatdsico. Asi mismo se utiliza

para los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin diseminados (Mycek et al., 2004).

Vinblastine; R = CHy
1) 2) Vincristine; R = CHO

Figura 14. 1) Flor de Catharantus roseus L. Tomada de http://www.nybg.org/bsci/belize/gallery.html;
2) Estructuras quimicas de la vinblastina y vincristina. Tomada de Cragg y Newman, 2005.
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En la década de los 60’s se realizd una evaluacion masiva de las propiedades citotoxicas de
cientos de extractos de especies vegetales por el Instituto Nacional del Cancer (EUA). Como
resultado de esta busqueda, se descubrio la propiedad citotdxica del tejo del pacifico (Taxus
brevifolia Nutt.) (Fig. 15-1). Estudios posteriores permitieron el aislamiento y elucidacion
estructural del taxol, un diterpeno responsable de la propiedad citotoxica del tejo (Chabner y

Roberts, 2005; Cragg y Newman, 2005; Mann, 2002).

El taxol tiene buena actividad contra el cancer ovarico avanzado y el cancer de mama
metatasico. Los estudios iniciales indican resultados favorables en el cancer pulmonar de
células pequenas, el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, y otros diversos
canceres. Su administracion combinada con otros formacos antineoplésicos esta bajo estudio

(Mycek et al., 2004).

El taxol hoy comercializado con el nombre de paclitaxel® (Fig. 15-2) es el compuesto
anticanceroso mas vendido en el mundo. En 2000, las ganancias por la venta de este

compuesto superaron a los 1,5 mil millones de dolares anuales (Mann, 2002).

Paclitaxel

1) 2)
Figura 15. 1) Taxus brevifolia Natt. Tomada de
http://www.yorkseed.com/catalog/index.php?main page=index&cPath=5 119&zenid=d57niv74cltdu
3i99apmh23g12; 2) Estructura quimica del paclitaxel. Tomada de Cragg y Newman, 2005.
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La especie Podophyllum peltatum L., se empleé como remedio popular por los indigenas
de América y los primeros colonizadores (Fig. 16-1), por sus efectos eméticos, catarticos y
antihelminiticos. A partir de esta planta, se aislo la podofilotoxina, de la cual, se obtuvieron
dos glucdsidos semisintéticos, el etopdsido y el tenipésido (Fig. 16-2), los cuales tienen
aplicacion en el cancer testicular y el carcinoma de células pequefias del pulmoén (Calabresi y

Chabner en Hardman et al., 1996).
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Figura 16. 1) Flor de Podophyllum peltatum L. Tomada de
http://en.wikipedia.org/wiki/Podophyllum_peltatum; 2) Estructuras quimicas del etoposido y
teniposido. Tomadas de Cragg y Newman, 2005.

Otros compuestos con importancia clinica son la camptotecina y sus derivados, el
irinotecano y el topotecano. Asi también la homoharringtonina, la elipticina y su derivado, el
eliptinium (Fig. 17). Este Gltimo, empleado en Francia para el tratamiento del cancer de mama

(Cragg y Newman, 2005).

Desafortunadamente todos los farmacos anticancerosos ya sean de origen natural o
sintético, producen efectos colaterales, siendo en ocasiones bastante severos para el paciente,
adicionalmente las células cancerosas, a la larga desarrollan resistencia a los diferentes
farmacos, lo que demanda una continua busqueda de nuevos farmacos anticancerosos con

menos efectos toxicos y con mayor selectividad (Flores-Rosete y Martinez-Vazquez, 2008).
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Figura 17. Compuestos de origen natural y algunos derivados con importancia clinica en el tratamiento

del cancer. Tomadas de Cragg y Newman, 2005.

3.12 Inflamacion

La inflamacién es un sistema complejo de interacciones entre los factores solubles
(quimioquinas, las cuales regulan la migracion direccional de leucocitos durante estados de la
inflamacién) y las células que pueden presentarse en cualquier tejido en respuesta a la lesion
traumadtica, infecciosa, toxica o autoinmune. El proceso conduce normalmente a la
recuperacion de la infeccion y a su curacion, sin embargo, si la destruccion y la reparacion no
se ponen en fase correctamente, la inflamacioén puede conducir al dafio persistente del tejido

por los leucocitos (Nathan, 2002).

Las caracteristicas de la inflamacion, consisten en la presencia de dolor, aumento de
temperatura, hinchazon y enrojecimiento, (en ocasiones la pérdida de la funcion). Estos
signos (calor, rubor y dolor) de manera general constituyen los efectos de cualquier proceso

inflamatorio (Gijon y De Miguel, 1997).
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3.12.1 Tipos de inflamacion

La inflamacion segun su duracion se divide en aguda y cronica.

e La inflamacion aguda es de duracion relativamente corta (minutos, horas o unos pocos
dias), se inicia muy rapidamente y se caracteriza por el exudado de fluidos plasmaticos
y la migracion de leucocitos polimorfonucleares (LPMN), predominantemente
neutrofilos.

e La inflamaciéon cronica dura semanas, meses o incluso afios y se caracteriza
histologicamente por el infiltrado de linfocitos, neutréfilos, eosindfilos, fibroblastos y

macrofagos con la proliferacion de vasos sanguineos y tejido conectivo (Muller,

2002).

3.13 Relacion cancer-inflamacion

La relacion funcional entre la inflamacion y cancer no es nueva. En 1863 Virchow propuso
que el origen del cancer estaba en sitios de inflamacion cronica, su hipotesis, 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 proliferacion celular (Coussens y Werb, 2002).

Recientes datos han sefialado que la inflamacion es un componente critico en la progresion
tumoral. Muchos canceres se presentan en sitios de infeccion, irritacion cronica e inflamacion.
En la actualidad, es claro que el microambiente de los tumores esta dirigido en gran parte por
células inflamatorias y es indispensable en el proceso neoplasico, fomentando la
proliferacion, la sobrevivencia y la migracion. Adicionalmente, las células tumorales han
copiado algunas de las sefiales moleculares del sistema inmune innato, como son las

quimioquinas, la invasidon por receptores, la migracion y la metéstasis (Coussens y Werb,

2002).
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IV. JUSTIFICACION

Tomando en cuenta la gran diversidad vegetal y el conocimiento empirico dentro de la
medicina tradicional, la investigacion en productos naturales se ha enfocado, entre otros
objetivos, en la busqueda de los metabolitos secundarios con actividad antiinflamatoria y
anticancerigena (Kovacs et al, 2008). Las especies de la familia Orchidaceae han sido poco
estudiadas tanto desde el punto de vista quimico como de actividad biologica, algunas
especies han demostrado poseer actividad antitumoral, citotoxica, antiinflamatoria, relajante,

antialergénica y espasmolitica (Kovacs et al., 2008).

Por otra parte en nuestro pais el cancer es un problema de salud publica. De acuerdo con
las estadisticas es la tercera causa de muerte, para el afio 2007 se presentaron 68 815
defunciones por este padecimiento (INEGI, 2007). Se estima que cada afio el nimero de casos
de cancer se incrementara, por lo cual se hace importante la busqueda de nuevas moléculas
que permitan el desarrollo de farmacos para el tratamiento de esta enfermedad. Bajo esta
perspectiva se plante6 la presente investigacion en la que se evalud la actividad
antiinflamatoria y citotoxica de los extractos organicos y compuestos aislados de hojas de

Oncidium sphacelatum.
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V. HIPOTESIS
De algunas especies de Orchidaceae se han aislado metabolitos secundarios con actividad

citotoxica, entonces es factible suponer que Oncidium sphacelatum, dada la relacion

filogenética, sintetice metabolitos secundarios con actividad citotoxica.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Realizar el estudio fitoquimico de las hojas de Oncidium sphacelatum, asi como evaluar la
actividad antiinflamatoria y citotoxica de extractos organicos y de sus compuestos

mayoritarios.

6.2 Objetivos particulares

e Obtener extractos orgéanicos (hexano, acetato de etilo, metanol e hidroalcohdlico) de
hojas de Oncidium sphacelatum.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotdxica de los extractos organicos

e Aislar los compuestos mayoritarios de los extractos por medio de métodos
cromatograficos.

e Purificar e identificar los compuestos aislados.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotdxica de los compuestos aislados.
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VII. MATERIAL Y METODO

7.1 Material biologico

El material vegetal (hojas) fue donado por el Jardin Botanico del Bosque de Chapultepec
(México D. F.) en abril de 2009 (carta 1 del anexo). Se prensaron dos ejemplares de herbario,
los cuales fueron depositados en el herbario MEXU con los siguientes nimeros de registro
175258 (Fig. 18) y 175265 (Fig. 19) (carta 2 del anexo). Las hojas fueron trasladadas a las
instalaciones del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México, para

su procesamiento fitoquimico.

18. Ejemplar de Oncidium sphacelatum registrado en el herbario MEXU con el nimero 175258.

19. Ejemplar de Oncidium sphacelatum registrado en el herbario MEXU con el nimero 175265.
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7.2 Estudio fitoquimico

El analisis fitoquimico de las hojas de Oncidium sphacelatum se realizé en el Laboratorio
1-4 de Productos Naturales del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de

México.

Las hojas de Oncidium sphacelatum fueron deshidratadas a temperatura ambiente y a la
sombra, posteriormente ya secas se molieron en una licuadora industrial marca internacional

modelo LI-5. Las hojas secas y molidas se pesaron en una balanza granataria marca Ohause

GT 4800, obteniendo un total de 500 g.

Se colocaron 250 g de hoja en un matraz erlenmeyer de 2000 mL y se sometieron a
maceracion sucesiva con hexano, acetato de etilo y metanol a temperatura ambiente durante

48 horas, repitiendo el procedimiento 3 veces por cada disolvente (Fig. 20-1)

Se colocaron 250 g de hoja en un matraz baléon de 2000 mL y se extrajeron a reflujo con
una mezcla de etanol-agua destilada (6:4) durante 30 minutos, repitiendo el procedimiento 3

veces consecutivas (Fig. 20-2).

1) 2)
Figuras 20. Hojas de Oncidium sphacelatum secas y molidas 1) sometidas a maceracion con metanol.

2) sometidas a reflujo con una mezcla de etanol-agua 6:4.
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El exceso de disolvente fue eliminado por destilacion a presion reducida en un rotavapor

marca Biichi R-480.

7.2.1 Particion de los extractos metandlico e hidroalcoholico

Los extractos metandlico e hidroalcoholico fueron sometidos a biparticion con hexano,

acetato de etilo y metanol, con el fin de extraer de manera preferencial los compuestos de

polaridad media como se muestra en los diagramas de flujo 1 y 2.

Diagrama de flujo 1. Particion del extracto metandlico de hojas de Oncidium sphacelatum.
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Diagrama de flujo 2. Particion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Oncidium

sphacelatum.

7.3 Analisis cromatografico

La separacion y purificacion de los extractos se realizd por cromatografia en columna
abierta (CC) a presion reducida, en columnas de vidrio de diferentes capacidades de acuerdo
a la cantidad de muestra a analizar, empacadas con gel de silice (MN-Kieselgel G Macherey-
Nagel) en una proporcién 3:1 con respecto al peso del extracto a separar, mientras que para la
adsorcion del extracto en gel de silice se utiliz6 una proporcion 1:1. Se emplearon como
eluyentes mezclas de disolventes con polaridad creciente, iniciando con hexano (100%),
prosiguiendo con mezclas de hexano-acetato de etilo (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, y
1:9), acetato de etilo (100 %), mezclas de acetato de etilo-metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6,
3:7, 2:8, y 1:9) y terminando con metanol (100%), colectdndose fracciones de 250, 100 y 15

mL cada una, dependiendo del extracto analizado.

Para el analisis cromatografico de los extractos asi como de las fracciones de los mismos,

se utilizo la cromatografia en capa fina (CCF) para lo cual se emplearon, placas de aluminio

51



recubiertas de gel de silice (silical gel 60/UV250, Alugram) y se utiliz6 como revelador luz
UV y/o sulfato cérico (CeySO4) al 1% en écido sulfurico (H,SO4 Backer) 2N. Aquellas

fracciones que presentaron un patron cromatografico similar en CCF fueron reunidas.

Los compuestos fueron purificados por precipitaciones sucesivas, una vez precipitado el

compuesto y para verificar su pureza se realizo CCF.

7.4 Reaccion de acetilacion

Para la obtencion del 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona y el acetato de
pectolinarina se realizd una reaccidon de acetilacion, para lo cual 300 mg de extracto o
compuesto (100 mg), se colocaron en un matraz balén de 50 mL, se adicion6 piridina (1 6 2
mL) y anhidrido acético (1 6 2 mL) seglin la cantidad a reaccionar. La mezcla de reaccion se
sometid a calentamiento (aproximadamente 100°C) durante 6 horas, una vez pasado este
tiempo se retird el matraz balon se agrego hielo y agua destilada, el precipitado obtenido se
filtr6 a presion reducida. El matraz balon fue lavado con AcOEt, dicho lavado se colocé en un
matraz erlenmeyer junto con el precipitado de la reaccion disuelto en AcOEt, para eliminar el
agua se le agregd sulfato de sodio anhidro, este se filtr6 mediante un embudo con algodon
desengrasado y se colocd en un matraz baldén para la evaporacion del disolvente a presion
reducida, la evaporacion del disolvente dejo como residuo un precipitado. Se tomo una
pequeiia cantidad del producto acetilado para realizar una CCF la cual reveld una mezcla que

posteriormente se purificé mediante CC en ambos casos.

7.5 Reaccion de hidrolisis

La fraccion insoluble del extracto metanodlico (FIM) se sometid a una reaccion de
hidrolisis, colocando en un matraz balon de 50 mL, 1 g de extracto, 2 mL de etanol (EtOH) y
1 mL de acido clorhidrico (HCI) concentrado. La mezcla de reaccién se sometid a reflujo
durante 4 horas, una vez pasado este tiempo se retir6 el matraz balon y se agreg6 hielo y agua
destilada fria, se filtro a vacio. El precipitado se disolvié con una mezcla de metanol-agua
destilada 1:1, mientras que las aguas madres se extrajeron con AcOEt para posteriormente
evaporar el disolvente a presion reducida, este procedimiento dejo como residuo 408.7 mg de
un precipitado de color verde. Se tomd una pequenia cantidad del producto de reaccion para

realizar una CCF la cual reveld una mezcla que posteriormente se purificé mediante CC.
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7.6 identificacion de compuestos

La identificacion de los compuestos se realizd por medio de métodos fisicos (punto de

fusion) espectroscopicos y espectrométricos (RMN, 'H, °C, IR y Espectrometria de masas).

Punto de fusion: Los puntos de fusion (p.f.) (°C) se determinaron en un aparato Fischer

Jones y se reportan los valores sin correccion.

Espectroscopia de Infrarrojo: Los espectros en el Infrarrojo (IR) se obtuvieron en un
espectrofotometro Nicolet modelo Magna IR Spectrofotometer 750, en pastilla de bromuro de

. . -1
potasio (KBr). Las absorbancias se presentan en cm’ .

Espectrometria de masas: Los espectros de masas (EM) se obtuvieron en un equipo
Hewlett-Packard modelo 5945 A, JMS-SX 102 JEOL y JMS-AX505 mediante la técnica de
impacto electronico a 70 eV. Los resultados se presentaron como relacion de masa respecto de

la carga (m/z).

Resonancia magnética nuclear: Los espectros de resonancia magnética nuclear protdnica
RMN (IH) y de carbono 13 (13C) se corrieron en espectrofotometros Varian Gemini XL-200,
Varian VXR 300. Para disolver las muestras, se utilizd el cloroformo deuterado (CDCls)
Aldrich, se emple6 el tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos
quimicos (0) estan expresados en partes por millon (ppm). Las sefiales protonicas se indicaron
con las siguientes abreviaturas: (s) singulete, (d) doblete, (t) triplete, (q) cuadruplete y (m)
multiplete. Las constantes de acoplamiento (J) estdn expresadas en Hertz (Hz). Los

experimentos adicionales de RMN incluyeron DEPT, COSY y HETCOR.

Aquellos compuestos conocidos fueron identificados por comparacion de sus datos

espectroscopicos y constantes fisicas con lo informado en la literatura.
7.7 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realizd mediante el ensayo de edema
inducido en oreja de raton por el 13-acetato de 12-O-tetradecailforbol (TPA), siguiendo la

metodologia propuesta por Della y colaboradores (1994).
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Ensayo de TPA: Se emplearon ratones machos (cepa CDI, de 20 a 25 g) los cuales se
pesaron y fueron separados al azar en grupos de tres: un grupo control y dos grupos tratados.
Cada grupo fue anestesiado con pentobarbital sodico (PBS) a una dosis de 31.5 mg/kg por
via intraperitoneal (Fig. 21-1). A los grupos control y tratados se les aplico topicamente 10 puL
de la solucion etandlica de TPA (250 pg/mL) en la oreja derecha, y 10 pL de etanol en la
oreja izquierda aplicando para ambos casos 5 pL en cada cara de la oreja con ayuda de una
micropipeta Hamilton (Fig. 21-2). 10 minutos después de la aplicacion de TPA, a los grupos
tratados se les aplicd 20 uL del extracto o compuesto a evaluar en ambas caras de la oreja
derecha a las dosis de 1.0 o 0.31 umol/oreja disueltos en disolventes afines a los extractos y
compuestos (diclometano, acetato de etilo y metanol), y en la oreja izquierda soélo se aplico
20 pL del vehiculo (Fig. 21-3). Se dejaron 4h de post-aplicacion (Fig. 21-4) y eventualmente
cada grupo de animales fue sacrificado por dislocacioén cervical tomando biopsias de cada
oreja con un sacabocados de 7 mm de didmetro (Fig. 21-5). 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 (Merlos et al., 1991).

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

1) 2) 3)

4) 5)
Figura. 21. Modelo de 13-acetato de 12-O-tetradecailforbol (TPA) en oreja de ratdn. 1) Aplicacion de
PBS (pentobarbital sddico) via intraperitonial. 2) Aplicacion de TPA (13-acetato de 12-O-
tetradecailforbol) via topica. 3) Aplicacion del compuesto a evaluar. 4) Edema en oreja de raton.

5) Toma de biopsias de las orejas.
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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.

7.8 Evaluacion de la actividad citotoxica

La evaluacion de la actividad citotoxica se efectué mediante el ensayo de la sulforodamina
B (SRB) de acuerdo con la metodologia propuesta por Monks y colaboradores (1991), que se

describe a continuacion:

Cultivos celulares: Se emplearon seis lineas celulares de cancer humano: cancer de colon
(HCT-15), céncer de mama (MCF-7), sistema nervioso central SNC (U251), leucemia
mieloblastica cronica (K562), adenocarcinoma de pulmoéon (SKLU-1) y cancer de prostata
(PC-3), provenientes del Instituto Nacional del Céancer (INC) de los Estados Unidos de
Norteamérica, las cuales fueron cultivadas en medio RPMI-1640 adicionado con 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB), 2 uM glutamina. Los cultivos celulares se mantuvieron en una
incubadora a una atmésfera de 5% de CO,, a una temperatura de 37 °C y un ambiente

saturado de humedad.

Preparacion e inoculacion de las células: Las células adheridas a las paredes de los
frascos de cultivo fueron removidas con 2 6 3 mL de solucion tripsina-EDTA (Etilen-diamin-
treta acético) al 0.05%. Posteriormente la tripsina fue inactivada adicionando 10 mL de medio
RPMI-1640 adicionado con 5% de SFB, las células se disociaron con pipeteo suave, la
densidad y viabilidad de las lineas celulares fueron contadas en un hemacitometro y evaluadas
por exclusion con azul de tripano. Después de ser contadas las células se procedid a hacer una
dilucion para obtener una densidad adecuada para cada linea. La suspension celular se sembro
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 y 5% de CO; antes de adicionar los extractos y compuestos a

evaluar.

Dilucién de los extractos y compuestos evaluados: Los extractos se evaluaron a una
concentracion de 50 pg/mL y los compuestos a 50 uM/mL, ambos fueron solubilizados en
dimetilsulfoxido (DMSO) (40 puM), en diluciones de 0.1 a 0.05% dependiendo de la

solubilizacion de los extractos y compuestos. Inmediatamente después de la preparacion de

55



las soluciones 100 pL de cada disolucion se agreg6 a los pozos. Dado que los compuestos y
extractos a evaluar no son filtrados o esterilizados la contaminacion bacterial se controld por
la adicion de gentamicina. Se utilizd6 como control positivo doxorrubicina. Los cultivos con
tratamiento y el control se incubaron por un periodo de 48 h a 37 °C en una atmosfera de 5%
de CO, y 100% de humedad. El crecimiento y viabilidad celular se evalu6 mediante la técnica

de sulforodamina B (SRB).

Ensayo Sulforodamina B: Transcurridas las 48 h, los cultivos celulares se fijaron in situ
adicionando 50 pL de &cido tricloroacético (TCA) frio (50% p/v), los cultivos se incubaron
por 60 min a 4 °C. Transcurrido este tiempo se desechd el sobrenadante por decantacion y los
cultivos se lavaron cinco veces con agua desionizada, se dejo secar por 24 h. Posteriormente
se adiciond a los pozos 100 pL de soluciéon SRB (0.4% p/v en acido acético al 1%) durante 10
min, el exceso de SRB se removid lavando cinco veces con acido acético al 1%, se dejo secar
por 24 h. Finalmente, el botdn celular tefiido se solubiliz6 con buffer Tris y la densidad optica
(DO) fue leida en un espectrofotometro a una longitud de onda de 515 nm. (Lector de ELISA
BIO-TEK. ELx 808). La densidad oOptica es proporcional al crecimiento celular e
inversamente proporcional al grado de citotoxicidad de un extracto o compuesto prueba
(Houghton et al., 2007). La citotoxicidad es reportada como el porcentaje de inhibicion del

crecimiento celular y se determin6 de acuerdo a la siguiente expresion:

% Inhibicion del crecimiento = 100-(DO (muestra) / DO (vehiculo))*100
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Rendimiento de los extractos
Los extractos se obtuvieron por maceracion sucesiva con disolventes de diferente
polaridad, en el cuadro 1 se muestra la cantidad de extracto organico y los rendimientos
obtenidos, los cuales se calcularon como porcentaje a partir de 250 g de hoja de Oncidium

sphacelatum.

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos organicos de hojas de Oncidium sphacelatum.

Extracto Cantidad obtenida Rendimiento
(8 (%)
Hexanico 23.13 9.252
Acetato de etilo 6.63 2.652
Metanolico 51.17 20.468
FHM 2.58 1.032
FAM 3.14 1.256
FMM 34.88 13.952
FIM 4.92 1.968
Hidroalcoholico 220.58 88.232
FAH 40.24 16.096
FMH 16.49 6.596
FIH 9.94 3.976

8.2 Separacion e identificacion de compuestos

Los extractos con mayor actividad bioldgica fueron el extracto de acetato de etilo, el
extracto metanolico, la fraccion de acetato de etilo del extracto metandlico (FAM) y la
fraccion de acetato de etilo del extracto hidroalcohdlico (FAH). Con el fin de aislar los
metabolitos secundarios, posibles responsables de la actividad bioldgica, se realizé el andlisis

cromatografico de dichos extractos.
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8.2.1 Extracto de acetato de etilo

Se separaron 6.63 g de extracto acetato de etilo, por medio de CC, empleando disolventes

de polaridad creciente. Se colectaron un total de 176 fracciones de 250 mL cada una (Cuadro

2).

Cuadro 2. Fracciones obtenidas de la cromatografia del extracto de acetato de etilo de hojas de

Oncidium sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)

1-7 Hexano 100
8-31 Hexano/AcOEt 9:1
32-42  Hexano/AcOEt 8:2
43-57  Hexano/AcOEFEt 7:3
58-68  Hexano/AcOEt 6:4
69-95 Hexano/AcOEt 1:1
96-98  AcOEt/Hexano 6:4
99-110  AcOEt/Hexano 7:3
111-120 AcOEt/Hexano 8:2
121-122  AcOEt/Hexano 9:1
123-125 AcOEt 100
126-146  AcOEt/MeOH 9:1
147-159  AcOEt/MeOH 8:2
160-165 AcOEt/MeOH 7:3
166-170  AcOEt/MeOH 1:1
171-176 MeOH 100

Las fracciones eluidas con una mezcla de AcOEt/Hexano (8:2) mostraron un perfil

cromatografico similar en CCF por lo que fueron reunidas. El residuo obtenido (R111) se

purificoé por medio de CC. Se colectaron un total de 56 fracciones de 100 mL cada una

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Fracciones obtenidas de la cromatografia de R111 proveniente del extracto de acetato de

etilo de hojas de Oncidium sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)
1-2 Hexano 100
3-4 Hexano/AcOEt 9:1
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5-7 Hexano/AcOEt 8:2

8-10 Hexano/AcOEt 7:3
11-13 Hexano/AcOEt 6:4
14-16  Hexano/AcOEt 1:1
17-31 AcOEt/Hexano 6:4
32-34  AcOEt/Hexano 7:3
35-38  AcOEt/Hexano 8:2
39-41 AcOEt/Hexano 9:1
42-44 AcOEt 100
45-48 AcOEt/MeOH 9:1
49-51 AcOEt/MeOH 7:3
52-54 AcOEt/MeOH 1:1
55-56 MeOH 100

A partir de las fracciones 25 y 26 eluidas con AcOEt-Hexano (6:4), se obtuvieron 321.2
mg de un s6lido (A) color crema con p.f. de 170-175°C, el cual se trat6 de purificar por medio
de precipitaciones sucesivas con mezcla de Hexano-AcOEt sin éxito. El espectro de infrarrojo
(IR) de A reveld la presencia de grupos hidroxilos (espectro 1 del anexo), por lo que se
procedié a realizar una reaccion de acetilacion, utilizando 100 mg de A, 1 mL de piridina y 1
mL de anhidrido acético. Tomando en cuenta que en CCF de la mezcla de reaccion (MRA) de
A mostro la presencia de cuatro compuestos, se decidid someter a MRA a un proceso de

separacion por medio de CC. Se colectaron 47 fracciones de 15 mL cada una (Cuadro 5).

Cuadro 4. Fracciones obtenidas de la cromatografia de la mezcla de reaccion de acetilacion (MRA) del

producto A, proveniente del extracto de acetato de etilo de hojas de Oncidium sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)

1-2 Hexano 100
34 Hexano/AcOEt 9:1
5-12 Hexano/AcOEt 8:2
13-32  Hexano/AcOEt 7:3
33-37 Hexano/AcOEt 6:4
38-41 AcOEt/Hexano 6:4
42-45 AcOEt 100
46-47 MeOH 100
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La CC de MRA permiti6 el aislamiento de 55.4 mg del acetato de una flavanona
identificada como 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona (espectros 2-5 del
anexo) (Fig. 22), la cual se aisld de las fracciones 19-26 eluidas con Hexano/AcOEt (7:3), y
que presentd un p.f. de 130 a 135°C. El rendimiento de reaccion fue del 55.4%, calculado a

partir de la cantidad total de compuesto a reaccionar.
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Figura 22. Estructura quimica de 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona, aislada del

extracto de acetato etilo de hojas de Oncidium sphacelatum.
8.2.2 Extracto metandlico
8.2.2.1 Fraccion de acetato de etilo del extracto metandlico (FAM)
La separacion de los componentes del extracto FAM, se realizé por medio de CC abierta,
fueron separados 3.14 g de extracto, se colectaron un total de 77 fracciones de 250 mL cada

una (Cuadro 5).

Cuadro 5. Fracciones obtenidas de la cromatografia del extracto FAM de hojas de Oncidium

sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)

1-4 Hexano 100

59 Hexano/AcOEt 9:1
10-17  Hexano/AcOEt 8:2
18-27  Hexano/AcOEt 7:3
28-31 Hexano/AcOEt 6:4
32-36 Hexano/AcOEt 1:1
37-41 AcOEt/Hexano 6:4
42-45  AcOEt/Hexano 7:3
46-50  AcOEt/Hexano 8:2
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51-55 AcOEt/Hexano 9:1

56-58 AcOEt 100
59-63 AcOEt/MeOH 9:1
64-67 AcOEt/MeOH 8:2
68-71 AcOEt/MeOH 7:3
72-73 AcOEt/MeOH 6:4
74-75 AcOEt/MeOH 1:1
76-77 MeOH 100

De este extracto se logré el aislamiento de 10 mg de un polvo amarillo con p.f. de 207-
208°C, aislada de la fraccion 10 eluida con Hexano/AcOEt (8:2). El andlisis asi como la
comparacion de los datos espectroscopicos de este compuesto (espectros 6-8 del anexo), con
aquellos informados en la literatura aislada en la especie Cirsium chanroenicum (Compositae)

(Lim et al., 2008), permitieron su identificacion como la flavona pectolinarigenina (Fig. 23).

OCH;

HO o

HsCO
OH o
Figura 23. Estructura quimica de la flavona pectolinarigenina, aislada del extracto FAM de hojas de

Oncidium sphacelatum.

8.2.2.2 Fraccion de metanol del extracto metandlico (FMM)

El extracto FMM (34.88 g) se sometio a CC. Se colectaron un total de 101 fracciones de
250 mL cada una (Cuadro 6).

Cuadro 6. Fracciones obtenidas de la cromatografia del extracto FMM de hojas de Oncidium

sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcién (%)
1-2 Hexano 100
3-5 Hexano/AcOEt 1:1
6-9 Hexano/AcOEt 1:2
10-15  Hexano/AcOEt 1:3
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16-21 Hexano/AcOEt 1:4

22-37 AcOEt 100
38-46 AcOEt/MeOH 9:1
47-52 AcOEt/MeOH 8:2
53-65 AcOEt/MeOH 7:3
66-71 AcOEt/MeOH 6:4
72-76 AcOEt/MeOH 1:1
77-83 MeOH/AcOEt 6:4
84-86 MeOH/AcOEt 8:2
87-96 MeOH/AcOEt 9:1
97-101 MeOH 100

De las fracciones 55-59 eluidas con AcOEt/MeOH (7:3) se logrd aislar 850.9 mg de
sacarosa (Fig. 24), la cual fue identificada mediante la comparacién de sus datos fisicos y

espectroscopicos (espectros 9 y 10 del anexo) con los informados en la literatura (Sanchez,

2009).

CH20H
H o H

H

CH20H OH
OH H @ o
0

OH b OH

H OH ‘ Crz0H

OH H

Figura 24. Estructura quimica de la sacarosa aislada del extracto FMM de hojas de Oncidium

sphacelatum.

8.2.2.3 Fraccion insoluble del extracto metandlico (FIM)

8.2.2.3.1 Reaccion de acetilacion

El extracto FIM es un polvo café obscuro con p.f. de 220 a 230°C, que presenta la
caracteristica de ser insoluble en disolventes organicos, debido a esto se realizd una reaccion
de acetilacion utilizando 300 mg de extracto, 2 mL de piridina y 2 mL de anhidrido acético.
El anélisis mediante CCF, reveld la presencia de dos compuestos, por lo que se purificd

mediante CC. Se colectaron 25 fracciones de 15 mL cada una (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Fracciones obtenidas de la cromatografia del producto acetilado del extracto FIM de hojas

de Oncidium sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)
1-8 Hexano/AcOEt 2:1
9-17 Hexano/AcOEt 1:1
18-21 Hexano/AcOEt 2:3
22-23 AcOEt 100
24-25 MeOH 100

A partir de las fracciones 10-11 eluidas con Hexano/AcOEt (1:1) se obtuvieron 111.3 mg
de un polvo blanco con p.f. de 143-145°C. El rendimiento de la reaccion fue del 37.1% el cual
se cuantifico a partir de la cantidad total de extracto a reaccionar. El andlisis asi como la
comparacion de los datos espectroscopicos de este compuesto (espectros 11-15 del anexo),
con aquellos informados en la literatura aislada en la especie Cirsium chanroenicum
(Compositae) (Lim et al., 2008), permitieron su identificacion como el acetato del glicosido

pectolinarina (Fig. 25).

OCH,

OAc
H
AcO H;CO

OAc @)

Figura 25. Estructura quimica del acetato de pectolinarina, aislado del extracto FIM de hojas de

Oncidium sphacelatum.
La pectolinarina ha sido aislada a partir de hojas de la especie Oncidium excavatum con el

nombre de pectolinarigenina-7-rutinosido  (7-rutinosido=7-ramnosil-(1—6)-glucosido)

(Williams, 1979).
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8.2.2.3.2 Reaccion de hidrolisis

La reaccion de hidrolisis del extracto FIM se realizo utilizando 1g de extracto, 2 mL de

EtOH y 1 mL de HCI concentrado. Aunque el analisis cromatografico por medio de CCF

revel6 un solo producto principal en la mezcla de reaccion este se mostraba muy impuro, por

lo que se purifico mediante CC. Se colectaron un total de 81 fracciones de 100 mL cada una

(Cuadro 8).

Cuadro 8. Fracciones obtenidas de la cromatografia del producto de hidrdlisis del extracto FIM de

hojas de Oncidium sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)

1-3 Hexano 100
4-34 Hexano/AcOEt 9:1
35-45  Hexano/AcOEt 8:2
46-54  Hexano/AcOEt 7:3
55-58  Hexano/AcOEt 6:4
59-61 Hexano/AcOEt 1:1
62-63  AcOEt/Hexano 7:3
64-67 AcOEt 100
68-71 AcOEt/MeOH 9:1
72-79 AcOEt/MeOH 1:1
80-81 MeOH 100

A partir de las fracciones 11-34 y 35-45 eluidas con Hexano/AcOEt (9:1)

y

Hexano/AcOEt (8:2) respectivamente se obtuvieron 91 mg y 84.2 mg respectivamente de la

flavona pectolinarigenina (Fig. 23), la cual se identific6 mediante la comparacién en CCF con

el compuesto puro aislado del extracto FAM. El total de compuesto aislado fue de 175.2 mg.

El rendimiento de la reaccion fue del 17.52 % el cual se cuantifico a partir de la cantidad total

de extracto a reaccionar.
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8.2.3 Extracto hidroalcohélico

8.2.3.1 Fraccion de acetato de etilo del extracto hidroalcoholico (FAH)

La CC abierta del extracto FAH se realizo empleando 40.24 g de extracto, se colectaron un

total de 157 fracciones de 250 mL cada una (Cuadro 9).

Cuadro 9. Fracciones obtenidas de la cromatografia del extracto FAH de hojas de Oncidium

sphacelatum.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)
1-5 Hexano 100
6-10 Hexano/AcOEt 9:1
11-17  Hexano/AcOEt 8:2
13-39  Hexano/AcOEt 7:3
40-44  Hexano/AcOEFEt 6:4
45-53 Hexano/AcOEt 1:1
54-72  AcOEt/Hexano 6:4
73-77  AcOEt/Hexano 7:3
78-82  AcOEt/Hexano 8:2
83-90  AcOEt/Hexano 9:1
91-94 AcOEt 100
95-103  AcOEt/MeOH 9:1
104-111  AcOEt/MeOH 8:2
112-118  AcOEt/MeOH 7:3
119-126  AcOEt/MeOH 6:4
127-132  AcOEt/MeOH 1:1
133-138 MeOH/AcOEt 6:4
139-144 MeOH/AcOEt 7:3
145-151 MeOH/AcOEt 8:2
152-155 MeOH/AcOEt 9:1
1 56-157 MeOH 100

De la fraccion 10 eluida con Hexano/AcOEt (9:1) se obtuvieron 5 mg de un compuesto
blanco con p.f. de 135-136°C identificado como B-sitosterol (espectro 16 del anexo) (Fig. 26),
la identificaciébn se realizO mediante la comparacion de sus constantes fisicas y

espectroscopicas (RMN 'H e IR), con las descritas en la literatura (Sanchez, 2009). Por otro
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lado, de la fraccion 25 eluida con Hexano/AcOEt (7:3) se aisld 50.8 mg de un polvo amarillo
que al compararlo en CCF con el compuesto aislado del extracto FAM resulto ser la flavona

pectolinarigenina (Fig. 23).

HO'
Figura 26. Estructura quimica del B-sitosterol aislado del extracto FAH de hojas de Oncidium

sphacelatum.

Estudios previos indican que en algunas especies de los géneros Maxillaria, Dendrobium,
Blettia, Coelogyna, Cymbidium, Epidendrum, y Eria de la familia Orchidaceae muestran
presencia casi constante de metabolitos secundarios de tipo fenantreno (Kovacs et al., 2008),
sin embargo, nuestros resultados sobre la composicion quimica de Oncidium sphacelatum
seflalaron que los metabolitos secundarios principales fueron de tipo flavonoide.
Adicionalmente, también se aisld el B-sitosterol, el cual es un esterol ampliamente distribuido
en el reino vegetal. Este es el primer informe de la presencia de pectolinarigenina, sacarosa y
B-sitosterol en O. sphacelatum. Mientras que la 5,6-diaceto-4’-metoxi-7-O-

acetilrutinosidoflavanona es un nuevo producto en la literatura.

8.3 Rendimiento compuestos puros

El rendimiento de los compuestos aislados se cuantifico como un porcentaje del total del
extracto obtenido (AcOEt 6.63 g, FAM 3.14 g, FMM 34.88 ¢ FIM 4.92 ¢ y FAH 40.24 g).
Del extracto FAH se obtuvo un mayor rendimiento; sin embargo, este no se vio reflejado en el
rendimiento de los compuestos puros obtenidos a partir de éste, ya que, como se puede
observar en el cuadro 10 el rendimiento por ejemplo de pectolinarigenina es menor que en el

extracto FAM.
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Cuadro 10. Rendimiento de los compuestos puros de los extractos organicos de hojas de Oncidium

sphacelatum.

Extracto Compuesto mg Rendimiento (%)
AcOEt 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O- 554 0.835
acetilrutinosidoflavanona
FAM Pectolinarigenina 10 0.318
FMM Sacarosa 850.9 2.439
FIM Acetato de pectolinarina 111.3 2.262
Pectolinarigenina 175.2 3.561
FAH [-sitosterol 5 0.012
Pectolinarigenina 50.8 0.126

8.4 Pruebas bioldgicas

8.4.1 Actividad antiinflamatoria de los extractos

En el modelo de actividad antiinflamatoria de edema inducido por TPA en oreja de raton a
la dosis de 0.31 mg/oreja (n=3) los extractos de hexano y acetato de etilo mostraron actividad
significativa, sin embargo, el extracto FAM fue inactivo a esta dosis, como se muestra en el
cuadro 11. Mientras que para la dosis de 1 mg/oreja (n=3) ninguno de los extractos evaluados
presento actividad antiinflamatoria significativa, en contraste los extractos hidroalcoholico y

FMH presentaron actividad proinflamatoria.

Como se observa en el cuadro 11 la actividad antiinflamatoria fue mayor en los extractos
de hexano y acetato de etilo. La actividad del extracto de acetato de etilo puede deberse
probablemente a la presencia de la pectolinarigenina, compuesto de actividad antiinflamatoria
ya probada (Lim et al., 2008). Cabe sefalar que para determinar qué metabolitos son los
responsables de la actividad biologica del extracto de hexano, es necesario evaluar los
compuestos puros. Los extractos FIM y FIH no se evaluaron debido a que son insolubles en

disolventes organicos.
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Cuadro 11. Actividad antiinflamatoria de los extractos de hojas de Oncidium sphacelatum. Los datos

representan el promedio de tres animales + el error estandar de la media.

Extracto Dosis Inhibicién
(mg/oreja) (%)
Indometacina (Control positivo) 0.36 78.76
Hexano 0.31 27.76
Acetato de etilo 0.31 34.53
Metanol 1 14.46
FHM 1 11.17
FAM 0.31 12.81
FMM 1 5.67
Hidroalcoholico 1 -4.02
FAH 1 10.73
FMH 1 -11.94

8.4.2 Actividad antiinflamatoria de los compuestos puros

Los valores de la actividad antiinflamatoria de los compuestos puros, en el modelo de
TPA en oreja de ratén (Cuadro 12) indican que el compuesto que presentd mejor actividad fue
la 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona con un 47.89% de inhibicion a la
dosis de 0.31 mg/oreja, mientras que el acetato de pectolinarina presentd actividad

proinflamatoria a la misma dosis.

Cuadro 12. Actividad antiinflamatoria de los compuestos puros aislados de extractos organicos de
hojas de Oncidium sphacelatum. Los datos representan el promedio de tres animales =+ el error

estandar de la media.

Compuesto Dosis Inhibicion
(mg/oreja) (%)
Indometacina (Control positivo) 0.36 78.76
5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O- 0.31 47.89

acetilrutinosidoflavanona

Acetato de pectolinarina 0.31 -4.63

El B-sitosterol no se evalud en este modelo debido a que es un compuesto con actividad

antiinflamatoria probada (Bulawa y Flemin, 2008; Wang et al., 2006; Ahmad et al., 2004).
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Los compuestos pectolinarigenina y pectolinarina han sido evaluados en modelos in vivo,
los resultados demostraron que la administracion oral de estos compuesto a una dosis de 20-
100 mg/kg son similares comparados con modelos animales de inflamacion como el edema
inducido por TPA en oreja de raton o el edema inducido por carragenina en la pata de raton y
la anafilaxia pasiva cutanea. Estos resultados sugieren que la pectolinarigenina y pectolinarina
poseen actividad antiinflamatoria y que pueden inhibir la formacion de eicosanoides de las

lesiones inflamatorias (Lim et al., 2008).

8.4.3 Actividad citotoxica de los extractos

La evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos, se realizo mediante el ensayo de
SRB. Los resultados mostraron que los extractos que inhibieron el crecimiento celular en 6
lineas de cancer humano a una concentracion de 50 pg/mL fueron el extracto de acetato de
etilo, el extracto metanolico, la fraccion de acetato de etilo del extracto metanolico (FAM) y

la fraccion de acetato de etilo del extracto hidroalcohélico (FAH) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Actividad citotoxica de extractos organicos de hojas de Oncidium sphacelatum.

Inhibicién del crecimiento celular (%)

Extracto Linea celular

U251 PC-3 KS62 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

Doxorrubicina (Control positivo) 100 100 100 100 100 100
Hexano s.a. s.a. s.a. 12.77 19.18 21.68
Acetato de etilo 16.24 50.23 8.22 43.56 27.54 4433
Metanol 7.94 22.8 53.96 25.48 39.18 29.12
FHM s.a. s.a. s.a. 18.25 47.95 s.a.
FAM 12.97 49.23 - 84.81 64.33 25.9
FMM 24.26 16.43  12.95 s.a. 2.69 s.a.
Hidroalcohélico s.a. s.a. s.a. s.a. s.a. s.a.
FAH s.a. 8.27 - 58.75 39.18 11.22
FMH s.a. s.a. s.a. 48.98 17.5 s.a.

U251=glia de sistema nervioso central, PC-3=prostata, K562=leucemia, HCT-15=colon, MCF-

7=mama, SKLU-1=pulmén, s.a.=sin actividad.

En el cuadro 13 se observa que los extractos de acetato de etilo y metandlico mostraron

buena actividad citotoxica sobre las lineas PC-3 con una inhibicién de 50.23% y K562 con
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una inhibicion de 53.96%. El extracto con mayor actividad citotoxica fue el extracto FAM
con porcentajes de inhibicion de 64.33 y 84.81% en las lineas MCF-7 y HCT-15
respectivamente, probablemente esto se deba a la presencia de la pectolinarigenina ya que

como compuesto puro fue citotoxico (Cuadro 14).

El extracto FAH fue uno de los extractos que presenté mayor actividad con un 58.75% de
inhibicién sobre la linea HCT-15, B-sitosterol es uno de los metabolitos aislados de este
extracto, el cual posee probada actividad citotoxica (Nguyen et al., 2004; Keng-Chia et al.,
2003), por lo que es probable que la actividad citotoxica se deba a la presencia de este
compuesto. Por otra parte también pectolinarigenina podria estar contribuyendo a la actividad

citotoxica del extracto ya que como compuesto puro fue citotéxico (Cuadro 14).

8.4.4 Actividad citotoxica de los compuestos puros

La evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos puros se llevo a cabo sobre 5
lineas de cancer humano a una concentracion de 50 uM/mL. Como se observa en el cuadro
15, la pectolinarigenina presentd buena actividad sobre todas las lineas evaluadas con valores
entre 56.95 y 99.24% de inhibicidn, el acetato de pectolinarina present6 buena actividad sobre
las lineas HCT-15 y MCF-7, mientras que la 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-

acetilrutinosidoflavanona solo fue activa sobre la linea MCF-7.

Cuadro 14. Actividad citotoxica de compuestos puros aislados de extractos organicos de hojas de

Oncidium sphacelatum.

Inhibicién del crecimiento celular (%)

Compuesto Linea celular

U251 PC-3 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

Doxorrubicina (Contro positivo) 100 100 100 100 100

5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O- 29 44 .93 34.2 56.1 39.3

acetilrutinosidoflavanona

Pectolinarigenina 56.95 55.38 99.24 72.92 87.61
Acetato de pectolinarina 40.59 35.85 74.9 56.64 22.63

U251=glia de sistema nervioso central, PC-3=prostata, HCT-15=colon, MCF-7=mama, SKLU-

1=pulmon, s.a.=sin actividad.
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Como se esperaba la actividad citotoxica de la pectolinarigenina fue muy alta, lo que
concuerda con lo informado en la literatura sobre su accidon bioldgica contra algunas lineas
celulares de cancer (Tundis et al., 2005 y Bonesi et al., 2008). Ademas también ha
demostrado tener actividad hepatoprotectora asi como su glicosido la pectolinarina, ambas
fueron evaluadas sobre un modelo de rata de lesion hepatica causada por la D-galactosamida

(GalL) (Yoo et al., 2008).
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados se puede concluir que:

» Los extractos organicos de hojas de Oncidium sphacelatum presentan metabolitos
secundarios principalmente de tipo flavonoide.

» En el extracto de AcOEt el MS mayoritario fue 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-
acetilrutinosidoflavanona.

» En el extracto FAM el MS mayoritario fue pectolinarigenina.

» En el extracto FMM sacarosa fue el producto mayoritario.

» En el extracto FIM los MS mayoritarios fueron pectolinarigenina y acetato de
pectolinarina.

» En el extracto FAH los MS mayoritarios fueron B-sitosterol y pectolinarigenina.

» Se informa por primera vez para el género la presencia de pectolinarigenina, B-
sitosterol y sacarosa.

» La 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona constituye una nueva
molécula en la literatura.

» Los extractos hexanico y AcOEt de hojas de Oncidium sphacelatum poseen actividad
antiinflamatoria significativa.

» Los extractos hidroalcohdlico y FMH poseen actividad proinflamatoria.

> La 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona posee actividad
antiinflamatoria significativa.

» El acetato de pectolinarina presento actividad proinflamatoria.

» Los extractos de AcOEt, metanolico, FAM y FAH y los compuestos 5,6-diacetato-4’-
metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona, pectolinarigenina y acetato de pectolinarina

poseen actividad citotoxica significativa.
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XI. ANEXO

11.1 Propiedades fisicas y espectroscopicas de los compuestos puros.

5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona:

C44H50033, s6lido blanco (55.4 mg), P.M.: 946.27 g/mol, p.f: 130-135 °C.

IR (KBr): 3471.99, 2945.14, 1751.29, 1695.63, 1650.60, 1606.60, 1517.48, 1430.71, 1372.05,
1336.21, 1226.03, 1188.08, 1138.08, 1038.86, 955.47, 914.97, 835.08, 660.11. 600.67,
539.99, 492.46, 407.95 cm’.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, TMS) &: 4.47 (1H, dd, H-2), 2.71 (1H, dd, H-3cis), 3.35 (1H, dd,
H-3trans), 2.37 (3H, s, COOCH3-5) 2.34 (3H, s, COOCH3-6) 6.56 (1H, s, H-8), 7.49 (1H, d,
H-2%), 7.03 (1H, d, H-3"), 3.88 (3H, s, OCHs-4"), 7.03 (1H, d, H-5"), 7.49 (1H, d, H-6’), 6.35
(1H, d, H-glu-1""), 5.57 (1H, d, H-glu-1""), 0.83 (3H, s, CHs-ram-5"""), 3.75 (2H, d, CH,-glu),
2.15 (3H, s, COOCH3-glu-2"’, glu-3"’, glu-4’’, ram-2""’, ram-3""’, ram-4""") ppm.

RMN "°C (125.71 MHz, CDCl5) &: 81.07 (C-2), 45.36 (C-3), 189.95 (C-4), 151.79 (C-5),
116.80 (C-6), 161.98 (C-7), 96.82 (C-8), 154.96 (C-9), 113. 37 (C-10), 129.62 (C-17), 128.28
(C-27), 114.55 (C-3°), 160.41 (C-4’), 55.36 (OCH3-4’), 114.55 (C-5’), 128.28 (C-6’), 20.67
(CH3-5,6), 168.23 (C=0-5), 167.92 (C=0-6), 17.81 (CHsz-ram-5"""), 61.97 (CH,-glu-5""),
112.46 (glu-1"’), 68.46 (glu-2’), 74.08 (glu-3’"), 67.83 (glu-4’’), 76.89 (glu-5’), 112.46
(ram-1"""), 70.46 (ram-2"""), 66.69 (ram-3""), 71.20 (ram-4"""), 72.98 (ram-5""") ppm.

B-sitosterol:

Cy9Hs00, solido blanco (5 mg), P.M.: 414, p.f.: 135-136°C.

IR (KBr): 3420, 2934, 2858, 1646, 1461, 1376, 1057, 959, 802 cm™,

RMN 'H (300 HMz, CDCl;, TMS) o: 0.685 (3H, s, CH;-18), 0.809 (3H, d, J=7.0 Hz, CHj;-
27), 0.830 (3H, d, J=7.0 Hz, CH5-26), 0.851 (3H, t, J=7.0 Hz, CH3-29), 1.014 (3H, d, J=6.6

Hz, CH;-21), 1.527 (3H, s, CH3-19), 3.530 (1H, m, H-3a), 5.360 (1H, d br, J=5.3 Hz, H-6)
ppm.
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Sacarosa:

C12H2,01y, cristales transparentes (850.9 mg), P. M.: 370, p.f.: 170-176°C.

IR (KBr): 3562.91, 3388.60, 3336.75, 2969.60, 2938.96, 2723.03, 1464.97, 1433.76, 1370.84,
1347.06, 1322.70, 1279.44, 1207.96, 1126.87, 1069.24, 993.28, 913.78, 865.70, 728, 685.89,
641.82, 585.93, 549.34, 470.87, 402.49 cm™.

Pectolinarigenina:

C17H 140, cristales amarillos (155.6 mg), P. M.: 314.29, p.f.: 207-208°C.

IR (KBr): 3455.53, 3079.01, 2992.77, 2959.40, 2848.18, 1663.02, 1626.70, 1586.62, 1506.89,
1468.22, 1421.60, 1376.59, 1303.55, 1267.33, 1243.39, 1216.88, 1168.86, 1105.16, 1024.02,
980.55, 915.68, 877.93, 828.81, 770.80, 730.41, 692.75, 656.07, 632.95, 594.86, 565.44,
509.89, 423.26 cm’.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, TMS) &: 3.890, 4.043 (3H, s, OCH3), 6.565 (1H, s, H-8), 6.586
(1H, s, H-3), 7.04 (2H, d, J=9.0 Hz, H-3’, 5°), 7.855 (2H, d, J=9.0 Hz, H-2", 6°), 13.2 (1H, s,
5-OH) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCly) 8: 164.157 (C-2), 103.783 (C-3), 182.957 (C-3), 152.139 (C-5),
130.354 (C-6), 154.984 (C-7), 93.317 (C-8), 153.153 (C-9), 105.753 (C-10), 123.601 (C1°),
128.047 (C-2’, 6”), 114.535 (C-3",5"), 162.652 (C-4), 60.847 (OCH3), 55.519 (OCH;) ppm.

Acetato de pectolinarina:

C43H4g07, s6lido blanco (111.3 mg), P. M.: 916.26 g/mol, p.f.: 143-145°C.

IR (KBr): 3632.27, 3488.45, 2944.63, 1755.07, 1642.15, 1609.82, 1572.60, 1513.17, 1460.18,
1430.18, 1370.00, 1301.71, 1248.66, 1220.66, 1125.38, 1040.49, 986.15, 909.99, 838.11,
792.65, 694.83, 600.41, 492.42 cm’.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, TMS) &: 6.58 (1H, s, H-3), 2.09 (3H, s, COOCH3-5), 3.85 (3H, s,
OCHj3-6), 6.56 (1H, s, H-8), 7.78 (1H, dd, H-2"), 7.00 (1H, dd, H-3"), 3.83 (3H, s, OCH3-4’),
7.00 (1H, dd, H-5"), 7.78 (1H, dd, H-6’), 6.63 (1H, d, H-glu-1""), 3.74 (2H, d, CH;-glu), 5.32
(1H, d, H-ram-1"""), 1.10 (3H, s, CH3-ram-5""") ppm.
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RMN C (125.71 MHz, CDCL) &: 163.02 (C-2), 98.01 (C-3), 176.50 (C-4), 142.58 (C-5),
20.58 (COOCH:-5), 169.22 (C=0-5), 140.77 (C-6), 61.85 (OCH;3-6), 154.51 (C-7), 73.55 (C-
8), 153.35 (C-9), 106.43 (C-10), 123.43 (C-1), 128.16 (C-2), 114.53 (C-3"), 162.59 (C-4"),
55.51 (OCH;-4"), 114.53 (C-5"), 128.16 (C-6), 17.32 (CHs-ram-5"""), 66.33 (CH,-glu-5""),
103.17 (glu-1"), 68.90 (glu-2""), 70.84 (glu-3"), 68.80 (glu-4>"), 72.32 (glu-5""), 99.16 (ram-
1), 69.39 (ram-2"""), 70.84 (ram-3"""), 69.39 (ram-4>>"), 69.39 (ram-5""") ppm.
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11.2 Espectros

Espectro 1. IR Mezcla A.
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Espectro 2. RMN 'H (300 MHz) 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona.



Espectro 3. RMN 'H (500 MHz) 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona.

85



AcO

HE

AcO.

Espectro 4. RMN B¢ 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona.
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Espectro 5. RMN Dept 5,6-diacetato-4’-metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona.
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Espectro 6. RMN 'H (300 MHz) pectolinarigenina.
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Espectro 7. RMN *C pectolinarigenina
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Espectro 8. IR pectolinarigenina.
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Espectro 9. IR sacarosa.
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Espectro 10. RMN 'H (300 MHz) sacarosa.
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Espectro 11. RMN 'H (300 MHz) acetato de pectolinarina.
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Espectro 12. RMN Dept acetato de pectolinarina.
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Espectro 13

. RMN "*C acetato de pectolinarina.
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Espectro 14. IR acetato de pectolinarina.
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Espectro 15. Espectrometria de masa acetato de pectolinarina.

97



L1

_ e EEF°T | T

L : O ——
ma T ¥ 5 5 L 8 6

| 1 i i i i L i 1 L 1 I ] 1 £ L | i i 1 i | L I ] i L
I R Y ¥
i Y v WDE‘ " _ﬁ |
| — -

L1l ] ='II‘

L
QER”

LEEF

i 0f°E PETE SETE

mid gES 6E°S

E0E-RT-ogmolhy

1] TR0 O = T R I
EToD Ve NIRATS T
coaBOIPiH |Gty aedey
POLT coTInfhes-on
ETATIHEAD 1 BARTD

WO TR TRPH- O IEIT I W - I

(ROTE"R] MWK CPITEER R O3m3pIssI
]

Espectro 16. RMN 'H (300 MHz) B-sitosterol.
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11.3 Cartas

iugad Secretaria del Medio Ambients

R Direccitin General de Bosques Urbanos v Educacién Amblental
EX1C()y | Direccidn del Bosque de Chapultepec

[P -

smas pcauesoech; 000809

México D.F. o 28 de Abrd de 200%

ASUNTO: Materal bioldgico.

DR. MARIANG MARTINEZ vAZQUEZ
INVESTIGADOR TITULAR

INSTITUTO DE QUG A

UMAM

CIRCUITO EXTERIOR CiUDAD UNIVERSITARLA
DEL COYOACAN, C.P. 04510, MEXICO, D.F.
AP, 70-213

TEL;: 56-16-25-76

FA: 5&-14-22-17

For este conducts v en alencidn a su comunicado sin nimene del dia 14 de s pressntes,
mediante el cual solcita malenial Bolsgico (hojas) de la planta Oncidivm sshooelatum
(Orouidocens| pora U investigocien con relocion o posibles propiedodes fllotdxdcas, me
permite comentade que no exlsle nconveniente para la obtencidn de dicho matera v que
58 puedo confinuar con lo importante labor que realka su instifucidn a través da o
imvestigocidn pora el control de edrcer, scbre tode o kos resuliodos del maledal clhlenids
o la orquidea Loela anceps con propledades citoldrkicns a la Inea de cancer de mama,

De igual marera que en lo: consiones anfetiones, podnd ser cbtenide el maledal solicitods. a
frevas del Bldlogs Martin Aguilar Cervanles, Jefe de la Unidod de Servicios Especiales v Jardin
Batanlco del Bosque de Chapullepes

3 mas por el memento, aprovecho la ocasicn para enviarke un cordical saluco.

ATENTAMENTE
L& DIRECTORA

Irg. Aug. Fronciscd Darmingues Arondo, Direoio Ganerdl de Wby Arnbinrial. Fraverha

1" Secc. del Bosgue de Chapuiepee <N —
Col San Migusl ChapuSepsc, C.F. 11850 3; ,"" Secretaria del
Mispami Hidalgo Mo Amibasni:

Tel. BZ 71 1838 —_—

Carta 1. Comunicado de donacion de hojas de Oncidium sphacelatum del Jardin Botanico del

Bosque de Chapultepec México, D. F.
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hst'tuto Orraome yherwoe
de Biologla HERBARIO NACIONAL DE MEXICO
Unvervdod Nocoral DEPARTAMENTO DE BOTANICA
futdnoma de México México D. F,, a 4 de diciembre de 2009

Pas. de Biol. Gabriela Hernéndez Galicia
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
PRESENTE

Por este medio le agradezco el OBSEQUIO de dos ejemplares botanicos de |a
especie Oncidium sphacelatum Lindl. (Orchidaceae), que colectd usted en el
Bosque de Chapultepec de la Ciudad de México, D. F., en abril de 2009 y son
el respaldo de su tesis de licenciatura: Frloquimica y evaluacion de la actividad
antiinflamatoria y citotdxica de extractos organicos y compuestos aisiados de
hojas de Oncldium sphacelatum Lindl. (Orchidaceae). Los ejemplares estan
debidamente herborizados, efiquetados y determinados a su espece
corespondiente por lo que se procesaran y seran integrados a la coleccion del
Herbario Nacional de México. También se incluyen fotos de la especie que se
montaran con los ejemplares de herbario.

Sin mas por el memento Je envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE

Mo Py Gorc—

M. en C. Alberto Reyes-Garcia
Encargado de Obsequios del Herbario Nacional México (MEXU)

Jer Chreuno Exterion. Cd. Univeraitoria. Npdo, Postal 70-367 C.P D4510 México. D.F Tei. (4 55) SARE-0070. 9071, Fax {+55) 5550.1760
mazv@Ribiclogia vnom me www ibiologio unom mx

Carta 2. Carta de agradecimiento por la donacion de dos ejemplares de la especie Oncidium

sphacelatum al Herbario MEXU.
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