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Resumen

Se obtuvieron los extractos de n-hexano y metanol de las partes aéreas y raices de la planta
medicinal Myrtillocactus geometrizans. Los extractos concentrados al vacio se evaluaron para
conocer su actividad anti-inflamatoria en el modelo de edema inducido en oreja de rat6n por el 13-
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA). Los extractos activos se fraccionaron mediante
cromatografia en columna abierta. El triterpeno de tipo oleano Ilamado chichipegenina se obtuvo a
partir del extracto metanélico de partes aéreas, mientras que los esteroles peniocerol y
macdougallina se obtuvieron del extracto de metanol de raiz, respectivamente. Los compuestos
aislados fueron evaluados en los modelos de edema inducido por: TPA en oreja de ratdn,
carragenina en pata de rata y propiolato de etilfenilo (EPP) en oreja de ratdn, asi como también, sus
efectos citotdxicos contra lineas celulares de cancer humano. Todos los compuestos ensayados
inhibieron el edema inducido por TPA en una forma dosis-dependiente, con valores de EDs, que
resultaron menores o de igual magnitud a la mostrada por el farmaco de referencia, la indometacina.
Entre ellos, peniocerol fue el compuesto mas activo. Por otro lado, sélo peniocerol y macdougallina
redujeron el edema inducido por carragenina en la pata de rata. Sin embargo, todos los compuestos
fueron incapaces de reducir el edema inducido por el EPP. Por el contrario, tanto peniocerol como
macdougallina mostraron una inhibicion de la proliferacion moderada contra varias lineas celulares
de cancer humano, mientras que chichipegenina no resultd tdxica. Adicionalmente, el compuesto
maés activo peniocerol mostrd inhibicion de la hiperalgesia inducida por carragenina en pata de rata,
y también inhibio la actividad de la mieloperoxidasa en el tejido de oreja de ratén inflamado por
TPA. Estos resultados indican que los compuestos aislados de M. geometrizans poseen propiedades
antiinflamatorias y de inhibicién de la proliferacion de lineas de cancer humano, los cuales

justifican el uso medicinal atribuido a la planta.



Abstract

The n-hexane and methanol extracts of aerial parts and roots from medicinal plant
Myrtillocactus geometrizans were obtained. The vacuum-concentrated extracts were
assessed for anti-inflammatory activity in the 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-
induced mouse ear edema model. The active extracts were fractioned by column
chromatography to afford the oleanane-type triterpene chichipegenin from methanolic
aerial parts extract, while the sterols peniocerol and macdougallin where isolated from
methanolic root extract respectively. The isolated compounds were assessed in TPA-
induced mouse ear edema, carrageenan-induced rat paw edema and ethylphenyl propiolate
(EPP)-induced mouse ear edema models, as well as the anti-proliferative effects against
human cancer cell lines in vitro. All tested compounds inhibited TPA-induced edema in a
dose-dependent manner, with EDsy, values less than or equal to that shown by
indomethacin. Among them, peniocerol was the most active compound. On the other hand,
only peniocerol and macdougallin reduced carrageenan-induced rat paw edema. However,
all compounds were unable to reduce the edema induced by EPP. In contrast, both
peniocerol and macdougallin showed moderate anti-proliferative activity against several
human cancer cell lines while chichipegenin was not toxic. Additionally, the most active
compound peniocerol showed antihyperalgesic activity when carrageenan was administered
into rat paw, and also inhibited mieloperoxidase activity in TPA-inflamed ear tissue. These
results indicate that the compounds isolated from M. geometrizans possess anti-
inflammatory and anti-proliferative properties, and justify the medicinal uses attributed to

the plant.
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I. Introduccion

Se conoce que las enzimas inducibles i-NOS y COX-2 estdn asociadas a la
fisiopatologia de ciertos tipos de canceres humanos, asi como a las enfermedades
inflamatorias (McCulloch et al., 2006). A pesar de que se conocen tratamientos y farmacos
empleados en este tipo de padecimientos, la identificacién de compuestos de origen natural
que logren suprimir o regular a la baja las funciones de la i-NOS y COX-2, o la activacion
transcripcional del factor NF-xB, puede conducir al descubrimiento de nuevas terapias anti-
inflamatorias. Por otro lado, se sabe que la inflamacion esta estrechamente vinculada a la
promocion de ciertos tumores, de tal forma que las sustancias de origen natural con
actividad antiinflamatoria podrian ejercer efectos quimiopreventivos en la carcinogénesis
(Chun y Surh, 2004). Debido a lo anterior, una estrategia para la bldsqueda de nuevos

agentes anti-inflamatorios y anti cancerigenos es la bioprospeccion de la flora medicinal.

Algunas especies de la familia Cactaceae han sido utilizadas como remedios naturales
desde muchos siglos atrds en la medicina tradicional mexicana. Por ejemplo, el peyote
(Lophophora williamsii), ha sido utilizado no sélo como medio de comunicacion del
hombre al mundo de los espiritus, sino también como analgésico y antirreumatico; por otro
lado, se ha informado el uso de Ariocarpus kotschoubeyanus como un analgésico para los
golpes y moretones; asimismo los tallos de Pachycereus pecten-aboriginum se han
utilizado para curar Ulceras gastricas y como apdsitos para calmar dolores reumaticos y

procesos inflamatorios; por otro lado, se ha informado que los tarahumaras usan el latex de

1



Mammillaria heyderi para el dolor de los oidos y la sordera; y por ultimo se ha informado
que partes de Stenocereus thurberi se ha utilizado para calmar los dolores en general (Batis

y Rojas-Aréchiga, 2002).

A pesar del amplio uso de estas especies, en general la literatura concerniente a la
quimica, actividades biol6gicas o toxicidad de estos recursos vegetales es escasa. Lo
anterior evidencia la carencia de estudios realizados, salvo algunas excepciones, entre las
que destacan los realizados con los denominados “nopales” y sus frutos llamados tunas
(Opuntia spp.). Por ejemplo, algunas especies del género Opuntia han sido utilizados como
alimento de alta importancia nutricional (Piga, 2004; Stintzing y Carle, 2005; Mosshammer
et al., 2006; Cruz—Hernandez y Paredes—Ldpez, 2010), ademés de un amplio uso medicinal
(Aguilar y Ramirez, 1996; Taddei-Bringas et al., 1999; Livrea y Tesorierere, 2006;
Shedbalkar et al., 2010). Adicionalmente se ha informado de la actividad anti cancerigena,
antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, antidiabética entre otras, tanto de extractos de
tallos como de frutos de dichas especies, los cuales demostraron tener una buena
efectividad en los diferentes modelos in vitro e in vivo evaluados (revisado en Feugang et

al., 2006).

De las cactaceas mexicanas, las especies columnares también han ocupado un lugar
importante en la etnoboténica, y algunas de ellas se han empleado con distintos fines
incluyendo el medicinal (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001; Luna-Morales y Aguirre,
2001). De algunas de estas especies vegetales se han aislado compuestos que resultaron

activos en modelos de inflamacién inducida por agentes quimicos como el 13-acetato de
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12-O-tetradecanoilforbol (TPA), asi mismo, también resultaron activos inhibiendo la
proliferacion de células tumorales en cultivos in vitro (Akihisa y Yasukawa, 2001). Debido
a que en un estudio previo de las partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans se aislaron
compuestos similares a aquellos aislados de otras cactaceas con actividad antiinflamatoria y
anti-proliferativa (Djerassi et al., 1957), ademas del uso medicinal informado para la
especie (Luna-Morales y Aguirre, 2001), en este trabajo se eligié a esta especie para
realizar su estudio fitoquimico con la finalidad de encontrar compuestos de tipo esterol y
triterpeno que presenten actividad antiinflamatoria e inhibidora de la proliferacion de lineas

celulares de algunos tipos de cancer humano.



I1.

Descripcion botanica

I1.1. La Familia Cactaceae Juss., 1789

La palabra cactacea deriva del griego, “kactos”, utilizado en la antigiiedad para nombrar
una especie de cardo espinoso, posiblemente el cardo Cynara cardunculus (Asteraceae),
siendo utilizada como nombre genérico por Carlos Linneo en 1753, para agrupar a plantas

de diversos géneros de la familia Cactaceae (Reyes, 2009).

Esta familia, originaria de América, comprende tres subfamilias de plantas perennes:
Cactoideae, Opuntioideae y Pereskioideae, agrupa cerca de 1500 especies, de las cuales se
estima que en México existen cerca de 700 especies agrupadas en 68 géneros, aunque
existe gran variabilidad en estos datos (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001; Guzman et

al., 2007).

La caracteristica mas evidente de las cactaceas es la presencia de un dérgano
denominado areola, considerada como yemas homologas a las yemas axilares de las otras
dicotiledoneas. Las yemas de las cactaceas, o aréolas, forman también hojas reducidas,
flores, nuevos tallos y ademas espinas, gléquidas, cerdas y pelos, y a veces raices

adventicias (Bravo-Hollis, 1978).



I1.2. Descripcion del género Myrtillocactus Buxb., 1958

Subfamilia Cactoideae, tribu Pachycereeae. Las especies de Myrtillocactus son
arborescentes con tronco bien definido, muy ramosas; costillas escasas; areolas grandes con
espinas gruesas y mas o menos largas; en la época de la floracién desarrollan
inflorescencias lanosas. Flores hacia la extremidad de las ramas o laterales, varias en cada
areola, diurnas, pequefias, blanco verdosas; pericarpelo globoso, con podarios escasos que
Ilevan escamas muy pequefias con fieltro escaso; tubo receptacular corto y angosto; camara
nectarial corta y angosta; estambres primarios y secundarios mas o menos de la misma
longitud; estilo de la misma longitud que los estambres; l6bulos del estigma lineares;
cavidad del ovario globosa, con évulos en funiculos ramificados, papilosos; segmentos del
perianto escasos, formando un perianto ampliamente abierto. Fruto pequefio, globoso,
purpdreo, casi desnudo. Semillas pequefias, globosas, con testa negro mate, papilosa; hilo

casi basal, con micropilo hundido; embrion curvo, cotiledones anchos.

En cuanto a las especies que integran este género, se reconocen cuatro, distribuidas
desde Guatemala (M. eichlamii Britton et Rose), pasando por el centro y norte de México.
En el centro M. schenkii (Purpus) Britton et Rose, mientras M. geometrizans (Martius)
Console de méas amplia distribucion) hasta el altiplano mexicano y solo en regiones del
desierto de Sonora ubicadas en el estado de Baja California se encuentra M. cochal (Orcultt)
Britton et Rose. En general, se conocen con el nombre comun de "garambullos™, aunque en

cada regién adoptan nombres locales (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001).



a) M. cochal b) M. schenkii

Figura 1. Especies del género Myrtillocactus. Tomadas de http://cactiguide.com

Myrti/bcaclus cod:a/. Mymﬂocadus geometnzans Myrtillocactus schenckii
(Orzutt) Brition & Rose. 1909 (Mart) Conwala, 1897 (JA Purpus) Brtton & Rose, 1809

—

Agunscalientes, Durango. Guanajualo, Qasaca y Puebia

8aja Catifornla Sur y Baja Callfornia Norte Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de

México, Michoacdn, Marelos, Nusve Ledn, Endémico de México
Endémico de México Caxaca, Puebla, Queretaro, San Luls Potos|

Tamaulipay, Tlaxcala Yetactuz y Zecalecas CITES: Apéndice 1

CITES: Apéndice I}

Endémico du Maxico

CITES: Apandice 1l

Figura 2. Distribucion de las especies mexicanas del género Myrtillocactus. Tomado de Ocegueda
y Llorente-Bousquets, 2008.



http://cactiguide.com/

IL.3. Descripcion de Myrtillocactus geometrizans (Martius)

Console 1897

Arboles de hasta 4 metros de altura. Tronco bien definido, corto; ramificacion
abundante formando una copa amplia, de hasta 5 metros. Ramas numerosas que a su vez se
ramifican, algo encorvadas, de 6 a 10 centimetros de diametro, de color verde azulado.
Costillas 5 o 6, redondeadas, de 2 a 3 centimetros de alto. Areolas distantes entre si de 1.5 a
3 centimetros, lanosas, proliferas, a veces creciendo en forma ramificada. Espinas radiales y
centrales muy diferentes. Las radiales generalmente 5, a veces 8 6 9, cortas de 2 a 10
milimetros de largo y en ocasiones hasta de 3 centimetros, rojizas cuando jovenes, algo
aplanadas o hinchadas en la base. La espina central, muy grande, en forma de daga,
aplanada lateralmente, de 1 a 7 centimetros de largo, de color negro. Flores en la parte
superior de las areolas, pequefias, de 2.5 a 3.5 centimetros de ancho, color blanco verdoso;
varias en la misma areola; segmentos del perianto oblongos, de 1.5 centimetros de longitud,
se extienden ampliamente; estambres numerosos, exsertos cuando la flor esta bien abierta;
I6bulos del estigma 3 a 5. Fruto pequefio, de 1 a 2 centimetros de diametro, globoso hasta
elipsoide, moreno purpureo, sin espina, comestible. Distribucion: desde Tamaulipas hasta
Oaxaca, abundan en los mezquitales de los estados del centro de México, especialmente en
Querétaro, Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosi; por el Oeste se extienden hasta Durango,
Zacatecas, Jalisco y Michoacan (Bravo-Hollis, 1978). En las Figuras 3 y 4 se pueden

apreciar caracteristicas de la especie.



Figura 3. M. geometrizans en habitat en el municipio el Arenal, estado de Hidalgo, México. Foto:
J.R. Salazar.

Figura 4. Detalles de las flores, raices y tallos de M. geometrizans. Foto: J.R.
Salazar.




I11.

Revision de la quimica de la Familia Cactaceae

El orden Caryophyllales, agrupa 12 familias de plantas vasculares y se estima que retne
cerca de 10000 especies (Cronquist, 1968). La familia Cactaceae pertenece a este orden, y
conserva una de sus caracteristicas mas representativas, la presencia de betalainas,
pigmentos solubles en agua que contienen uno o varios atomos de nitrégeno, que son
acumulados en tejidos como los pétalos de las flores, frutos y en tejido vegetativo
(Wybraniec et al., 2001; Stintzing et al., 2002; Castellar et al., 2003; Strack et al., 2003;
Castellanos-Santiago y Yahia, 2008). Algunos compuestos representativos pertenecientes a

este grupo aislados de algunas especies de la familia se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Algunos compuestos nitrogenados aislados de especies de Cactaceae.




Por otro lado, también se han aislado de la familia Cactaceae varios flavonoides
(Richardson, 1978; Burret et al., 1982; Valente et al., 2010; Moussa-Ayoub et al., 2011) y
algunas especies son ricas en alcaloides, cuya presencia explicaria los usos como
alucindgenos que la gente da a los tejidos de Lophophora williamsii entre otras (Brown et
al., 1968; Bruhn y Bruhn, 1973; Flores-Ortiz et al., 2003; Ogunbodede et al., 2010).
Ademas, estas plantas contienen abundantes cantidades de esteroles y triterpenos, los cuales

se discutiran mas adelante.
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I11.1. Esteroles

En muy pocas especies de la familia Cactaceae se ha determinado la presencia de
esteroles. Con excepcion de algunas especies del desierto de Sonora cuya quimica se ha
descrito exhaustivamente (Fogleman et al., 1986; Fogleman y Danielson, 2001), no existen
en la literatura suficientes datos para generalizar respecto al tipo y cantidades de esteroles
presentes en la familia. Como resultado de una bisqueda exahustiva, pero por definicion
siempre incompleta, a continuacion se describen algunos de los esteroles aislados de

Cactaceae (ver figura 6).

Asi, los esteroles lofenol (1), escottenol (2), 24-metilenelofenol (3), latosterol (4), 5a-
campest-7-en-3B-ol (5), espinasterol (6), junto con locereol (7), y Sa-colesta-8, 14-dien-3p-
ol (8), fueron aislados de Lophocereus schotii (Djerassi, Krakower et al., 1958;. Campbell

y Kircher, 1980).

En un estudio posterior, se informo del aislamiento de viperidinona (9), viperidona (10)
y deoxiviperidona (11) de Wilcoxia viperina (Djerassi et al., 1964; Knight et al., 1966),

especie ahora llamada Peniocereus viperinus (Arias et al., 2005).

Por otro lado, de Peniocereus fosterianus y P. macdougallii fueron aislados dos 3, 6a-
dihidroxiesteroles, peniocerol (12) y macdougallina (13) respectivamente, junto con
pequeiias cantidades de lofenol, campesterol, B-sitosterol y colesterol (Djerassi et al.,

1961.; Djerassi et al., 1963; Djerassi et al., 1965; Knight et al., 1966).
11



El aislamiento de la macdougallina, un esterol con un inusual grupo metilo en C-14,
motivé el estudio de las raices de P. greggii, con la finalidad de encontrar otros esteroles
parecidos, sin embargo, la busqueda no tuvo éxito, lo que restringe la presencia de dicho
esterol a pocas especies del género Peniocereus, hasta donde es posible conocer.
Adicionalmente se aisl6 de esta especie los esteroles: desoxiviperidona, peniocerol,
viperidona, viperidinona, B-sitosterol, junto con un nuevo esterol, el cual presentd una
inusual fusién cis entre los anillos A y B del esqueleto de colesterol, a la cual llamaron 5[3-

desoxyviperidona (14) (Knight y Pettit, 1969).

Por otra parte, de Stenocereus thurberi se aislaron pequefias cantidades de colesterol,
campesterol y sitosterol (Kircher, 1980), junto con peniocerol, macdougallina, y tres
nuevos 3P, 6a-dihidroxisteroles ciclostenol (15), estenocereol (16 ) y turberol (17), los dos

ultimos con un doble enlace en C-8 (Kircher y Bird, 1982).

En otro estudio, Jiang et al., (2006) aislaron un nuevo esterol de las partes aéreas de
Opuntia dillenii, al que llamaron opuntisterol (18). Este esterol present6 la configuracion
5B, muy rara en las cactaceas a excepcion del compuesto 14, y en general en los esteroles

aislados de especies vegetales.

Por ultimo, del polen de Carnegiea gigantea, se encontrd 24-metilen-colesterol (19)
mientras que 24-dehidropollinastanol (20), B-sitosterol, cicloartenol (21), fucosterol (22)

entre otros, se encontraron en Opuntia phaeacantha y O. versicolor, ademas de 25(27)-
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dehidrolanost-8-enol (23) en el polen de Pachycereus pringlei (Standifer y Barbier, 1968;

Nes y Schmidt , 1988; Lushy et al., 1993).

B

I;ofenol 1@ Escottenol (2) 24-metilenelofenol (3) Latosterol (4)
) §5 \ﬁd§b
/d HO f
f) HO' ] I%i H

Locereol U] 5a-colesta-8,14-dien-3B-ol (8)

Turberol (17) Opuntisterol (18) 24-metilencolesterol (19) 24-dehidropollinasterol (20)

Cicloartenol (21) Fucosterol (22) 25(27)-dehidrolanosterol (23) B-sitosterol (24)

Figura 6. Estructuras de los principales metabolitos secundarios de tipo esterol aislados de especies
de la familia Cactaceae.
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Con estos datos y otros informados previamente (Salt et al., 1987) se puede inferir que
los esteroles encontrados con mas frecuencia en la familia son los tipicos compuestos C,9 0
Cos, con insaturaciones A° como el p-sitosterol (24), campesterol o stigmasterol. Sin
embargo, algunas especies contienen esteroles C,7, con insaturaciones A®y con un grupo
6a-hidroxilo extra como peniocerol, o bien contienen compuestos considerados
intermediarios en las rutas biosintéticas ‘“normales” descritas en otros organismos como
lofenol 0 macdougallina, cuya presencia fuertemente sugiere que estas plantas poseen rutas
metabolicas modificadas para los esteroles comunes (Knight et al., 1966; Campbell y
Kircher, 1980; Schaller, 2003), lo cual constituye un nicho de oportunidad para obtener

esteroles novedosos en especies de la familia Cactaceae.
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111.2. Triterpenos

A diferencia de los esteroles, los triterpenos son uno de los grupos quimicos mejor
estudiados de las cactaceas. En muchos casos constituyen los compuestos mayoritarios,
presentando una amplia diversidad de modificaciones estructurales, con patrones de
oxidacién caracteristicos, y una distribucion particular en las especies, razones por las que
se han utilizado con fines quimiotaxonémicos (Gibson y Horak, 1978). Aunado a lo
anterior, muchos de los triterpenos aislados de estas especies vegetales presentan
actividades biologicas que van desde sus efectos ecoldgicos (Fogleman y Armstrong, 1989)
hasta efectos en modelos de inflamacion y anti-nocicepcion (Kinoshita et al., 1998; Akihisa

y Yasukawa, 2001), los cuales hace atractiva la investigacion de este tipo de compuestos.

Probablemente uno de los primeros estudios realizados con la finalidad de conocer los
compuestos presentes en una especie de la familia Cactaceae, fue el realizado hace mas de
100 afios con Cereus grandiflorus (ahora clasificado como Selenicereus grandiflorus
(Linnaeus) Britton & Rose 1909; Heyl, 1901; Anderson, 2001). Desde entonces existen en
la literatura abundantes trabajos referentes a la composicion quimica de especies de
Cactaceae.

En este trabajo se presenta una revision bibliografica de los triterpenos aislados de la
familia Cactaceae, de forma exclusiva en las agliconas ya que se sabe que innumerables
triterpenos presentes en los tejidos de las cactaceas estan en forma de saponinas. Estas se
han logrado aislar de las especies mexicanas y algunas de Centroamérica pertenecientes a la

tribu Pachycereeae (Anderson, 2001; Guzman et al., 2007), a la cual pertenece la cactacea

15



columnar objeto de este estudio. A continuacion se mencionan los triterpenos que se han

logrado aislar de las especies pertenecientes a esta tribu (ver Tabla 1 y Figura 7).

Tabla 1. Distribucién de los triterpenos presentes en algunas especies de la tribu
Pachycereeae que tienen estudios fitoquimicos.

Género Especie Triterpeno Referencia Bibliografica
Carnegiea C. gigantea (Engelmann) Hunt 1987 [Polen] 21; 23; 25 Nes y Schmith, 1988
Escontria E. chiotilla (Weber) Rose 1906 26; 27; 28; 29; 30; 31 | Djerassi, Bowers et al., 1956

Isolatocereus

I. dumortieri (Scheidweiler) Backeberg 1942

32; 33

Djerassi, Farkas et al., 1954;
Djerassi, Robinson et al., 1956;
Kinoshita et al., 2000

Lemaireocereus

L. hollianus (F.A.C. Weber ex J.M. Coult.)
Britton & Rose, 1909

No se encontraron
triterpenos

Djerassi, Bowers et al., 1956

[Pachycereus hollianus (Weber) Buxbaum
1961]
Lophocereus L. schotti (Engelmann) Britton & Rose 1909 25 Djerassi, Krakower et al., 1958
[Pachycereus schotti (Engelmann) Hunt 1987] Campbell y Kircher, 1980
Myrtillocactus | M. cochal (Orcutt) Britton & Rose 1909 31; 34; 35; 36 Djerassi, Burstein et al., 1957,
Sandoval et al., 1957;
Djerassi y Thomas, 1954;
Djerassi, Thomas et al., 1955
Djerassi y Monsimer, 1957
M. geometrizans (Martius) Console 1897 31; 34; 35; 36 idem
M. eichlamii Britton & Rose 1920 26;29: 31; 34; 35; 36 | Djerassi, Burstein et al., 1957
M. schenkii (Purpus) Britton & Rose 1909 26; 37 Djerassi, Burstein et al., 1957
Pachycereus P. pringlei (Watson) Britton & Rose 1909 21;25 Lusby et al., 1993
P. weberi (Coulter) Backeberg Weberi 34 Kinoshita et al., 1998
Peniocereus P. fosterianus Cutak 1946 36 Djerassi et al., 1961
P. macdougallii Cutak 1947 38 Djerassi et al., 1964
Polaskia P. chende (R-G) Gibson & Horak 1978 26; 30; 39 Shamma y Rosenstock, 1959
P. chichipe (Roland-Gosselin) Backeberg 1949 | 26; 31; 36; 40 Sandoval et al., 1957,
Khong y Lewis, 1975
Stenocereus S. alamosensis (Coulter) Gibson & Horak 1979 | 41; 42 Takizawa et al., 1995

S. aragonii (Weber) Buxbaum 1961 [Costarica]

Mezcla de amirinas

Djerassi, Liu et al., 1955

S. benekei (Ehrenberg) Buxbaum 1961

25; 26; 38; 43, 51

Wolleneber et al., 1995;
Djerassi, Geller et al., 1953;
Djerassi, Henry et al., 1956

S. eichlamii (Britton & Rose) Buxbaum 1961

26; 30; 31

Djerassi, McDonald et al.,
1953

S. eruca (Brandegee) Gibson & Horak 1979

26; 28; 37; 44; 45;
46; 47; 48; 49; 50;
51;52; 53

Djerassi, Liu et al., 1955;
Koyama et al., 1993;
Okazaki et al., 2007;
Yeetal., 1998

S. fimbriatus (Lamarck) Lourteig 1991 26; 28; 30; 31 Djerassi y Lippman, 1954
S. griseus (Haworth) Buxbaum 1961 26; 27; 28; 30; 31 Djerassi, Bowers et al., 1956
S. gummosus (Brandegee) Gibson & Horak | 42;54; 55 Djerassi, Liu et al., 1955;
1978 Djerassi y lippman, 1955;

Djerassi, Geller et al., 1954
S. pruinosus (Otto) Buxbaum 1961 26; 30; 31; 56 Djerassi, Liu et al., 1955;

Kinoshita et al., 1998
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Continuacién

S. queretaroensis (Weber) Buxbaum 1961

26; 51

Djerassi, Henry et al., 1956

S. quevedonis (Ortega) Buxbaum 1961

26, 28; 31

Djerassi, Bowers et al., 1956

S. stellatus (Pfeiffer) Riccobono 1909

26; 28; 37; 44; 45;
51;57

Djerassi, Bowers et al., 1956;
Imai et al., 2006;
Koyama et al., 1993

S. thurberi (Engelmann) Buxbaum 1961

25; 26; 27; 29; 30;
31; 38; 39; 44; 51;
58; 59

Djerassi, Geller et al., 1953;
Djerassi, Farkas et al., 1955;
Djerassi, Henry et al., 1956;
Marx et al., 1967

Jolad y Steelink, 1969;
Kasprzyk et al., 1970;
Kircher, 1977;

Kircher, 1980

S. treleasei (Britton & Rose) Backeberg 1960

26; 31; 53

Djerassi, Farkas et al., 1955;
Djerassi y Mills, 1958
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Figura 7. Estructuras de los triterpenos aislados de especies de la tribu Pachycereeae.
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Cabe destacar que de los géneros mexicanos: Acanthocereus, Bergerocactus,
Cephalocereus, Echinocereus, hasta donde sabemos, no existen estudios fitoquimicos o
bien, no se han realizado busquedas especificas de triterpenos, mientras que del género
Neobuxbaumia, solo se han buscado alcaloides (Flores-Ortiz et al., 2003) por lo que la

presencia de triterpenos en estos géneros podria revisarse con mayor profundidad,

principalmente con fines quimiotaxonémicos.
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IV. Antecedentes etnobotanicos de Cactaceae

La relacion entre las cactaceas y el hombre ha sido estrecha. En México existen
informes en la literatura del uso y aprovechamiento de las cactaceas desde la época
prehispanica. Diversas especies se han manejado con fines medicinales, alimenticios,
magico-religiosos, ornamentales entre otros (Bravo-Hollis, 1978; Casas et al., 1999).
Debido a estas razones, aunado a los altos niveles de endemismo de las cactaceas
mexicanas (Arias, 1993; Hernandez y Godinez, 1994), y la presion ecoldgica creciente,
muchas de las especies de esta familia se encuentran amenazadas o en peligro de extincion,
lo que se refleja en el elevado nimero de especies contenidas en la norma oficial mexicana
(NOM-059-ECOL-1994) y en las listas rojas de la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES por sus siglas

en Inglés).

Sin embargo, otras especies sufren presiones indirectas debido a su lento crecimiento, el
uso de sus partes reproductivas como alimentos, y la consecuente incapacidad para
regenerar poblaciones, cambios del uso de suelo para agricultura y ganaderia (caprino y
bovino), o expansién de los asentamientos humanos, otros como el desarrollo industrial, la
construccion de caminos y carreteras, los tendidos de lineas eléctricas y telefonicas, la
extraccién de materiales de construccion, la construccién de presas y sobre todo por la
colecta ilegal de ejemplares para el comercio nacional e internacional (Reyes y Terrazas,

1991 como fue citado en Mandujano, et al., 2002; Benitez y Davila, 2002).
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La falta de politicas de conservacion adecuadas, aunado a la carencia de suficientes
estudios que den cuenta de la importancia ecoldgica, social, econémica, etnoboténica,
quimica y bioldgica de estas plantas, hacen necesario que se realicen estudios en estas
direcciones y con ello se logre generar conocimiento suficiente que permita en un futuro

muy cercano proteger tanto las propias cactaceas como los hébitats donde subsisten.
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1V.1. Etnobotdnica de Myrtillocactus geometrizans

El uso de esta especie es muy amplio en todos los lugares en donde se localiza. Los
arquedlogos han revelado que, junto con varias especies de Opuntia y biznagas, las
cactaceas columnares, incluyendo M. geometrizans, fueron algunos de los principales
recursos utilizados por los humanos durante la prehistoria de Mesoamérica. En particular,
se pudo determinar la presencia de restos de esta especie en coprolitos humanos de
aproximadamente 8500 a 7000 afios A.C. (Casas, 2002). EI mismo autor menciona que
existen estudios que establecen la gran importancia de cactaceas columnares en toda
Mesoameérica, incluyendo a M. geometrizans, de la cual menciona que los usos de esta
especie incluian el consumo de tallos, flores y frutos, el uso de frutos para la preparacion de

bebidas alcohdlicas, como forraje, y como cerco vivo (Casas, 2002).

En la actualidad, en algunas comunidades de Zapotitlan Salinas, Puebla, los frutos se
utilizan como alimento fresco, los tallos como alimento forrajero, y como lefia, mientras
que la planta entera se utiliza como cerca viva (Granados-Sanchez et al., 2004; Paredes et
al., 2007). Existen también otras referencias de la comercializacion y consumo de los frutos
en otros estados del centro de México como Hidalgo, San Luis Potosi, Querétaro,
Guanajuato (Mandujano et al., 2002; Hernandez-Lépez et al., 2008; Guzman-Maldonado et

al., 2010) entre otros.

Por otro lado, también esta informado el uso de los tallos de esta especie como agente

medicinal, en forma de emplastos en la Mixteca baja (Luna-Morales y Aguirre, 2001), asi
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como también contra fracturas y golpes fuerte, en el municipio de Nicolés Flores, estado de
Hidalgo (Sanchez-Gonzélez et al., 2008). Es importante resaltar que en ambos estudios no
se proporciona informacion detallada de la forma de uso de la especie, sin embargo, durante
las recolecciones de la especie realizadas por nuestro grupo en el estado de Hidalgo, los
pobladores refirieron conocer el uso de la especie como medicinal (Comunicacion

Personal).
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1V.2, Antecedentes Fitoquimicos de Myrtillocactus geometrizans

La especie Myrtillocactus geometrizans ha sido estudiada en diferentes ocasiones,
desde los estudios fitoquimicos pioneros de las partes aéreas por parte del grupo del Dr.
Carl Djerassi, quienes realizaban la busqueda de alcaloides y triterpenos (Sandoval et al.,
1957). De este primer estudio se concluyd que la especie es negativa para la presencia de
alcaloides, y en cambio, resultdo ser rica en triterpenos, entre los que se encontraron
longispinogenina (31), acido cochalico (34), acido mirtillogénico (35) y chichipegenina

(36) (ver Figura 7).

Posteriormente, en otro estudio fitoquimico de los frutos y de cultivos celulares de
tallos se obtuvieron las betalainas indicaxantina, betanina y fillocactina, las cuales solo se
logran detectar en el cultivo de las células del tallo y no en el tejido integro (Colomas et al.,
1978). Recientemente, se reporto en el fruto la presencia de las betalainas portulacaxantina
Il y I, indicaxantina, vulgaxantina | y Ill, 3-metoxitiramina-betaxantina, arginina-
betaxantina, betanidina, dopa-betaxantina, betanina, y fillocactina (Correa-Betanzo et al.,

2010).

En otro estudio, de los tallos y espinas se asilaron los flavonoides quercetina,
kaempferol, isorhamnetina (Burret et al., 1982). En un estudio mas reciente, de los frutos
se logro el aislamiento de los flavonoides epicatequina, epigallocatequina, kaempferol,
miricitrina, quercetina 3-O-p-D-glucosido, e isorhamnetina 3-O-p-D-glucoésido (Correa-

Betanzo et al., 2010).
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Tomando en cuenta el uso medicinal descrito previamente, en conjunto con los
metabolitos secundarios aislados de la especie, es posible que alguno de estos compuestos
pueda tener actividad antiinflamatoria, por lo que es necesario aislarlos y evaluarlos en los
modelos adecuados, para generar conocimiento de la especie y sus compuestos quimicos. A

continuacion se revisara la informacion mas relevante del proceso inflamatorio.
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V. Lainflamaciony el desarrollo del cancer

V.1. Aspectos generales del proceso inflamatorio

La inflamacion es un proceso fisioldgico que presentan los tejidos vascularizados para
responder al dafio. Durante el proceso inflamatorio, mediadores solubles y componentes
celulares colaboran juntos de forma sisteméatica con la finalidad de destruir, diluir o
contener tanto al agente causante del dafio, como al tejido dafiado. Al término del proceso,

su funcion es la de restituir los procesos fisioldgicos normales del tejido.

Desde la antigliedad se conocen los signos clasicos de la inflamacién aguda definidos
de la siguiente forma por Cornelius Celsus: rubor, calor, dolor, y tumor. Estos signos
clinicos de la inflamacion son la culminacion macroscépica de varios procesos moleculares
y celulares, muchos de los cuales hasta fechas recientes se han logrado comprender

(Rosenberg y Gallin, 2003).

Tradicionalmente, dependiendo de la duracion de la respuesta, la inflamacion se
clasifica en aguda y cronica. La respuesta inflamatoria aguda es una respuesta rapida, de
corta duracion (aproximadamente de minutos a dias) y relativamente uniforme a un
estimulo también agudo, la cual se caracteriza por la acumulacion en las inmediaciones del
tejido dafiado de fluidos, plasma, proteinas, y leucocitos. En contraste, la inflamacion
cronica es de larga duracion e incluye la infiltracion de linfocitos y macrofagos en el tejido

dafado y el posterior crecimiento de fibroblastos.
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Los eventos mas importantes que caracterizan ambos eventos son los siguientes:

Un agente que causa dafio que ha logrado evadir o destruir las barreras primarias,
especificamente células epiteliales o endoteliales y sus estructuras especializadas, y
propicia el inicio de la respuesta inflamatoria aguda. Algunos ejemplos de agentes que
pueden iniciar una respuesta de este tipo incluyen: neoplasias; patdégenos como
bacterias, virus o parasitos; la presencia de cuerpos extrafios de materiales exdgenos
como ashestos, o enddgenos como cristales de ureato, o complejos inmunes; fisicos
como golpes, cirugias, ejercicio extremo o fuego; y agentes quimicos como los esteres
de forbol, carragenina, fenilpropiolato de etilo, formalina, etc.

El dafo al tejido desencadena una serie de eventos moleculares que resultan en la
produccion de mediadores pro-inflamatorios. La accion conjunta de estos mediadores
promueven la aparicion de los cuatro signos macroscopicos de la inflamacion, entre los
que se incluyen el incremento del flujo sanguineo y de la permeabilidad vascular, la
migracion de leucocitos desde la sangre periférica a los tejidos, su posterior
acumulacion en el foco de la inflamacion, y su activacion con la finalidad en lo posible
de destruir y eliminar el agente causal.

Si el agente es eliminado, se producen agentes anti-inflamatorios que toman parte en la
respuesta y limitan el dafio al tejido circundante del foco de inflamacion. Por otro lado,
si la destruccion o eliminacion del agente no se lleva a cabo, o se realiza de forma
incompleta, entonces el proceso inflamatorio persiste y puede llegar a expandirse,
utilizando para ello un repertorio ain mayor de mediadores y componentes celulares.
Cuando esto sucede, el proceso que ahora cursa se conoce como inflamacion crénica y

su implicacion en procesos patologicos se discutird mas adelante.
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V.2. Mediadores de la inflamacion

Como se ha mencionado, la inflamacion consta de varios eventos celulares y
moleculares, los cuales estan mediados por distintos tipos de sustancias. Entre estas
sustancias podemos mencionar a una amplia variedad de citocinas, las cuales pueden
actuar solas o en una red compleja, induciendo la sintesis de una serie de proteinas
relacionadas con el proceso inflamatorio como por ejemplo la proteina-C reactiva,
amiloide sérico-A, glicoproteina acida-a;, C3 (del complemento), entre otras. Algunas
de estas citocinas son interleucina-6, interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral-a
(TNF- a), interferon-y, factor transformante de crecimiento-f. Estas citocinas pueden
ser producidas por diferentes células, entre las cuales se encuentran monocitos,
macrdfagos, fibroblastos, células endoteliales, linfocitos T, y células endoteliales

(Kushner y Rzewnicki, 1999).

Otro aspecto importante en el inicio del proceso inflamatorio es la sintesis de
derivados del &cido araquiddnico, que son llamados mediadores lipidicos, entre ellos las
prostaglandinas, cuya produccion es estimulada principalmente por IL-1 y TNF-a, y de

las cuales, a continuacion se discutiran algunos aspectos importantes.
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V.2.1. Mediadores lipidicos

Existen suficientes evidencias que sugieren que los signos cardinales de la inflamacion
(rubor, dolor, edema y calor) son producidos por la accion de mediadores lipidicos tales
como los eicosanoides y el factor activador de plaquetas, que son sintetizados a partir de los

fosfolipidos de las membranas de las células inflamatorias.

Los eicosanoides son productos oxigenados de 20 atomos de carbono que derivan del
acido (5Z, 8z, 11z, 14Z)-eicosa-5, 8, 11,14-tetraendico (acido araquidénico; AA)

mostrado en la Figura 8.

<_ — COOH

Figura 8. Estructura del &cido 5, 8, 11,14-eicosatetraendico, acido araquidénico (AA).

El AA se deriva de los alimentos o es sintetizado en el cuerpo a partir del acido
linoléico. El AA se almacena en los lipidos de las membranas celulares, en forma de ésteres
en los fosfolipidos, donde se encuentra como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilinositol. Asi, el paso limitante en la sintesis de eicosanoides, es la liberacién del

AA de los fosfolipidos de la membrana por fosfolipasas especificas, principalmente
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fosfolipasa A, (PLA,), lo cual ha sido revisado de forma amplia con anterioridad (Balsinde

et al., 1999; Six y Dennis, 2000; Yedgar et al., 2006).

En algunos tipos de células estas enzimas son dependientes de calcio y son activadas
por el incremento en la concentracion de calcio intracelular. De esta manera, la sintesis de
eicosanoides puede iniciarse como ya se menciond, por una variedad de estimulos que
incrementen el nivel de calcio intracelular. Esto ocurre a través de mecanismos de
transduccion de sefiales mediados por receptores especificos o a través de la perturbacion
de la integridad de la membrana celular (trauma fisico, quimico o inmunolégico), los cuales
provocan la activacion de la PLA,, y la consecuente liberacién del AA mediante el corte del

fosfolipido correspondiente, indicado en la figura 9.

Fosfolipasa A,

Figura 9. Estructura de un fosfolipido, y sitio de corte de la PLA,. R2 representa al acido
araquidonico esterificado. Modificado de Laye y Gill, 2003.
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Una vez liberado, el AA es oxidado a través de cuatro rutas, produciendo un conjunto
de eicosanoides (ver Figura 10). Esta vias son: ruta de las ciclooxigenasas, que generan
prostaglandinas y tromboxanos; ruta de las lipooxigenasas, que generan leucotrienos,
lipoxinas e hidroxiécidos; via epoxigenasa P450, que genera epoxiacidos; y por ultimo via

radicales libres (Harizi et al., 2008; Panigrahy et al., 2010).

Fosfolipidos de membrana

Acido Araquiddnico
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Figura 10. Metabolismo del AA. Tomado de Titos, 2004.

Las vias de las prostaglandinas y tromboxanos se inician cuando la enzima constitutiva
ciclooxigenasa-1 (COX-1), en condiciones normales o en estados patoldgicos la enzima

inducible ciclooxigenasa-2 (COX-2) convierten al AA en el endoperoxido ciclo (PGG;) por
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induccion de oxigeno molecular. Esta etapa enzimatica puede ser blogueada
irreversiblemente por la aspirina y en forma reversible por otros compuestos anti-
inflamatorios no esteriodales (AINES) tales como la indometacina, cuyos mecanismos e

implicaciones se discutiran més adelante.

El segundo endoperoxido ciclico (PGH,), es generado enziméaticamente a partir de
PGG2 por reduccion del grupo peroxido de C15 a grupo hidroxilo. Como producto de esta

reaccion se originan grupos oxidantes que regulan la accién de la ciclooxigenasa.

Las prostaglandinas PGG, y PGH,, poseen vida media corta y son metabolizadas
rapidamente para dar origen a otros productos. Cuatro de ellos son las prostaglandinas
PGE,, PGF.a, PGD, y PGl,, asi como el acido 12-L heptanodico que es acompafiado por

malonil aldehido y el tromboxano A2.

La via de trasformacion del AA a PGH, es comun en todos los sistemas celulares. La
metabolizacion posterior del PGH, depende de la caracteristica de cada célula en particular,
de las enzimas que contenga y del balance de algunos cofactores. Asi, las plaquetas
sanguineas son ricas en tromboxano sintetasa y producen una mayor parte de tromboxano
A,, mientas que en las células del endotelio vascular predomina la prostaciclina sintetasa
PGI,. El resto de las prostaglandinas se encuentran difundidas mas ampliamente y en mayor
0 menor proporcién son sintetizadas en casi todas las células del organismo (excepto

glébulos rojos y algunos linfocitos).
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Las PGE,, PGA,, PGD, y PGl,, incrementan los niveles de AMPc, que actia como
segundo mensajero. Las prostaglandinas ademas, pueden influir en el comportamiento
celular a través de cambios de las funciones de la membrana, a causa de la alteracion de los
lipidos, proteinas, composicion de las glicoproteinas y por alteraciones en la captacion de

los nutrientes esenciales e iones, particularmente el idn calcio, por la célula.

Otro prostanoide, PGF,a, afecta la sintesis de GMPc, por lo tanto promueve las
funciones como proliferacién celular, citotoxicidad, produccién de linfocinas y formacion

de linfocitos T.

Como se menciond, los productos de la oxidacion del acido araquidonico estan
involucrados en la produccion de todos los signos cardinales de la inflamacion. La
vasodilatacion y el enrojecimiento son causados por la liberacion de en los tejidos de PGl,,

PGE,, PGE; y PGD; entre otros (Mardini y FitzGerald, 2001).

La cantidad de proteina plasmatica exudada de la red microvascular depende de la
extension de la permeabilidad vascular y de la magnitud de la dilatacion arteriolar. Las
prostaglandinas vasodilatadoras aumentan el didmetro de las arteriolas, dando como
resultado una dilatacion pasiva de las vénulas por un incremento en la presion hidrostatica,

contribuyen a potenciar el edema (Griffiths, 1999).

Por otro lado, los leucotrienos (LT) se forman por la actividad de las lipooxigenasas,

enzimas que inician la via de la conversion del acido araquidénico en hidroperéxidos no
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ciclicos, los acidos hidroperoxitetranoicos (HPETE). En los distintos sitios celulares

existen lipooxigenasas especificas que dan origen a diversos mediadores lipidicos.

Los leucocitos a partir exclusivamente de 5-HPETE, forman una familia de &cidos 5-
hidroxieicosatetraendicos, llamados leucotrienos. La formacion de un grupo epoxi en
posicion 5-6 da origen al LTA,. La cual se trasforma en LTB,. Una via alternativa de
trasformacion de LTA, es mediada por la accion de la glutation —S-transferasa que cataliza

la adicion de glutation, para dar origen al glutation LTC,.

La perdida posterior del acido glutamico, es enzimaticamente mediada por la glutamil-
traspeptidasa formando leucotrieno D4 (LTD,4). En forma secuencial el leucotrieno Dy es

convertido en leucotrieno E4 por accion de una cistenilcinasa.

Es interesante destacar que en la trasformacion secuencial del LTC,, los productos
originales poseen propiedades bioldgicas cualitativamente comparables, pero la potencia de
accion se incrementa con la metabolizacion, llegando el leucotrieno E4 a constituirse en el

mas activo.

Los leucotrienos C4, D4 y E4 son potentes agentes estimulantes de la contraccion de la
musculatura lisa y de los vasos sanguineos, sintetizados en diversos tejidos, el pulmoén los
producen en cantidades considerables, actuando como agentes bronconstrictores vy
participando en forma preponderante en la patologia del asma. Estos mismos leucotrienos

son los principales constituyentes de la sustancia de liberacion lenta de anafilaxis.
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El leucotrieno B, es un mediador natural de la inflamacion. Es sinterizado por los
leucocitos presentes en el exudado que se produce en el proceso inflamatorio en desarrollo,
y sus efectos se asemejan y suplementan a los producidos por el péptido que deriva del
complemento C5a, causando aumento en la permeabilidad vascular y formulacion local de
edema. Asi las prostaglandinas, el C5a, y el leucotrieno B, pueden actuar en forma
secuencial y en combinacion para producir la permeabilidad vascular y la infiltracion

celular que caracteriza la respuesta inflamatoria.

Los inhibidores de COX se han usado medicinalmente por mas de un siglo, aunque la
base bioldgica para su eficacia se conocié hace unas pocas décadas atrds. Uno de los
primeros inhibidores de COX en ser utilizado con fines terapéuticos fue la aspirina, que
inhibe la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa mediante la acetilacion irreversible de
un residuo de serina en el sitio activo de la enzima (Loll et al., 1995). Debido a la
importancia clinica de la inflamacion y sus distintas actuaciones dentro de una amplia gama

de enfermedades, la quimioterapia de la inflamacion se discutird a continuacion.
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V.2.2.La COX-2 y el papel de los AINEs

La prostaglandina G/H sintetasa (COX) cataliza la transformacion del AA en el
endoperodxido intermedio fundamental la prostaglandina-H, (PGH), que sirve como
sustrato para la produccion de una variedad de prostanoides con diversas acciones
biologicas (ver Figura 11). Esta sintetasa es un enzima bifuncional, que posee tanto la
actividad de ciclooxigenasa que convierte el AA en PGG, asi como actividad de

peroxidasa que reduce la PGG; para producir PGH, (Vane et al., 1998).

Los esfuerzos para identificar y desarrollar nuevos anti-inflamatorios no esteroidales
(AINEs) aumentaron hace unos afios con el descubrimiento de que existen al menos dos
isoformas de la COX. La expresion de la isoforma, llamada COX-2, se ha demostrado que
puede ser aumentada por lipopolisacarido bacteriano (LPS), citocinas, factores de
crecimiento y promotores tumorales, con lo que se distingue fundamentalmente de la
expresion constitutiva de la isoforma denominada COX-1 (Xie et al., 1991; Kujubu y

Herschman, 1992; O’Banion et al., 1992; Lee et al., 1992; Simmons et al., 2004).

Las isoformas COX-1 y COX-2 no solo tienen actividades cataliticas similares, sino
que datos cristalograficos también sefialan lo similar de sus estructuras terciarias.

(Kurumbail, 1996).

Sin embargo, una mayor flexibilidad del tanel hidrofébico que conduce al sitio activo,

en la COX-2, le confiere a ésta enzima una especificidad de sustrato mas amplia. Este tanel
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puede influir en el espectro, la cantidad, y/o duracion de la produccion de prostanoides por
la COX-2 (Rowlinson et al., 1999). El reconocimiento de estas dos isoformas de la COX ha
tenido una de las mayores repercusiones sobre el desarrollo de los AINEs desde la sintesis
original de la aspirina a partir del &cido salicilico hace més de un siglo hasta nuestros dias.
La “hipdtesis de la COX-2” propone que en dosis igualmente eficaces, los inhibidores
selectivos de la COX-2 causaran menos efectos adversos gastrointestinales graves que

aquellos AINEs no selectivos tradicionales.

El desarrollo clinico eficaz para el desarrollo de inhibidores selectivos de la COX-2
puede basarse en dos supuestos: a) la inhibicién de la COX-2 es necesario y suficiente para
mostrar eficacia analgésica/anti-inflamatoria, y b) la inhibicién de COX-1es en gran medida
responsable de la grave toxicidad gastrointestinal de los AINEs convencionales.

Por ejemplo se conoce que los AINEs son ampliamente utilizados para el tratamiento
de la artritis y otras enfermedades inflamatorias cronicas. La evidencia derivada de modelos
animales de inflamacion sugiere que las dosis apropiadas de rofecoxib y celecoxib, dos
anti-inflamatorios selectivos a COX-2, logran una eficacia comparable con los AINESs

convencionales (Seibert et al., 1994; Anderson et al., 1996).

Sin embargo se debe reconocer que la selectividad bioguimica sélo podra representar

uno de los muchos factores que influird en el resultado clinico de cualquier paciente

sometido a tratamiento con un inhibidor selectivo de COX-2.

38



Prostanoid Predommant focation Function

IxAy Platedets and Phtelet aggregmion

Thromtwame A3 NODOCYL bronche- and

AA P(l(l: I’(JH: PGl Vascular endathelium Inkibzica of platele
Prostacycln wud subendothe bein ARRY i adhesion
0-0 0-0 / v T
'"'/\l V\} w reria] cellic vacubir Sk lage
/ \ , Fy) \ —
» 2N » L—-"-: PGy Mas | Bronchospa

4 I'4 \ ¢
- Y \ hitse; inhibhion of platelet
“ » )
?\ ¢ "(’ \ o, n. sleep
4 \ .l' PGl Renal medualla nhibzicn of sodium
COOH \ coon \ Coon reabeorption; hroocho- and
vasodilation utenne
endothelum contraction, lymphocyte

lunction; presynapty

£ > o Yoy 10mn
Fagure 1 Prostanoid activinies derbved Trom COX activity. Prostaglandin Irenergic modulaton

G/H syrthsse (COX) is bifunctional: its bis-cyclooxygeomse activity, disected

& ) " Bromn e
both at C-11 and C-15 of arschidonse acid (AA), ndicared (n purple: it PGF uram, urens ronchsal and uterine

Figura 11. Moléculas derivadas de la actividad de COX, y sus funciones. Tomada de
Mardini y FitzGerald, 2001.

Tomando en cuenta lo anterior, se ha establecido que la COX-2 sintetiza prostanoides

en estados patoldgicos como la inflamacion y el cancer (Turini y DuBois, 2002; Chun y

Surh, 2004; Wymman y Schneiter, 2008). Ademas de su regulacion a nivel transcripcional

por efecto de los glucocorticoides (Kujubu y Herschman, 1992) e inhibicion por AINEs

selectivos, la actividad de la COX-2 puede verse afectada por citocinas, factores de

crecimiento y oncogenes cuya funcion es prolongar la vida media de transcripcion de esta

enzima (Sheng et al., 2000). Aunque COX-1 tiene las caracteristicas estructurales de un gen

constitutivo, su expresion no esta reprimida en sitios donde la COX-2 esta presente

(Mardini y FitzGerald, 2001; von Rahden et al., 2005).
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La dicotomia de una COX-1"constitutiva”, con funciones Unicamente en condiciones
fisiologicas, y una COX-2 “inducible”,  produciendo prostanoides en estados de
enfermedad, es solo una simplificacién de la realidad bioldgica. Existe evidencia que
muestra la expresion de ambas COX-1 y COX-2 aumentada en las articulaciones
inflamadas y en la placa aterosclerotica (Crofford et al., 1994; Schonbeck et al., 1999). A
pesar de que la COX-2 parece ser la principal fuente de formacion de prostaglandinas en la
inflamacion, hay algunos indicios de que ambas isoformas pueden contribuir en las
respuestas inflamatorias agudas (Smith et al., 1998; McAdam et al., 2000; Nakano et al.,

2007).

Los modelos de raton en los cuales se han deletado los genes COX, de forma similar
presentan algunas discrepancias con la hipétesis de la COX-2. Por ejemplo, tanto el AA
como el promotor tumoral 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) inducen la
expresion de COX-2 y causan inflamacion de la piel en los ratones normales, pero
curiosamente, en ratones knock-out para COX-2, se observa el mismo nivel de inflamacion
inducida en respuesta a AA y TPA (Morham et al., 1995). Por otra parte, la supresion del
gen de COX-1 atenua la respuesta inflamatoria a AA, pero no a TPA (Langenbach et al.,

1995).

Lo anterior demuestra que los farmacos selectivos de la COX-2 necesitan estudiarse
mas a fondo, para comprender el papel de las dos isoformas tanto en los tejidos inflamados,
como en los normales, para entonces, disefiar mejores farmacos anti-inflamatorios.

También sugiere que no se debe limitar la bldsqueda de moléculas de origen natural o
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sintético, que inhiban selectivamente la COX-2, para generar nuevas moléculas
antiinflamatorias. Otra cuestion importante por resaltar es que al parecer, los resultados
obtenidos en ratas no son del todo extrapolables al humano, pues se ha demostrado que a
diferencia de la inhabilidad de los anti-inflamatorios selectivos a COX-2 de disminuir
completamente la respuesta inflamatoria en ratas, en humanos estos mismos compuestos si

tienen un efecto completo (Giuliano y Warner, 2002).

Sin embargo, debido a que algunos prostanoides como PGE; estdn implicados en
procesos patolégicos como el cancer (Allavena et al., 2008), provengan de la isoforma que
provengan, se revisara cual es la posible relacion que existe entre la inflamacion y el

cancer.
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V.3. Inflamacioén y cancer

La relacion que existe entre un proceso inflamatorio crénico y el cancer fue propuesta
desde 1860, cuando Virchow y colaboradores realizaron observaciones que indicaban que

el cancer se iniciaba en zonas o lugares sometidos a procesos de inflamacidn cronica.

Existe evidencia creciente de que la inflamacion cronica y persistente en los tejidos
dafados contribuye a la promocion, la progresion y la metéstasis del tumor (Balkwill y
Mantovani, 2001; Schwartsburd, 2003; Mantovani et al., 2008; Porta et al., 2009). Asi, las
células inmunitarias pro-inflamatorias, citocinas, quimiocinas, enzimas como la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) o la déxido nitrico sintetasa inducible (i-NOS), sus productos,
prostaglandinas (por ejemplo, PGE;) y el radical gaseoso Oxido nitrico (ON),
respectivamente, y factores de transcripcién como el factor nuclear kappa B (NF-kB) se
encuentran en niveles aumentados en el microambiente de los tumores (Kundu y Surh,

2008).

Este microambiente pro-inflamatorio potencia la proliferacion celular y aumenta el
riesgo de desarrollar neoplasias, debido en parte a la liberacion de mediadores pro-
inflamatorios, factores de crecimiento, presencia de células inflamatorias y agentes que

causan dafios en el material genético.

Se ha mencionado que el sistema inmune actla como una “espada de doble filo”,

debido a su capacidad de combatir agentes patdgenos infecciosos por un lado, y para
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producir autoinmunidad en el otro. El sistema inmune también actGa como supresor de
tumores por una parte, y como iniciador y/o promotor de tumores en la otra (Balkwill et al.,
2005). Varias observaciones clinicas apoyan la idea de una fuerte asociacion entre la
inflamacion croénica y el cancer (Balkwill et al., 2005; Coussens y Werb, 2002). Por
ejemplo, la inflamacion crénica inducida en higado por el virus de la hepatitis C, la
infeccidn gastrica por Helicobacter pylori y la colitis ulcerosa son importantes factores de
riesgo para enfermedades como el carcinoma hepatocelular, el cancer gastrico y cancer de

colon, respectivamente (Koike, 2005; Roder, 2002).
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Figura 12. Factores de riesgo y los eventos relacionados con el origen, desarrollo y evolucion del
Céncer. Tomado de Aggarwal et al., 2009.

El hallazgo de que el uso a largo plazo de AINEs disminuye el riesgo de cancer (una
reduccion del 40-50% en el caso de cancer de colon) fortalece el vinculo propuesto entre la

inflamacion y el cancer (Thun et al., 2002). Por otra parte, varias causas no infecciosas de
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inflamacion cronica (como el humo del cigarrillo, los asbestos y la silice) también
aumentan el riesgo de desarrollar cancer. Por ejemplo, el mesotelioma pleural maligno se

debe principalmente a la inhalacion de asbestos (Manning et al., 2002).

Ademas de los datos epidemioldgicos que enlazan la inflamacion con el cancer, los
polimorfismos en los genes inflamatorios incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-1 (IL-1) y los receptores tipo Toll, estan asociados con la aparicién
del linfoma no Hodgkin, cancer de estdbmago y de prdstata, respectivamente (Karin y

Greten, 2005).

Una interpretacion simplificada de la carcinogénesis en dos pasos incluye: (i) el proceso
conocido como iniciacion celular, el cual se debe a la aparicion de mutaciones en moléculas
que regulan los circuitos celulares del control de la division celular, la supervivencia y
senescencia, y (ii) la promocion de las células iniciadas por medio de sefiales celulares y
extracelulares que conduce a la inmortalizacion de las células que son resistentes a las

sefiales inhibidoras del crecimiento, la apoptosis y la inmunidad antitumoral.
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Figura 13. Efectos de la actividad de la COX-2 y sus productos en la carcinogénesis. Tomada de
Kundu y Surh, 2008.

La inflamacion puede contribuir en ambas etapas. Por ejemplo, la inflamacion
persistente produce dafio en los tejidos, lo que resulta en una mayor renovacion celular. El
ON Yy especies reactivas de oxigeno (EROs) producidos por células inflamatorias pueden
producir dafios en el material genético celular, lo que aumenta la posibilidad de la aparicion

de células que poseen un alto riesgo de transformacion maligna (Yoshimura, 2006).
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Debido a lo anterior, se ha hipotetizado que una alternativa a los tratamientos
tradicionales que estan perdiendo su efectividad o que no son especificos y que ademas son
altamente toxicos, es utilizar algunos de los componentes especificos de la respuesta
inflamatoria cronica como posibles dianas terapéuticas para lograr la quimioprevencion o la
quimioterapia del cancer (Turini y DuBois, 2002; Laye y Gill, 2003; Chun y Surh, 2004;
Dolcet et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2008; Wang y Lin, 2008; Wink et al., 2008; de

Souza-Pereira, 2009).

Una de las estrategias que nuestro grupo ha desarrollado para encontrar moléculas
activas que puedan ser utilizadas para el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer
ha sido realizar busquedas sistematicas de moléculas presentes en plantas de la flora

medicinal utilizada en nuestro pais.

Nuestra experiencia (Oviedo-Chavez et al., 2004; Oviedo-Chavez et al., 2005; Flores-
Rosete and Martinez-Vazquez, 2008) al igual que la de otros grupos (Recio et al., 1995b;
Kinoshita et al., 1998; Akihisa and Yasukawa, 2001; Akihisa et al., 2003; Dzubak et al.,
2006; Medeiros et al., 2007) nos indica que algunos triterpenos y esteroles son buenos
candidatos para la busqueda de compuestos activos que interfieren con el proceso
inflamatorio, por lo que en el presente trabajo se utilizd a M. geometrizans para la busqueda
de moléculas activas en modelos de inflamacion y citotoxicidad, con la finalidad de obtener
compuestos candidatos para desarrollar farmacos que ayuden a la quimioprevencion o la
quimioterapia del cancer, mediante su interaccidn con dianas terapéuticas relacionadas con

la inflamacion, y para ello se desarroll6 la metodologia descrita a continuacion.
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VL.

Objetivos

VI1. General

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica de los extractos y metabolitos

secundarios aislados de Myrtillocactus geometrizans.

VIL.2. Particulares

Obtener los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de las partes aéreas y
raices de Myrtillocactus geometrizans.

Evaluar los extractos organicos obtenidos en el modelo de inflamacién en oreja de
raton inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).

Aislar, purificar y elucidar la estructura de los principales metabolitos secundarios
de tipo triterpeno y esterol presentes en los extractos activos.

Determinar la actividad antiinflamatoria de los metabolitos aislados en el modelo de
inflamacidn en oreja de raton inducida por: 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
(TPA), fenilpropiolato de etilo (EPP); en el modelo de inflamacidn e hiperalgesia en
pata de rata inducida por carragenina.

Determinar la actividad de los metabolitos aislados en la produccion de Oxido
Nitrico en cultivos de macr6fagos murinos; de inhibicion de la enzima
mieloperoxidasa en oreja de raton.

Evaluar los metabolitos secundarios aislados en cultivos de células de cancer

humano para determinar la inhibicion de la proliferacion celular.
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VIL.

Materiales y métodos

VII.1. Recoleccion del Material vegetal

Se realizaron dos colectas de las partes aéreas y raices de M. geometrizans, la primera
se efectué en el municipio de Ixmiquilpan, estado de Hidalgo, cerca del Km 65 de la
carretera Federal México-Laredo en octubre de 2002, y la segunda fue en los alrededores de
la estacion de Ferrocarril “Bernal” a tres Km de Tequisquiapan, estado de Querétaro, en
noviembre del mismo afo. Muestras del material vegetal de cada recolecta se depositaron
en el Herbario Nacional de México (MEXU), donde fueron identificadas como M.

geometrizans, con nameros de registro MEXU-1075998 y -1075999 respectivamente.

VIL.2. Obtencion de extractos

Las partes aéreas de ambas recolecciones fueron combinadas, cortadas en rodajas,
secadas a temperatura ambiente y molidas para obtener 1700 g de material vegetal en
polvo. Este polvo se extrajo de forma exhaustiva con hexano dos veces por una semana.
Después de este tiempo, el liquido se filtrd y concentrd al vacio en un rotavapor (Buchi
100) para obtener 17 g de extracto de hexano de color marron y de consistencia viscosa
(HexPA). Al término, el material vegetal se seco en la campana de extraccion y se extrajo
de forma similar con metanol para obtener 62 g de extracto de metanol de color verde
obscuro de consistencia viscosa (MetPA).
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Por otro lado, las raices se fragmentaron para obtener 1600 g de material vegetal. Este
material se extrajo exhaustivamente con hexano dos veces por una semana, al término de
este tiempo se procedié de forma similar a las partes aéreas, para obtener 9 g de extracto de
hexano (HexR). Se continud la extraccion con una mezcla de diclorometano y metanol
(1:1, v/v) dos veces por una semana. Al término de este tiempo, el liquido se filtrd y separd
en la fase de diclorometano y de metanol. Ambas fases por separado, se concentraron al
vacio para obtener 19 g del extracto de diclorometano (DicR) y 93 g del extracto de

metanol (MetR).

VIL.3. Fraccionamiento de extractos y purificacion de compuestos

VIL.3.1. Hidrdlisis del extracto de metanol de partes aéreas.

Se disolvieron 40 g del extracto MetPA en 500 mL de una mezcla metanol-agua (90%
v/Vv), a esta solucion se le adiciono100 mL de HCI concentrado y la mezcla se calent6 a
reflujo por 24 horas. Al término del tiempo, la reaccion se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se ajusto el pH a 7 con bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo. La
fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presién reducida para

obtener 7.3 g de un residuo café viscoso (HMetPA).
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VIL.3.2. Cromatografia en capa fina

Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron en cromatofolios de aluminio
cubiertos de gel de silice G-200, UV 254 (Merk), de 0.2 mm de espesor y fluorescente.
Como reveladores se emplearon una lampara de luz ultravioleta de 254 y 365 nm (Cole
Palmer 9815 series Lamps); y una disolucion de sulfato cérico al 1 % (p/v) en &cido

sulfarico 2 N aplicada sobre la superficie de la placa y posteriormente calentada.

VIL.3.3. Cromatografia en columna abierta

Procedimiento General

Las muestras se disolvieron en la minima cantidad del disolvente adecuado, hasta
total disolucion y se afiadio gel de silice en proporcion 1:3. Cada mezcla se concentré en
rotavapor hasta sequedad. Una vez seca, se deposito en la parte superior de la columna.
Dependiendo de la muestra a separar se utilizaron columnas de vidrio de diferentes
volumenes, las cuales fueron empacadas con gel de silice 60 Ahigram Sil G, kiesel, malla
70-230 (Merk) como fase estacionaria. Para desarrollar la cromatografia se utilizaron
mezclas de disolventes en orden creciente de polaridad (hexano-acetato de etilo-metanol).
Se recolectaron fracciones de 50-200 mL, se elimind la fase movil en rotavapor y las
fracciones concentradas se colectaron en frascos viales de vidrio. Se monitored el
desarrollo de la cromatografia por CCF revelada con luz U.V. y sulfato cérico en acido

sulfurico, y se reunieron aquellas que presentaron similitud cromatografica.
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VIL.3.4. Cromatografia en columna rapida (flash)

Se utilizaron columnas de diferentes volimenes, que contienen en la parte inferior
una placa porosa de fibra de vidrio. Se acopl6 a un matraz kitasato con salida a vacio. La
fase estacionaria utilizada fue gel de silice 60 H, la cual se empaco de forma uniforme,
posteriormente se aplicé vacio y el adsorbente se comprimié manualmente. Una vez
empaquetada la fase estacionaria se pas6 una cierta cantidad de fase maévil para empaquetar
aun mas la fase estacionaria. Cuando la fase estacionaria se sec6 completamente, se
introdujo la muestra adsorbida en gel de silice y seca, depositdndola en- la superficie del
adsorbente. A continuacion se afiadid la fase movil y se aplicé vacio. Para desarrollar la
cromatografia se utilizaron mezclas de disolventes en orden creciente de polaridad (hexano-
acetato de etilo-metanol). Se recogieron fracciones de 50 a 200 mL. Al igual que en el caso
anterior, las fracciones se concentraron y depositaron en frascos viales de vidrio. Se
monitoreo el desarrollo de la cromatografia por CCF y las que presentaron similitud

cromatografica, se reunieron.

VIL.3.5. Cristalizacion

Con la finalidad de purificar los productos crudos se cristalizaron utilizando distintas
mezclas de disolventes. En la mayoria de los casos se indujo la cristalizacion por medio del
raspado de las paredes de los viales donde se encontraba la muestra con la punta de una
espatula. Inmediatamente se formaron los cristales, se filtrd la mezcla a vacio y los
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precipitados se secaron al vacio a temperatura ambiente, 0 se secaron en campana de

extraccién al vacio.

VIL.3.6. Determinacion del punto de fusion

Los puntos de fusion de los compuestos aislados se determinaron en un equipo Fisher

Johns y se informaron en grados centigrados sin corregir.
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VIL.4. Técnicas generales de elucidacion estructural

VIL.4.1. Espectrofotometria Infrarroja

La espectrofotometria de absorcion en la region infrarroja (IR) se realizd en un
espectrofotdbmetro Nicolet modelo Magna 750 con la técnica de pastilla de KBr. Las

frecuencias maximas de absorcion se presentan en cm™.

VIL.4.2. Espectrometria de masas

Los experimentos se realizaron en un espectrometro JEOL JMS AX 505 HA mediante
la técnica de impacto electronico a 70 eV. Los resultados se presentaron como la relacion

de masa respecto de la carga (m/z), junto con los porcentajes de abundancia relativa (% a.r.)

VI1.4.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H (200, 300 0 500 MHz) y de **C
(50, 75 0 125 MHz) se adquirieron en los equipos Varian-Gemini 200, Varian VXR 300,
Eclipse 300, o Bruker-Avance 300; se utilizaron los siguientes disolventes deuterados
(Aldrich): cloroformo (CDCI3), dimetil sulfoxido (DMSO-dg), 0 metanol (CD3;OD). El

tetrametilsilano (TMS) se utiliz6 como referencia interna. Los desplazamientos quimicos
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(8) se expresaron en partes por millon (ppm); la multiplicidad de las sefiales proténicas se
indicaron con las siguientes abreviaturas: s (simple), d (doble), t (triple), dd (doble de
dobles), m (mdaltiple). Las constantes de acoplamiento (J) se indicaron en Hertz (Hz).
Cuando fue requerido, se realizaron experimentos adicionales de RMN en una y dos

dimensiones, que incluyeron COSY-2D, DEPT-'*C, HETCOR, etc.

VIL.5. Aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios

aislados

Chichipegenina (36): El extracto metandlico crudo de partes aéreas (MetPA; 15 g) se
fracciond en una columna de gel de silice, eluida con mezclas de hexano / AcOEt / MeOH
de polaridad creciente. Tras la concentracion a presion reducida, las fracciones que
mostraron datos similares de CCF se combinaron. De las fracciones combinadas, eluidas
con una mezcla 1:1 (v/v) de hexano-AcOEt se obtuvieron 238 mg de un precipitado de
color blanco, con punto de fusion de 321-324 ° C, y una sola mancha en CCF en tres
distintos sistemas de elusion. EI compuesto aislado es un polvo amorfo, que mostro los
siguientes datos espectrales: [a]3* +44°. IR vmax 3610, 3370, 1650, 1290, 1260, 1190,
1160, 1100, 1060, 1040, 1005, 925 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 0.72 (1H, m, H-5),
0.78 (3H, s, H-24), 0.93 (3H, s, H-25), 0.95 (6H, s, H-29 y H-30), 0.98 (1H, m, H-1a), 0.99
(3H, s, H-23), 1.00 (3H, s, H-26), 1.05 (1H, m, H-19a), 1.24 (3H, s, H-27), 1.32 (1H, m, H-
7a), 1.34 (1H, m, H-15a), 1.42 (1H, m, H-6a), 1.52 (1H, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-15b), 1.55
(1H, m, H-6b), 1.56 (1H, m, H-21a), 1.58 (2H, m, H,-2), 1.61 (1H, m, H-1b), 1.67 (1H, m,
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H-21b), 1.73 (1H, m, H-19b), 1.75 (1H, m, H-7b), 1.88 (2H, m, H»-11), 2.32 (1H, dd,
J=14.0, 4.5 Hz, H-18), 3.17 (1H, m, H-3), 3.52, 4.08 (2H, ABq, Jag=11.5 Hz, H,-28), 4.19
(1H, dd, J=13.0, 4.5 Hz, H-22), 4.64 (1H, dd, J=12.0, 5.5 Hz, H-16), 5.28 (1H, t-like, H-
12). *C RMN (CDCls, 125 MHz) & 14.95 (C-25), 15.18 (C-24), 16.12 (C-26), 17.74 (C-6),
22.93 (C-11), 24.34 (C-30), 26.59 (C-2), 26.77 (C-27), 27.62 (C-23), 31.83 (C-15), 31.84
(C-20), 32.70 (C-29), 34.43 (C-7), 36.19 (C-10), 38.06 (C-1), 38.20 (C-8), 39.34 (C-4),
41.83 (C-14), 41.99 (C-21), 42.91 (C-18), 43.46 (C-17), 45.11 (C-19), 46.16 (C-9), 54.58
(C-5), 62.39 (C-28), 66.48 (C-16), 71.54 (C-22), 77.75 (C-3), 122.63 (C-12), 141.20 (C-
13). IEEM m/z 456 (14) [M'], 438 (50), 248 (28), 217 (100), 199 (45), 173 (28). La
comparacién de estos datos espectrales con aquellos informados en la literatura permitio
identificar este compuesto como Chichipegenina (36), mostrada en la Figura 14 (Sandoval
et al., 1957; Khong y Lewis, 1975; Yoshikawa et al., 1998; Ye et al., 2001). Ademas, 298
mg de 36 se obtuvieron del fraccionamiento en columna de gel de silice de la mezcla de
reaccion de hidrolisis acida del extracto de metanol crudo de partes aéreas (HMetPA; 5 g)

en las mismas condiciones descritas anteriormente. VVer Anexo 2.

Peniocerol (12): El extracto metanolico crudo de la raiz (MetR; 30 g) se sometio a
fraccionamiento en columna de gel de silice eluyendo con mezclas de hexano / AcOEt /
MeOH de polaridad creciente. Las fracciones que mostraron datos similares en CCF se
combinaron y se sometieron a una nueva separacion en columna empacada con silice la
cual fue eluida con mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente. De las fracciones
eluidas con una mezcla 55:45 (v/v) se formd un precipitado que resulté una mezcla de dos

componentes principales (FEMetR, 7.96 g). De la cristalizacidn repetida de esta mezcla, a
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partir de metanol, se logré obtener 3.67 g de un sélido cristalino incoloro, con punto de
fusion de 179-181 °C. IR vmax 3375, 2951, 2869, 1465, 1376, 1129, 1048 cm™. 'H RMN
(CDCls, 300 MHz) § 0.60 (3H, s, H-18), 0.86 (3H, d, J=6.5 Hz, H-26), 0.87 (3H, d, J=6.5
Hz, H-27), 0.88 (2H, m, H»-23), 0.91 (3H, d, J=6.6 Hz, H-21), 0.95 (2H, m, H,-22), 0.97
(3H, s, H-19), 1.10 (2H, m, H»-24), 1.12 (2H, m, H»-15), 1.13 (1H, m, H-20), 1.14 (1H, m,
H-17), 1.29 (2H, m, H,-16), 1.32 (2H, m, H»-12), 1.39 (1H, m, H-5), 1.48 (1H, m, H-25),
1.69 (2H, m, H,-1), 1.83 (2H, m, H»-2), 2.06 (2H, m, H-11), 2.16 (1H, m, H-4a), 2.20 (1H,
m, H-14), 2.22 (1H, m, H-4b), 2.38 (2H, m, H,-7), 3.61 (1H, m, H-3), 3.72 (1H, m, H-6).
3C RMN (CDCls, 75 MHz) § 11.208 (C-18), 18.725 (C-21), 18.958 (C-19), 22.527 (C-26),
22.717 (C-11), 22.790 (C-27), 23.838 (C-15), 23.897 (C-23), 27.990 (C-25), 28.704 (C-16),
30.991 (C-2), 31.982 (C-4), 35.478 (C-1), 36.105 (C-22), 36.221 (C-20), 36.731 (C-12),
37.707 (C-10), 37.794 (C-7), 39.484 (C-24), 42.048 (C-13), 47.628 (C-5), 51.488 (C-14),
54.824 (C-17), 67.600 (C-6), 71.213 (C-3), 126.512 (C-8), 135.049 (C-9). IEEM m/z 402
(100), 387 (42), 289 (14), 271 (21), 253 (10), 247 (83), 229 (22), 211 (13).

La comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos permitio identificar a este
compuesto como peniocerol (12) (Djerassi et al., 1965; Eggert y Djerassi, 1981; Kircher y
Bird, 1982) compuesto previamente asilado de Peniocereus fosterianus, P. macdougalli, P.
greggii, y de Stenocereus thurberi (Djerassi et al., 1961.; Djerassi et al., 1963; Knight et

al., 1966 Knight y Petit, 1969). Ver anexo 2.

Macdougallina (13): La cristalizacion lenta de las aguas madres del peniocerol se
aislaron 1.22 g de un sélido blanco amorfo con un p.f. 121-124 ° C. IR vmax 3375, 2951,

2869, 1465, 1376, 1129, 1048 cm™. *H RMN & 0.69 (3H, s, H-18), 0.85 (3H, d, J=6.5 Hz,
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H-26), 0.88 (3H, d, J=6.5 Hz, H-27), 0.912 (3H, d, J=6.6 Hz, H-21), 0.97 (3H, s, H-19),
0.99 (2H, m, Hp-23), 1.21 (1H, m, H-4a), 1.22 (2H, m, H»-22), 1.26 (1H, m, H-7b), 1.30
(2H, m, H,-16), 1.32 (1H, m, H-5), 1.33 (1H, m, H-22), 1.4 (2H, m, Hz-12), 1.46 (1H, m,
H-2a), 1.66 (1H, m, H-15a), 1.68 (2H, m, Hx-1), 1.69 (1H, m, H-25), 1.70 (1H, m, H-15b),
1.80 (3H, s, H-28), 1.81 (1H, m, H-2b), 2.03 (2H, m, H,-11), 2.09 (1H, m, H-17), 2.16 (1H,
m, H-4a), 2.22 (1H, m, H-4b), 2.39 (2H, m, H,-24), 3.61 (1H, m, H-3), 3.8 (1H, m, H-6).
3C RMN (75 MHz, CDCls) § 15.703 (C-18), 18.325 (C-21), 18.735 (C-19), 21.767 (C-11),
22.528 (C-26), 22.807 (C-27), 24.096 (C-23), 24.345 (C-28), 27.992 (C-25), 28.138 (C-16),
30.775 (C-15), 30.892 (C-2), 31.024 (C-7), 32.034 (C-4), 35.374 (C-1), 36.033 (C-22),
36.443 (C-12 y C-20, no distinguibles), 37. 732 (C-10), 39.504 (C-24), 44.528 (C-13),
47.736 (C-5), 49.610 (C-14), 50.431 (C-17), 67.641 (C-6), 71.171 (C-3), 133.097 (C-8),
133.625 (C-9). IEEM m/z 416, 401, 387, 365, 261. La comparacion de sus datos espectrales
con aquellos informados en la literatura permitio identificar este compuesto como
macdougallina (13), previamente aislado de Peniocereus macdougallii y Stenocereus
thurberi (Knight et al., 1966; Knight y Petit, 1969; Kircher y Bird, 1982). Hasta donde se
sabe, ésta es la primera vez que se informa la asignacién completa de las sefiales en *H

RMN. Ver anexo 2.

Acido oleandlico (26). De las fracciones previas de donde se obtuvo 36 a partir del
extracto metanolico crudo de partes aéreas (MetPA; 15 @), se obtuvieron 117 mg de un
precipitado de color blanco con punto de fusion mayor a 300 °C. IR (KBr) vmax 3437, 2943,
2861, 1695, 1031, 998 cm™. *H RMN (CDCls, 500 MHz) § 0.70 (1H, m, H-5), 0.75 (3H, s,

H-26), 0.77 (3H, s, H-24), 0.90 (3H, s, H-29), 0.92 (3H, s, H-25), 0.93 (3H, s, H-30), 0.98
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(1H, m, H-1a), 0.99 (3H, s, H-23), 1.08 (1H, m, H-15a), 1.13 (3H, s, H-27), 1.16 (1H, dd,
J=4.5, 2.0 Hz, H-19a), 1.22 (1H, m, H-7a), 1.28 (1H, m, H-21a), 1.35 (1H, m, H-7h), 1.38
(1H, m, H-6a), 1.40 (1H, m, H-21b), 1.54 (1H, m, H-9), 1.55 (1H, m, H-6b), 1.57 (1H, m,
H-22a), 1.60 (1H, m, H-19b), 1.61 (2H, m, H,-2), 1.62 (1H, m, H-16a), 1.62 (1H, m, H-1b),
1.71 (1H, td, J=14.0, 4 Hz, H-15b), 1.76 (1H, td, J=14.0, 4.5 Hz, H-22b), 1.88 (2H, m, H,-
11), 1.98 (1H, td, J=13.5, 4.0 Hz, H-16b), 2.82 (1H, dd, J=13.5, 4.5 Hz, H-18), 3.20 (1H,
dd, J=11.5, 4.5 Hz, H-3), 5.3 (1H, t-like, H-12). *C-NMR (MHz, CDCls) § 15.320 (C-25),
15.540 (C-24), 17.151 (C-26), 18.308 (C-6), 22.937 (C-16), 23.405 (C-11), 23.581 (C-30),
25.939 (C-27), 27.199 (C-2), 27.697 (C-15), 28.107 (C-23), 30.685 (C-20), 32.457 (C-22),
32.633 (C-21), 33.058 (C-29), 33.820 (C-7), 37.101 (C-10), 38.419 (C-1), 38.770 (C-4),
40.997 (C-18), 41.612 (C-14), 45.889 (C-19), 46.548 (C-17), 47.647 (C-9), 55.249 (C-5),
79.036 (C-3), 122.656 (C-12), 143.587 (C-13), 183.266 (C-28). IEEM m/z 456 (3) [M]",
248 (64), 207 (15), 203 (35), 133 (14), 95 (27), 83 (36), 69 (60), 57 (84), 43 (100). La
comparacion de sus datos espectroscopicos y fisicos permitio la identificacion de éste

compuesto como el acido oleandlico (26) (Seebacher et al., 2003). Ver anexo 2.

Debido a que las propiedades antiinflamatorias y de inhibicion de proliferacion
celular de 26 han sido extensamente estudiadas (Ovesna, 2004; Liu, 2005; Sun et al., 2006;
Sultana, 2008; Laszczyk, 2009; Petronelli et al., 2009; Gautam y Jachak, 2009; Sogno et

al., 2009; Rios, 2010), en este trabajo se decidio no evaluar biolégicamente éste compuesto.
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VIL.6. Reaccion de acetilacion de peniocerol (12), macdougallina

(13) y chichipegenina (36)

200 mg de cada compuesto se disolvieron por separado en piridina y se afiadié un
exceso de anhidrido acético a temperatura ambiente por 24 horas y agitacion constante. Al
término del tiempo, se extrajo el producto de la mezcla de reaccién adicionando hielo,
acido clorhidrico y acetato de etilo. La fraccion de acetato de etilo se secé con sulfato de
sodio anhidro y se concentrd a presion reducida en un rotavapor. Cada producto crudo se
sometié a cromatografia en columna “flash” o se cristalizd directamente de metanol. Las
identidades de los derivados; acetato de peniocerol (12Ac), acetato de macdougallina

(13Ac) y acetato de chichipegenina (36Ac) se determinaron por sus datos espectroscopicos.

ol
Ol

R R
Peniocerol (12) R=H Macdougallina (13) R=H Chichipegenina (36) R=H
Dicetato de peniocerol (12 Ac) R=Ac  Diacetato de macdougallina (13 Ac) R=Ac Tetraacetato de chichpegenina (36 Ac)

R=Ac

Figura 14. Estructuras quimicas de los metabolitos aislados de M. geometrizans y sus derivados
acetilados.
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VIL.7. Modelos de inflamacion in vivo

VIL.7.1. Animales de laboratorio

Los ratones de la cepa CD-1 vy las ratas de la cepa Wistar utilizados en los diferentes
ensayos se obtuvieron en el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, y en el
bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Se manipularon de acuerdo
con las condiciones establecidas en la NOM-062-Z00-1999. Se colocaron en cajas de
polipropileno trasllcidas de paredes continuas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, a una
temperatura controlada de 22 + 1°C y humedad de 50-60 %, con acceso ad libitum de agua

y dieta estandar de laboratorio.

VIL.7.2. Inflamacion inducida por 13-acetato de 12-0-

tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de raton

Para determinar la actividad anti-inflamatoria de los extractos organicos, fracciones y
compuestos aislados de M. geometrizans se utilizé el modelo de inflamacion en la oreja de

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

Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente (De Young et al., 1989)
con algunas modificaciones (Oviedo-Chavez et al., 2004). Asi, se utilizaron ratones macho

de la cepa CD-1 con pesos entre 25-30 g. Los animales se dividieron al azar en grupos (uno
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por cada tratamiento) de por lo menos seis animales, los cuales se pesaron, marcaron y

anestesiaron por via i.p. con pentobarbital sédico (Sedalforte®) a una dosis de 31.5 mg/kg.

Una vez anestesiados los ratones, se aplico por via tépica 2.5 ug de TPA, disueltos en
10 uL de etanol, en ambos lados de la oreja derecha (5 puL por lado). La oreja izquierda sélo
recibio el vehiculo correspondiente (5 uL a cada lado). Después de 10 minutos, se aplicaron
los extractos y las sustancias de prueba en sus respectivos vehiculos y en las dosis indicadas
en la Tabla 2, sobre ambos lados de la oreja derecha. Se aplicé indometacina disuelta en
una mezcla de etanol y acetona (1:1 v/v) en un intervalo de dosis de 0.046 — 0.465 mg /
oreja en la oreja derecha del grupo control como farmaco de referencia. EI grupo control
recibid en la oreja derecha la mezcla de disolventes correspondiente y en la misma cantidad
que los tratados. La oreja izquierda de cada animal sirvié como control negativo. Después
de 4 h, los animales fueron sacrificados en camara de CO; y se retir0 una biopsia de 7 mm

de diametro de ambas oreja de cada animal.

La inflamacion se evalué como la diferencia de pesos (en mg) entre la biopsia de la
oreja derecha, respecto a la biopsia de la oreja izquierda de cada animal. Los porcentajes de
inhibicion del edema (EI1%) se calculé mediante la ecuacion (1), donde A corresponde al
valor promedio del edema en el grupo control, y B al valor promedio del edema del grupo

tratado con las sustancias de prueba o el farmaco de referencia.

IE % = 100 — (= x 100) (1)
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Para cada compuesto y sus derivados evaluados, se construyd una curva dosis-
respuesta con los datos estadisticamente significativos. La dosis efectiva 50 (DEsy en
umol/oreja) se determind a partir de las curvas anteriores que mostraron un efecto

dependiente de la dosis, a las cuales se les realizé un ajuste lineal.

Tabla 2. Sustancias evaluadas en el modelo de inflamacién inducida por TPA.

Sustancia Dosis (‘mg/oreja 6 Vehiculo
2umol/oreja)
HexPA 1 A
HexR 1 A
DicR 1 B
MetR 1 B
MetPA 1 B
HMetPA 1 B
FEDicR '0.31 C
Peniocerol (12) °0.031,0.1,0.31,1 D
Macdougallina (13) “0.1,0.18,0.31,1 D
Chichipegenina (36) °0.031,0.1,0.31, 1 D
12Ac °0.1,0.31, 0.56, 1 D
13Ac ?0.031,0.1,0.18,0.31 D
36AcC %0.031,0.1,0.31, 1 D
Indometacina 0.046, 0.085, 0.150, C
0.268, 1.3

A= Hexano; B= EtOH-CH,CI, (1:1 v/v); C= EtOH-acetona (1:1 v/v); D= MeOH- CH,Cl, (1:1 v/v).
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VIL.7.3. Inflamacion inducida por etilfenil-propiolato (EPP) en
oreja de raton

La actividad antiinflamatoria de los metabolitos secundarios aislados fue evaluada en
el modelo de inflamacidn inducida en la oreja de ratén por etilfenil-propiolato (EPP por sus
siglas en inglés) siguiendo el procedimiento anteriormente publicado (Recio et al., 1995a)
con algunas modificaciones. Los compuestos a evaluar (12, 13, 36, 12Ac, 13Ac, 36Ac), se
administraron por via tpica a la concentracion final de 0.5 umol/oreja disueltos en MeOH-
CH,CI; (1:1 v/v), 20 uL en la oreja derecha de cada uno de los ratones (10 puL en cada
cara). La dexametasona se utilizO como farmaco de referencia a una dosis de 0.31
umol/oreja disuelta en etanol. Después de cuatro horas, una solucion de EPP (5% p/v) en
acetona (20 pL) se administré en el oido derecho. La oreja izquierda de cada animal recibio
primero el vehiculo (20 uL), y luego acetona (20 uL). Después de dos horas, los ratones
fueron sacrificados en camara de CO,. Una biopsia de 7 mm de didmetro fue retirada de
cada oreja. La inflamacién fue evaluada como la diferencia de peso entre las biopsias de las
orejas derecha e izquierda de cada animal. La inhibicion del edema (IE%), se calcul6 como

fue descrito para TPA.
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VIL.7 4. Inflamacion inducida por carragenina en pata de rata

El modelo del edema en la pata de rata inducido por carragenina se realiz6 de acuerdo
con el método descrito anteriormente (Winter et al., 1962) con algunas modificaciones

(Oviedo-Chavez et al., 2004).

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso entre 150-200 g, distribuidas al azar en
grupos de seis 0 mas animales por tratamiento. El volumen basal (Vo, mL) de la pata trasera
derecha de cada rata se midié por triplicado en un pletismémetro previamente calibrado
(modelo 7150, UGO Basile, Italia). Inmediatamente después, los compuestos de prueba
(12, 13, 36) se administraron por via i.p. disueltos en una mezcla de Tween 80 (5%) en
agua y DMSO (9:1 v/v), a dosis de 45, 60, 100 mg/kg de peso corporal. El grupo control
recibié el vehiculo correspondiente. Se administrd indometacina como farmaco de
referencia por via i.p. a dosis de 2.5, 5, 7.5 y 10 mg/kg en la misma mezcla de disolventes.

El grupo control recibié por via i.p. solo la mezcla de disolventes.

Una hora después (to), el edema en la pata derecha fue inducido mediante la
administracion subcutanea de 0,1 mL de carragenina tipo IV (Sigma) al 0.1% (p/v) en
solucion salina fisioldgica en la region subplantar de la pata trasera. EI volumen de la pata
se midié 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de la administracion de la carragenina. La diferencia
de los volumenes a cada tiempo respecto a V, representd una medida del edema. Con estos
datos se construyd para cada tratamiento una curva temporal del edema, que representa el

desarrollo del efecto farmacol6gico observado. A partir de dichas curvas se calcul6 de cada
65



una de ellas el area bajo la curva (ABC). Los valores de ABC permitieron determinar los
porcentajes de inhibicion del edema total (IE%) utilizando la ecuacion (2), en donde A
correspondié al valor promedio del ABC del grupo control, y B al valor de ABC para cada
uno de los grupos tratados. Los datos se expresaron como la media + error estandar de la

media.
E% = (%) x 100 @)

Con los datos estadisticamente significativos se construyeron curvas dosis-respuesta
para cada tratamiento, y se realiz6 un ajuste lineal, lo que permitio calcular los valores de la

dosis efectiva 50 (DEsp) para cada tratamiento.

VIL.7.5. Modelo de Hiperalgesia inducida por carragenina

Se utiliz6 el modelo de hiperalgesia térmica inducida con carragenina previamente
descrito (Hargreaves et al., 1988; Dirig et al., 1997). Se utilizaron ratas de la cepa Wistar,
las cuales recibieron una inyeccién subcutanea de 50 pL de una suspensién de carragenina
al 1% en solucion salina, en la region plantar de la pata trasera derecha. Este momento

constituye el tiempo cero (Ty).

El curso temporal de la hiperalgesia provocada con un estimulo térmico se evalud

colocando al animal dentro de un cubiculo en la parte superior de un estimulador térmico
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(Department of anesthesiology, University of California, San Diego, La Jolla, CA, EUA) el
cuél consta de una caja con superficie de vidrio la cual se mantiene a una temperatura

constante de 30 + 0.1°C mediante un sistema interno de calentamiento de aire.

El estimulo nociceptivo térmico (45° C) se origind con una lampara eléctrica de 50
watts (8 V) montada en un brazo movil, colocado inmediatamente debajo de la superficie
de vidrio, el cual se manipula para que el haz de luz incida directamente en la pata de la
rata. El estimulo térmico de 5.5 amperios produce una temperatura inicial de 30° C,
incrementandose de forma rapida y gradual hasta alcanzar los 45° C a los doce segundos

aproximadamente.

Al momento de iniciar cada estimulo térmico se activd automaticamente un
cronometro y para registrar el tiempo de latencia de la respuesta hiperalgésica hasta que la
rata mueve la pata. El retiro de la pata se detectd por un sensor de arreglo de fotodiodos
montado en el brazo movil, que de forma automatica detiene el cronometro para registrar el

tiempo y apaga el estimulo térmico.

La respuesta hiperalgésica se define como el tiempo requerido para el retiro abrupto de
la pata de la rata, debido al estimulo térmico. En todos los casos, se midié un tiempo de
corte del estimulo térmico de 20 segundos maximo para evitar dafio tisular en la pata. Se
evalud la actividad anti-hiperalgésica de 12 administrado por via i.p. disuelto en una mezcla
de Tween 80 (5%) en agua y DMSO (9:1 v/v), a dosis de 8, 15, 30 y 60 mg/Kg de peso

corporal. Como sustancia de referencia se utilizé ketorolaco a dosis de 10 mg/Kg de peso
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corporal. Con los datos obtenidos se midi6 el curso temporal de la latencia de respuesta
(seg) de la pata. Adicionalmente se calculé el area bajo la curva (ABC) para cada rata. Con
estos datos se cuantifico el porcentaje de méximo efecto posible (MEP) alcanzado para
cada dosis de peniocerol administrada, utilizando para ello la ecuacion (3), en donde
ABCyy es el &rea bajo la curva del grupo que recibié peniocerol y carragenina; ABControl €5
el &rea bajo la curva del grupo que recibi6 solo carragenina; y ABC.uof €S €l area bajo la

curva total, calculada al tiempo de corte de 20 seg.

ABCtrat—ABCcontrol
ABCcutoff—ABCcontrol

%MEP = x 100 3)

Los datos se sometieron a un ajuste no lineal y se calculd la dosis efectiva media

(DEx).
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VIL.8. Modelos “in vitro”

VIL.8.1. Produccion del 6xido nitrico en macréfagos de ratéon

VII.8.1.1. Obtenciéon de macréfagos peritoneales de raton

Se siguio el método previamente descrito, para el cultivo y aislamiento de células
primarias de los macrofagos peritoneales (Oviedo-Chéavez, et al., 2004). Un grupo (n = 3)
de ratones hembras CD-1 con un rango de peso de 25-30 g, fueron inyectados i.p. con 1 mL
de medio de tioglicolato Brewer (BD Dioxon, Becton Dickinson de México) al 3 % (p/v),
3 dias antes de la cosecha. Despues de ese tiempo, los ratones se sacrificaron por inhalacion
de CO,. Se administré en las paredes peritoneales 10 mL de medio de cultivo modificado
Dulbecco’s (DMEM; GIBCO, Gran Isla, NY, EU) suplementado con penicilina (50
pg/mL), estreptomicina (50 Ul/mL) y suero bovino fetal (SBF, GIBCO) al 5 %. Se aplico
un masaje abdominal intenso y se obtuvo el liquido peritoneal, que contiene a las células de
exudado peritoneal. El liquido obtenido se centrifug6 durante 6 min (3400 rpm, 20 °C). El
botdn celular se suspendié en DMEM, vy las células se sembraron en placas de 24 pozos
(Becton Dickinson, Osnard, California, EU) a una concentracion de 1 x 10° células/mL. Las
placas se incubaron durante 2 h a 37 °C en una incubadora con CO; al 5%. Al término del
tiempo, las células no adherentes se lavaron y se adicion6 DMEM fresco suplementado con
SBF al 10%. Las células fijadas se incubaron durante 24 horas a 37 °C, con o sin 50 pL de
lipopolisacarido 10 ug/mL (LPS, de E. coli serotipo 055:B5, Sigma) y en la ausencia o

presencia de compuestos de la prueba (12, 13, 36) disueltos en EtOH en concentraciones de
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0.001 a 10 mM. La concentracién final de EtOH en el sobrenadante de cultivo celular fue

de 0.1%, y esta concentracion no mostro ningun efecto en los ensayos.

VII.8.1.2.Evaluacion de nitritos

La produccion de oxido nitrico se determiné indirectamente mediante la cuantificacion
de nitritos acumulados en el medio de cultivo celular a través de la reaccion de Griess
(Dirsch et al., 1998). Se prepar6 el reactivo de Griess constituido por una mezcla en
relacion 1:1, de una disolucion de sulfanilamida al 1% en &cido fosforico (HsPO,) al 5 % y
otra disolucion de dihidroclorhidrato de N-(1-naftil) - etilendiamina al 0.1% en agua
desionizada. Para llevar a cabo la reaccion, se colocaron en una placa de 96 pozos 100 puL
del reactivo anterior, y 100 puL de los sobrenadantes de los cultivos celulares, a 20 ° C
durante 10 min y sin agitacion. A continuacion la densidad oOptica (DO) de cada muestra se
leyé en un lector de microplacas (Elx 808, BIO-TEK Instruments, Inc.) a 515 nm. La
concentracion de nitritos (uM) se conocio por interpolacion de los resultados de DO en una
curva estandar construida con concentraciones conocidas de NaNO; desde 0.01 hasta 50
uM. Las densidades oOpticas se relacionaron directamente con la concentracion de NO. La
inhibicion de la cantidad de NO (% 1) se calculd de acuerdo con la ecuacion (4), en donde
A corresponde al valor promedio de concentracion de NO en el grupo control, y B es la

cantidad de NO producida por cada grupo de ensayo.

%I = 100 — (% x 100) (4)
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VII.8.1.3.Citotoxicidad por MTT

La respiracion de las células, un indicador de la viabilidad celular, se determind en el
resto de los macréfagos mediante el método colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma) descrito previamente (Mosmann, et
al., 1983). 10 uL de MTT a una concentracion final de 5 mg/ml disuelto en amortiguador
de fosfatos (PBS, Sigma) se afiadieron a cada pozo que contenia las células restantes del
ensayo anterior. Las células se incubaron durante 4 horas a 37 ° C en atmosfera de CO, al 5
%. Los cristales de formazan recién formados en las mitocondrias de las células viables se
disolvieron con DMSO (100 pL) en agitacion constante durante 10 min. Al término se
midieron las absorbencias en un lector de microplacas a 515 nm. Los resultados se

calcularon considerando las absorbencias de las células tratadas con respecto al control.

VIL.8.2. Evaluacion de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO)

La evaluacion de la actividad de 12 sobre de la enzima mieloperoxidasa (MPO) se
llevd a cabo siguiendo los métodos descritos por Bradley et al. (1982) y Suzuki et al.
(1983). De forma breve, se indujo la inflamacion de forma idéntica como se describi6 en el
apartado V1.6.1. Se administraron por via tpica tanto el TPA, como 12 (0.09 umol/oreja) e
indometacina (0.272 umol/oreja) en dos grupos de cuatro ratones macho de la cepa CD-1,
cada uno. Los ratones de un grupo se sacrificaron a las tres horas posteriores a la

aplicacion del TPA y se obtuvieron biopsias de 7 mm de ambas orejas de cada raton,
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mientras que los ratones del segundo grupo se sacrificaron a las seis horas y se obtuvieron
biopsias de ambas orejas en idénticas condiciones (Murakawa et al., 2006). Las muestras de
las orejas provenientes de ambos grupos se pesaron y congelaron con hielo seco en un tubo
eppendorf seco. Las muestras se homogeneizaron mecanicamente en seco y se afiadieron 1
mL de HTAB al 0.5 % frio para continuar con la homogenizacion por 60 s. El
homogenizado se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C durante 10 min. Al término, se pasaron 10
uL de sobrenadante a una microplaca de 96 pozos y se afiadieron 180 uL de PBS 80 mM,
pH=5.4. La placa se calent6 a 37 °C y se mantuvo a esta temperatura durante el resto del
ensayo. Se afiadieron 20 uL de H,O; al 0.017 %. La reaccion se inicio al adicionar 20 pL de
clorhidrato de tetrametilbencidina (TMB) 18.4 mM en una disolucion acuosa de
dimetilformamida (DMF) al 50 %. Se incubé a 37 °C durante 5 min con agitacion
constante. La reaccion se detuvo adicionando 20 pL de acido sulfurico 2.0 M en un bafio de
hielo. La actividad enzimética se determinG colorimétricamente empleando un lector de
placas, midiendo la absorbencia a 450 nm. El porcentaje de inhibicion de la actividad
enzimatica (1A%) se calculo con la ecuacion (5), en donde Ac es la absorbencia del grupo

control y Ap es la absorbencia del grupo problema.

IA % = (ACA—CAp

)x 100 (5)
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VIL.8.3. Proliferacion de lineas celulares de cancer humano

VII.8.3.1.Cultivos celulares

Las lineas celulares de carcinoma de prostata humano (PC-3), leucemia (K-562),
carcinoma del sistema nervioso central (U251), carcinoma de mama (MCF-7), y el
carcinoma de colon (HCT-15) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina G, 100 mg/mL de
sulfato de estreptomicina, y 1% de aminoacidos no esenciales. Estos cultivos se
mantuvieron a 37 ° C en una atmosfera con 5% de CO2, con un 95% de humedad. Las
celulas adherentes se separaron con 0,1% de tripsina - EDTA para hacer suspensiones
unicelulares. Las células viables fueron contadas con un hematocitometro. Las células
(5.000 - 10.000 células/pozo) fueron sembradas en placas de microtitulacion de 96 pozos y

se incubaron por 24 h en las mismas condiciones mencionadas en este mismo pérrafo.

VII.8.3.2.Evaluacidn de la proliferacion celular con SRB

Los efectos de inhibicién de la proliferacion celular de los compuestos (12, 13, 36,
12Ac, 13Ac, 36Ac) se realizaron siguiendo los protocolos descritos anteriormente (Monks
et al., 1991) con algunas modificaciones (Salazar et al., 2011). Después de 24 h, las células
cultivadas en las placas fueron tratadas con siete diferentes concentraciones (1-50 mM) de

los compuestos de prueba disueltos en DMSO (20 mM) junto con el medio para producir
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las concentraciones deseadas. Las placas se incubaron durante otras 48 horas en las mismas
condiciones. La doxorrubicina se utilizO como control positivo a cinco concentraciones
diferentes (0.01-5 puM). Después de este tiempo, los cultivos de células adherentes se
fijaron in situ mediante la adicion de 50 puL/pozo de &cido tricloroacético frio al 50 % (p/v),
dejando reposar por 60 min a 4 °C. Los sobrenadantes se desecharon, y los pozos se
lavaron tres veces con agua destilada desionizada y se permitid secar a temperatura
ambiente. Al término del tiempo, las placas se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente con 100 pL de sulforrodamina B (SRB, Sigma) al 0.4 %. Posteriormente, la
disolucion de SRB sin consolidar se elimind luego de lavar los pozos tres veces con acido
acetico al 1%. Las placas se secaron al aire, y la SRB unida a proteinas se extrajo con una
disolucién 10 mM de base Tris (Sigma) no amortiguada. Se leyeron las densidades Opticas
(DO) en un lector de placas de espectrofotometria automatizada en una longitud de onda de
515 nm. La intensidad del color es directamente proporcional al nimero de células vivas.
La citotoxicidad como porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular (IC %) se calculd
conforme la ecuacion (6), en donde A corresponde al valor de DO de las células sin tratar,

mientras que B, al valor de DO de las células tratadas con las sustancias de prueba.

IC % = 100 — (% x 100) (6)

Las concentraciones necesarias para inhibir el crecimiento celular en un 50% (1Csp)
fueron calculadas a partir de curvas de dosis — respuesta con puntos significativos, mediante

la interpolacion de dichas curvas.
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VIL.9. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media de los valores + SEM (error estandar de las
medias, SD/n). La desviacion tipica y el error tipo de cada una de las medias obtenidas,
asi como la significacion estadistica de las diferencias, se determiné usando el ensayo de
varianza ANOVA seguido de la prueba de Dunnett, para comparaciones mdaltiples. Los
valores de P < 0,05 (*) se consideran significativos y los valores P < 0,01 (**) se

consideran muy significativos.
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VIII.

Resultados y discusion

La especie Myrtillocactus geometrizans es un importante recurso bidtico en los
diferentes ecosistemas donde se localiza, siendo una de las especies dominantes del paisaje.
A pesar de ser abundante, su lento crecimiento, el uso frecuente como fuente de obtencion
de alimento, su tala para aprovechamiento del terreno con fines agricolas y ganaderos, o
simplemente la indiferencia hacen que la especie esté sometida a una fuerte presion. Por
otro lado, en la literatura existen varios informes que describen los usos que las diferentes
comunidades le dan, sobresaliendo dos en los que se menciona su uso en forma de
emplastos Utiles para el tratamiento de lesiones por golpes, fracturas o inflamaciones, sin
embargo no existen en la literatura estudios que exploren su farmacologia ni que validen su

uso (Luna-Morales y Aguirre, 2001; Sanchez-Gonzalez et al., 2008).

En nuestro grupo hemos estado interesados en la busqueda sistematica de metabolitos
secundarios de plantas medicinales que posean actividad antiinflamatoria y al mismo
tiempo que inhiban la proliferacion de células de cancer humano. Debido a lo anterior, se
decidi6 estudiar la quimica y la actividad antiinflamatoria e inhibitoria de la proliferacion
celular de los metabolitos secundarios obtenidos tanto de partes aéreas como de raices de

M. geometrizans como a continuacion se describe.
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VIIL.1. Actividad antiinflamatoria de extractosy compuestos

Los esteres de forbol, incluyendo el 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA por
sus siglas del inglés), son diterpenos aislados de especies de la familia Euphorbiaceae, que
tienen accion inflamatoria y pro carcinogénica (Hecker, 1968). La aplicacion tdpica en la
oreja del ratén, de TPA induce una respuesta inflamatoria prolongada, intensa y bifasica, en
la epidermis. La primera fase esta caracterizada por el edema de la dermis y el aumento de
los niveles de TNF-o. La segunda fase se caracteriza por inducir la enzima COX-2
acompafiada por la acumulacion de células proinflamatorias, y la produccion de
eicosanoides, tales como el leucotrieno B, (LTB,) y la prostaglandina E; (PGE;). Asi
mismo se observa un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa e induccion de la

INOS, entre otros eventos (Sanchez y Moreno, 1999a; Murakawa et al., 2006).

Esta respuesta bioldgica del TPA es multifactorial y se sabe que su efecto pro
inflamatorio y pro carcinogénico se debe entre otros factores, a su estereoguimica que le
permite ser un analogo conformacional del diacilglicerol y en consecuencia desencadena
varios eventos bioquimicos vinculados con la activacion de la proteina cinasa C (PKC por
sus siglas en inglés) dependiente de calcio (Castagna et al., 1982). También se conoce que
este diterpeno activa a los factores de transcripcion NF-xB y AP-1 (Holden et al., 2008;

Karin, 1997; Schlingemann et al., 2003).

Por otro lado, se ha demostrado que el TPA aumenta la concentracién de eicosanoides

por dos mecanismos principales: por un lado estimula la activacion de PLA, (Nam et al.,
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1990) incluyendo las isoformas sPLA,-IID, -1IF and -V (Hamaguchi et al., 2003); mientras
que por el otro induce la expresion de enzimas como la COX-2 (Sanchez y Moreno, 1999a)
y la activacion vy traslocacion de 5-LO (Werz et al., 2001). De esta forma induce la
liberacién del &cido araquiddnico, y la posterior sintesis de PGE, y LTB, (Nakamura et al.,
2003). En el mismo contexto, también se ha demostrado que el TPA induce quimiotaxis e
infiltracion de neutrofilos y monocitos, asi como el aumento de la actividad de la

mieloperoxidasa en los sitios de aplicacion (Sdnchez y Moreno, 1999b).

Con la finalidad de seleccionar aquellos extractos anti-inflamatorios mas activos, los
extractos de: hexano (HexR), diclorometano (DicR), y metanol (MetR) obtenidos de la raiz;
los extractos de: hexano (HexPA) y de metanol (MetPA) de las partes aéreas; asi como los
extractos de hexano y de metanol de la mezcla de la reaccion de hidrélisis de MetPA
(HMetPA) se evaluaron en el modelo de inflamacién en oreja de raton inducida por TPA.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria.
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Tabla 3. Efectos de los extractos obtenidos de M. geometrizans en el modelo de edema en oreja de
raton inducido por TPA. * P < 0.05; ** P < 0.01; n= 6 animales.

. Rendimiento Oreja Oreja Edema Promedio + % de
Tratamiento | gy control (mg) | tratada (mg) | (mg) error estandar | inhibicion
8.4 23 14.8
Control - 7.6 25 17 15.66 + 0.87 -
8 23 14.8
8.9 15.6 6.7
HexR 9 8.2 21.2 13 10.20+1.85* 34.33
8.9 19.8 10.9
8 10.7 2.7
HexPA 17 8 13.7 57 536+1.45* 65.45
8.6 16.3 1.7
9.8 26 16
Control - 8.9 29 20.2 1796 +1.21 -
9 27 17.7
9.2 19.7 10.5
DicR 19 8.7 19.1 10.4 9.66 +0.78 ** 46.20
9.1 17.2 8.1
8.7 18.3 9.6
MetR 93 9.2 154 6.2 7.90 +0.98 ** 56.03
8.9 16.8 7.9
9 17.8 8.8
MetPA 62 8.5 17.6 9.1 8.40 + 0.55 ** 53.25
8.9 16.2 7.3
9.1 11.9 2.8
HMetPA 7 9 16.2 7.2 5.30 +1.30 ** 70.5
9.4 15.3 5.9

La actividad antiinflamatoria en el modelo de inflamacion inducida por TPA en oreja de
raton se utilizé como criterio de inclusion y aquellos extractos mas activos y abundantes se
seleccionaron para su estudio. De los extractos evaluados, el mas activo fue el extracto de
hexano de partes aéreas (HexPA) que inhibi6 el edema inducido por TPA un 65.45 %,
seguido del extracto de metanol de raices (MetR) que mostr6é una inhibicion del 56.03 %,
mientras que la inhibicion del edema por MetPA fue de 53.25 %. La mezcla de reaccion de

hidrolisis de MetPA tuvo una inhibicién del edema de 70.5 %.
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Los extractos seleccionados, con base en su actividad y abundancia para su
fraccionamiento con la finalidad de aislar compuestos activos, fueron la hidroélisis del
extracto de metanol de partes aéreas (HMetPA) y de metanol de raices (MetR). De dichos
extractos se aislaron chichipegenina (36), macdougallina (13) y peniocerol (12) como se ha

descrito en la seccion experimental de éste trabajo (ver Figura 14).

Los efectos anti-inflamatorios de 12, 13 y 36, ademas de sus derivados acetilados 12Ac,

13Ac y 36Ac e indometacina como farmaco de referencia se evaluaron en este modelo. Los

valores de DEsq expresados en umol/oreja se muestran a continuacion en la Tabla 4.
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Tabla 4. Efecto de las sustancias aisladas de M. geometrizans sus derivados acetilados e
indometacina en el modelo de inflamacién en oreja de ratén inducida por TPA. * P < 0.05; ** P <
0.01; Edema promedio = EEM; n= 6-9 animales. Los datos de concentracion efectiva 50 % (CEsp)
se obtuvieron de la regresion lineal de las curvas con datos significativos.

Muestra Dosis (umol/oreja) Edema % de inhibicion CEsg (umol/oreja)
0 12.55 + 0.38 i
0.031 11.57 £ 0.35 7.77 0472
36 0.1 7.60 +1.96 ** 39.44 r = 0.99
0.31 4.70 £ 0.60 ** 62.55 :
1 2.57 +0.41 ** 79.48
0 14.46 + 0.70 -
0.031 10.22 £0.79 * 28.20 0.001
12 0.1 5.88 +1.18 ** 58.71 r e 0.95
0.31 4.66 + 1.44 ** 67.23 '
1 435+ 0.53 ** 69.45
0 15.21 +0.78 -
0.1 11.83 + 1.34 16.73 0.7
13 0.18 10.65 + 1.00 ** 35.71 =097
0.31 5.38 + 1.25 ** 62.15 :
1 2.63+0.71 ** 81.5
0 15.97 + 0.58 -
0.031 13.75 + 0.34 13.93 0.35
36Ac 0.1 11.07 £ 0.84 * 30.67 =099
0.31 8.75+1.47 ** 45,23 ’
1 5.07 + 1.37 ** 68.23
0 12.71+0.29 -
0.1 13.72 £ 0.43 -7.93 0,59
12Ac 0.31 9.07 £ 0.40 * 28.64 = 0.99
0.56 6.15 + 1.92 ** 51.64 :
1 457 +0.51 ** 64.02
0 14.11 + 0.94 -
0.031 13.60 + 1.31 3.64 0.24
13Ac 0.1 10.52 + 0.46 * 25.4 =094
0.18 9.37 £ 0.26 ** 33.58 :
0.31 5.47 + 1.37 ** 61.21
0 16.24 + 0.86 -
0.13 10.53 + 1.04 ** 35.15
Indometacina 0.24 8.18 +0.34 ** 48.18 0.272
0.42 7.10 + 1.34 ** 56.29 r=0.97
0.75 4.97 + 1.70 ** 69.42
13 1.57 +0.33 ** 89.19
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Todos los metabolitos secundarios evaluados, mostraron un potente efecto anti-
inflamatorio, mostrando un comportamiento dosis-dependiente, en un rango de
concentraciones de 0.031 a 1 umol/oreja, al igual que la indometacina, utilizada como
farmaco de referencia. La chichipegenina (36) mostré una dosis efectiva (DEsp= 0.172
umol/oreja) menor que indometacina (DEsp= 0.272 pumol/oreja). Mientras que de los dos
esteroles 12 y 13 evaluados, el més activo resulto ser 12, cuya DEsp (0.09 pmol/oreja) es un
orden de magnitud menor a la mostrada por indometacina mientras que 13 mostré una

DEs (0.27 umol/oreja) de igual potencia que la mostrada por la indometacina.

En cuanto a la potencia de las sustancias evaluadas (ver Figura 15), peniocerol (12) es
el compuesto mas potente, seguido de chichipegenina (36), macdougallina (13) e
indometacina. Debido a que peniocerol es mas potente que macdougallina, la presencia de
un grupo 14a-metil adicional en la ultima como Unica diferencia estructural entre ambas
moléculas, parece importante para explicar la mayor potencia anti-inflamatoria en

peniocerol.
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Figura 15. Comparacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de
M. geometrizans chichipegenina 36 (m), peniocerol 12 (e), macdougallina 13 (A), e
indometacina (). Los datos representan el promedio + EEM; n= 6 animales.

Por otro lado, el derivado tetra acetilado de chichipegenina (36Ac), mostré una
actividad menor (DEsp= 0.35 pmol/oreja) que 36 y la indometacina. Mientras que el
derivado diacetilado de peniocerol (12Ac) present6 una DEsg (0.59 umol/oreja) de un orden
de magnitud mayor que 12. En contraste, el derivado diacetilado de macdougallina (13Ac)

presento una DEszg (0.24 pmol/oreja) de la misma magnitud que 13.

Estos resultados sugieren que al menos para chichipegenina (36) y peniocerol (12) la
polaridad de la molécula es importante para la actividad antiinflamatoria, ya que sus

derivados acetilados menos polares fueron menos activos. Mientras que para la
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macdougallina (13), los resultados muestran que la actividad antiinflamatoria no se ve

modificada por efecto de los grupos acetato.

Debido a la presencia ubicua de los triterpenos, la actividad antiinflamatoria de una
gran cantidad de ellos se ha estudiado extensamente en el modelo de edema inducido por
TPA, de los cuales se han descubierto diferentes mecanismos de accion y distintas
potencias antiinflamatorias (Huget et al., 2000; Ukiya et al., 2001; Herndndez-Pérez et al.,
2004; Banno et al., 2006; Medeiros et al., 2007). Algunos triterpenos estructuralmente
relacionados con chichipegenina (36), se han evaluado en este modelo, y al parecer existe
una relacion entre la actividad antiinflamatoria y el grado de oxidacién de la molécula. Se
ha propuesto que a mayor nimero de grupos hidroxilos presentes en el esqueleto de la -
amirina mayor sera la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido por TPA.
Esta propuesta es apoyada por los resultados obtenidos en el presente estudio. De esta
forma, tomando en cuenta el nimero de hidroxilos y los valores de DEs, (mg/oreja)
informados en la literatura (Akihisa and Yasukawa, 2001; Yasukawa et al., 1996) asi como
los obtenidos para la chichipegenina en el presente trabajo se obtiene la siguiente serie: B-
amirina < longispinogenina < chichipegenina (ver Figura 16), el mismo orden en cuanto al
numero de hidroxilos presentes en las moléculas (1: 3: 4). Sin embargo para comprobar esta
hipdtesis se requieren experimentos adicionales, los cuales no estan contemplados en los

objetivos de este trabajo.
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Chichipegenina (36) R{=R,=R3=0H
Longispinogenina Ry=H R,=R3=0H
B—amirina R{=R,=R3=H

Figura 16. Estructura de chichipegenina, longispinogenina y [-amirina, aislados de
diferentes especies de cactéiceas.

Por otro lado, la administracion topica de 12, 13 y 36 inhibid el edema inducido por
TPA en la misma magnitud, 0 mas que indometacina, que es un inhibidor no selectivo de
COX (Masferrer et al., 1994). Estos resultados sugieren que 12, 13 y 36 podrian interferir

con la biosintesis de los eicosanoides, mediante la inhibicion de la COX.
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VIIL.2. Edema inducido por EPP en oreja de raton

El fenilpropiolato de etilo (EPP por sus siglas en inglés) es una agente quimico irritante,
que produce en la oreja de ratdon una reaccion inflamatoria aguda asi como pro-
carcinogénica. Los efectos bioldgicos que produce esta sustancia cuando es aplicado
topicamente estan relacionados con su capacidad de generar edema, en conjunto con
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular a lo largo del tiempo (Patrick et al.,
1985). Esta sustancia se ha empleado como agente inflamatorio (Brattsand et al., 1982) y se
ha demostrado su utilidad como promotor moderado de tumores. Se conoce que induce una
serie de cambios morfologicos en la piel tratada, similar al mostrado por ésteres de forbol,
pero sin la interaccion con la PKC como lo hacen los ésteres de forbol (Cameron et al.,

1991).

En diferentes ocasiones se ha mencionado que el mecanismo ejercido por EPP es
distinto al de agentes inflamatorios de tipo forbol, y que este modelo es util para distinguir
si una sustancia tiene efecto anti-inflamatorio tipo AINEs o esteroidal, toda vez que
indometacina y otros AINES son incapaces de inhibir la actividad inflamatoria de EPP, y
solo es inhibido por agentes de tipo esteroidal como dexametasona (Recio et al., 1995a;

Recio et al., 1995b; Giner-Larza et al., 2001; Nieto-Mendoza et al., 2005).

En este trabajo, se evaluaron las sustancias aisladas de M. geometrizans en el

modelo de edema inducido por EPP. Los efectos de las sustancias aisladas de M.
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geometrizans en el modelo de edema inducido por EPP en oreja de raton se muestran a

continuacion en la tabla 5.

Tabla 5. Efectos de las sustancias aisladas de M. geometrizans y sus derivados acetilados
en el modelo de inflamacién en oreja de ratén inducida por EPP. Promedio £ EEM; * P <
0.01; n= 4 animales; Dex= dexametasona.

- - 5
Muestra Oreja control | Oreja tratada Edema mg Promedio . A’ .dg,
mg mg inhibicion
9.6 14 4.4
9.8 13 3.2
Control 99 13 31 3.4+0.339
10 12.9 2.9
10.4 12.2 1.8
9.1 11 1.9
36 85 11.9 34 2.93 +0.668 13.97
9.6 14.2 4.6
11.6 13.9 2.3
9.4 11.9 2.5
12 97 143 46 3.15+0.52 7.35
9.2 12.4 3.2
9.4 12.5 3.1
9.9 11.2 1.3
13 104 126 29 2.45+0.444 27.94
9.4 12.6 3.2
9.5 10.4 0.9
9.2 12.7 3.5
36Ac 96 13 34 2.23+0.709 34.56
9.6 10.7 1.1
9.3 12.7 3.4
8.7 10 13
12Ac 91 10.7 16 1.73 £ 0.596* 49.26
9.5 10.1 0.6
9.7 10.9 1.2
8.9 10.9 2
13Ac 106 125 19 1.55+0.233* 54.41
8.6 9.7 1.1
9.6 13 3.4
9.6 12 2.4
Control 8.1 12 39 3.23+0.312
9.1 12.3 3.2
9.8 10.8 1.2
10.3 11.2 0.9
Dex 97 10.6 09 1.20 +£ 0.268* 62.79
8.9 10.9 2
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De los metabolitos secundarios aislados de M. geometrizans evaluados en el modelo
de edema inducido por EPP, 36 y 12 mostraron actividad muy pobre (13.97 y 7.35 %
respectivamente), mientras que 13 mostré una actividad moderada (27.94 %), con respecto
al control dexametasona (62.79 %). Cabe mencionar que en este modelo, los derivados
acetilados de los metabolitos secundarios mostraron una mayor actividad, siendo los mas
activos los diacetatos de peniocerol (12Ac) y de macdougallina (13Ac), los cuales a la
concentracion evaluada de 0.5 pmol/oreja, inhibieron el edema inducido por EPP en un
5441 y 49.26 % respectivamente. La dexametasona a una concentracion de 0.31
umol/oreja, inhibié el edema un 62.79 %, mostrando que aquellos farmacos de tipo

esteroidal si tienen actividad en el modelo.

A pesar de que la literatura atribuye a este modelo la capacidad de discernir entre un
farmaco de accion tipo esteroidal de un AINEs, existen informes de la actividad supresora
del edema de fenilbutazona, un inhibidor de COX (Panthong et al., 2004; Keardrit et al.,
2010). Sin embargo, aunque no es posible determinar si el mecanismo es via esteroidal, este
modelo nos sugiere que la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de M.
geometrizans estd mas relacionada con los mecanismos inducidos por TPA como la
activacion de PKC vy la expresion de COX-2 y consecuente produccién de eicosanoides,

que con otro tipo de accion.
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VIIl.3. Edema inducido por carragenina en pata de rata

El modelo de edema inducido por carragenina en pata de rata es un modelo clasico
en la investigacion de farmacos anti-inflamatorios inhibidores de COX. La inyeccion
subcutanea de este agente irritante origina un edema agudo en la pata de rata, de un
mecanismo celular y molecular complejo, que se desarrolla en dos fases distinguibles: una
fase inicial (alrededor de las primeras tres horas) mediada por la liberacion de aminas
vasoactivas (como la histamina, serotonina y 5-hidroxitriptamina), la sintesis y liberacion
de oxido nitrico (ON) producido por la isoforma neuronal de la Oxido Nitrico Sintasa (n-
NOS), y por ultimo, la liberacion de cininas, como ejemplo bradicinina; enseguida se
desarrolla una fase final (las siguientes horas) atribuida a la produccion local de especies
reactivas de oxigeno, infiltracion de neutrofilos y aumento en la expresion y actividad de
COX-2, que propicia una elevada produccion de prostaglandinas (PG), ademas de la
liberacion de ON, pero ahora sintetizado por la isoforma inducible de la Oxido Nitrico
Sintasa (i-NOS) entre otros mediadores (Di Rosa, 1972; Garcia-Leme et al., 1973; Seibert
et al., 1994; Salvemini et al., 1996; Handy y Moore, 1998; Nantel et al., 1999; Morris,

2003).
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Figura 17. Efectos de la administracion de carragenina (m) a lo largo del tiempo en la
region subplantar de la pata de rata. Cada punto representa el promedio + EEM; n=6
animales; ABC= area bajo la curva, calculada a partir de la integracion de la curva.

La aplicacion subplantar de carragenina en la pata de la rata produjo un edema con
un curso temporal, y un maximo a las 4 horas con una diferencia de 1.06 + 0.04 mL con
respecto al volumen inicial de la pata medido al tiempo cero. El area bajo la curva del
grupo control fue de 3.65 + 0.1, la cual representa el curso temporal total del efecto de la

carragenina en la pata de la rata (ver Figura 17).
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Los efectos de las sustancias aisladas de M. geometrizans e indometacina en el
modelo de edema inducido por carragenina en pata de rata se muestran a continuacion en la

Tabla 6.

Tabla 6. Efectos de la administracion i.p. las sustancias aisladas de M. geometrizans en el modelo de inflamacion en
pata de rata inducida por carragenina. Datos expresados como el promedio = EEM; * P < 0.05; ** P < 0.01; n= 6-9
animales. Los valores de Dosis Efectiva 50 (DEs) en mg/Kg se obtuvieron de la interpolacion de las curvas de ABC v,

dosis (mg/Kg) de cada sustancias, utilizando datos significativos.

Edema [mL]
s Dosis ABC Inhibicién | DEx,
rupo i
PO Ima/ka] Tiempo [h] de ABC | [mg/kg]
1 2 3 4 5 (%)
Control | - | 0424005 | 0.85+0.08 | 1.01+006 | 1.06+0.04 | 1.06+0.04 | 3.65+0.1 - -

36 45 0.31+0.10 | 0.68+0.09 | 0.66+0.04 | 0.67+0.08 | 0.57+0.08 | 2.44+0.25* | 33.15 ND
100 0.34£005 | 047x01 0.66 £0.2 0.70+0.2 0.74+0.2 |2.37+0.20**| 35.07

30 | 020+0.03 | 0.43£0.04 | 0.50+0.06 | 0.65+0.06 | 0.63+0.06 |1.98+0.18**| 45.75
1o 45 | 0114002 | 0.27+0.04 | 0.46+0.02 | 0.66+0.03 | 0.68+0.04 |1.80+0.07**| 50.68 2188
60 | 0.15+0.01 | 0.27+0.04 | 0.24+0.05 | 0.33+0.09 | 0.35+0.06 {1.09+0.20**| 70.10 '

100 | 0.34+£0.02 | 0.27+0.02 | 0.19+0.01 | 0.16+0.04 | 0.19+0.03 |0.89 £0.01**| 75.70

45 0.27+0.06 | 0.61+0.05 | 0.63+0.05 | 0.66+0.06 | 0.62+0.07 | 2.35+0.24* | 35.62
13 60 0.33+0.02 | 0.33+0.03 | 0.33+0.06 | 0.35+0.06 | 0.40+0.05 |1.38£0.12**| 62.33 53.25
100 0.28+0.01 | 0.18+0.01 | 0.23+£0.01 | 0.23+£0.05 | 0.28£0.05 |0.90£0.09** | 75.30

25 0.36 +£0.04 | 0.79+0.07 | 0.90+0.05 | 0.90+0.06 | 0.93+0.05 | 3.24+0.20% | 11.23
Ind 5.0 0.28+0.02 | 0.62+0.07 | 0.79+0.08 | 0.82+0.07 | 0.81+£0.07 |2.78+0.25**| 23.80 6.68
n .

7.5 0.18+0.02 | 0.36+0.05 | 0.49+0.08 | 0.53+£0.09 | 0.63+0.07 |1.78£0.26**| 51.23

10.0 | 0.16+0.05 | 0.26+0.08 | 0.21+0.04 | 0.19+£0.06 | 0.15+0.04 |0.81 £0.02** | 77.67

En este experimento se utilizo indometacina como farmaco de referencia evaluada

en un intervalo de dosis entre 2.5 y 10.0 mg/Kg. El efecto anti-inflamatorio de
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indometacina mostré un comportamiento dosis-dependiente, e inhibié un 77.67 % el &rea
bajo la curva con respecto al grupo control a una dosis de 10 mg/Kg, con una DEs, de 6.68

mg/Kag.

Los metabolitos secundarios chichipegenina (36), peniocerol (12) y macdougallina
(13) mostraron resultados variados en este modelo. 36 mostré una inhibicion méaxima del
area bajo la curva de 35.07 % a una dosis de 100 mg/Kg, la cual no resulté estadisticamente
significativa comparada con el 33.15 % a una dosis de 45 mg/Kg, debido a esto, no fue

posible obtener el valor de DEs, (ver Figura 18).

Por otro lado, 12 y 13 mostraron una inhibicion maxima del edema comparable con
indometacina. A una dosis de 100 mg/Kg peniocerol y macdougallina inhibieron el area
bajo la curva un 75.70 y 75.30 % respectivamente, valores que no muestran diferencia
estadistica con el 77.67 % mostrado por indometacina. Ademas, mostraron también un
comportamiento dosis-dependiente, con valores de DEsy de 31.88 y 53.25 mg/Kg
respectivamente. El porcentaje de inhibicion de edema de estos dos compuestos fue muy
similar al que mostro indometacina a una dosis de 10 mg/Kg, por lo que podemos asegurar
que indometacina es mas potente que los dos esteroles aislados de M. geometrizans, sin
embargo las tres sustancias tienen un efecto maximo similar del 75.3 al 77.67 %. A pesar
de su excelente actividad antiinflamatoria, indometacina muestra una dosis letal 50 (DLsp)
de 13 mg/Kg por via intraperitoneal en rata (Material Safety Data Sheet, 2011), mientras

que 12 tiene una DLsp mayor a 200 mg/Kg (datos no mostrados), por lo que en ese sentido,
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12 resulta una sustancia antiinflamatoria més segura que indometacina,

maximo muy similar.

con un efecto
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Figura 18. Efectos de chichipegenina 36 (A), peniocerol 12 (B), macdougallina 13 (C) e
indometacina (D) a lo largo del tiempo y a las diferentes dosis evaluadas. Cada punto representa el
edema promedio £ EEM; n= 6-9 animales.
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A las diferentes dosis evaluadas, 12 parece tener dos tipos de efectos, a dosis bajas
de 30 y 45 mg/Kg a las cuales inhibe el area bajo la curva un 45.75 y 50.68 %
respectivamente, mientras que a dosis altas de 60 y 100 mg/Kg inhibe el &rea bajo la curva
70.1y 75.7 % respectivamente. Esta dualidad pudiera explicarse en funcion de los eventos
temporales caracteristicos del modelo, por lo tanto la inhibicién del edema a bajas dosis
sugiere que 12 puede interferir con la liberacion mediadores como aminas vasoactivas, 0
bradicinina; mientras que a dosis altas, los resultados sugieren que el esterol inhibe la
sintesis de prostaglandinas de una forma significativa a partir de las cuatro horas
posteriores a la aplicacion de la carragenina, mostrando un comportamiento similar al de

indometacina.

Esto pudiera sugerir que a dosis altas 12 es un buen inhibidor de prostaglandinas, ya
que en este modelo se ha demostrado la participacion directa de estos mediadores en la
produccion de edema a partir de las 3 horas posteriores a la administracion de carragenina,

como fue mencionado en parrafos anteriores.
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VIIl.4. Efecto de peniocerol (12) en hiperalgesia inducida por
carragenina

La inyeccion subplantar de carragenina desencadena una respuesta inflamatoria
cuyos mecanismos moleculares ya fueron mencionadas en este trabajo. En esta oportunidad
se revisaran los mecanismos por medio de los cuales la carragenina induce una respuesta

hiperalgésica en la pata de la rata.

Se ha demostrado que tanto el edema como la respuesta hiperalgésica inducidos por
carragenina, estan relacionados con niveles elevados de PGE;, via COX-2 (Seibert et al.,
1994; Svensson y Yaksh, 2002). Segun algunos autores, la respuesta hiperalgésica se
presenta como consecuencia de la sensibilizacion de nocireceptores por una
sobreproduccion de mediadores inflamatorios, como la PGE; (Zhang et al., 1997; Guay et
al., 2004). Esta hiperalgesia resulta en parte de una compleja cascada de eventos
promovidos por la activacion de receptores espinales de NK-1 y NMDA inducida por la
liberacion espinal de prostanoides, sustancia P y glutamato (Jackson et al., 1995) la
activacion de dichos receptores estimula a la fosfolipasa espinal, ademas de la actividad de
la COX, lo que conlleva la sobreproduccién y liberacién de prostanoides espinales (Yaksh
etal., 2001).

En nuestros experimentos, la administracion de solucion salina isotonica en la
region subplantar no modifico el tiempo de latencia del estimulo luminoso como se puede
apreciar en la Figura 19. La administracion de carragenina, causa una drastica disminucion

del tiempo de latencia a lo largo del tiempo de observacién, llegando a ser constante a partir
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de las 4 horas, con una diferencia de casi 10 segundos con respecto al grupo tratado con
solucidn salina. La administracion i.p. de peniocerol una hora previa a la administracién de
carragenina, provoco el aumento del tiempo de latencia de una forma dosis-dependiente.
Cuando se administraron dosis de 30 6 60 mg/Kg de 12, practicamente no existe diferencia
en el efecto entre ambos tratamientos, pero si con respecto al efecto mostrado por
carragenina, frente a la cual mostré una potente actividad anti-hiperalgésica a las dosis
mencionadas. A partir de la primera hora posterior a la aplicacion de carragenina, 12 a una
dosis de 30 mg/Kg aumentd6 el tiempo de latencia hasta casi 20 segundos en el maximo de
la curva, casi ocho segundos mas que el control administrado con solucién salina y 14
segundos con respecto a carragenina sola. A pesar de que estas diferencias pudieran sugerir
una accion sobre otro tipo de receptores de dolor, existen en la literatura ejemplos de otros
AINEs como meloxicam, que presentan un comportamiento similar y su principal
mecanismo de accion es la inhibicion de COX, por lo que se descarta otro tipo de actividad
de 12 que pudiera reflejarse en este modelo (Aguilar-Mariscal et al., 2006). A la dosis de
30 mg/Kg los tiempos de latencia de 12 tienen el mismo comportamiento que ketorolaco a
10 mg/Kg a partir de las 4 horas de observacion, mientras que las curvas no muestran
diferencias significativas entre los tres tratamientos. Estos resultados sugieren que a las
dosis de 30 y 60 mg/Kg, 12 tiene una actividad similar a la que presenta ketorolaco, el cual

es un inhibidor no selectivo de COX (Zhang et al., 1997; Jett et al., 1999).
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Figura 19. Efectos de peniocerol (12) y ketorolaco en el modelo de hiperalgesia inducida en pata
de rata por carragenina a través del tiempo. Basal (m); carragenina (e); peniocerol (12): 3 mg/Kg
(A); 10 mg/Kg (V); 30 mg/Kg (¢); 60 mg/Kg (V); ketorolaco: 10 mg/kg (o). Cada punto
representa el promedio = EEM; n=6-9 animales.

A partir de los datos de area bajo la curva, que reflejan los efectos globales de las
sustancias administradas, se calculo el maximo efecto posible (ver Figura 20). A partir de
estos datos, se calcul6 para 12 la DEsg (33.82 mg/Kg), que es muy similar al valor mostrado
por 12 en el modelo de inflamacion (31.88 mg/Kg), por lo que estos datos sugieren que
peniocerol inhibe uno o varios mecanismos involucrados tanto en la respuesta hiperalgésica
como inflamatoria con la misma magnitud y que éste mecanismo participa en el mismo

espacio y en el mismo tiempo durante ambas respuestas.
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Figura 20. Porcentaje del Méaximo Efecto Posible (MEP) de peniocerol 12 en el modelo de
hiperalgesia en pata de rata inducida por carragenina. Datos calculados a partir de los valores de
area bajo la curva (ABC) para cada concentracion de peniocerol.

Como ya se ha mencionado, el edema, la hiperalgesia y los niveles de
prostaglandina E, en la pata de la rata se encuentran elevados, mostrando un maximo
alrededor de las tres horas posterior de la inyeccion de carragenina. De acuerdo a la
literatura, la hiperalgesia térmica se presenta como una consecuencia de la sensibilizacion
de nociceptores, por una sobreproduccion de mediadores inflamatorios principalmente
PGE,, que activa a receptores acoplados a proteinas G localizados en neuronas espinales
intrinsecas (receptores DP y EP,), y neuronas aferentes primarias (receptores EP1, EP3 e IP)

(Stock et al., 2000; Rowlands et al., 2001; VVanegas y Schaible, 2001).

En este modelo de hiperalgesia, COX-2 es la enzima que mayoritariamente
contribuye a la produccion de PGE; (Yaksh et al., 2001), mientras que en el modelo de

dolor abdominal inducido por &cido acético diluido, COX-1 es la enzima responsable de la
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produccion del mismo mediador (Ballou et al., 2000), modelo en el cual 12 resulto inactivo
(datos no mostrados), por lo que a partir de los resultados podemos inferir que este
compuesto puede estar interfiriendo con la sintesis de PGE, via interferencia con la
actividad de COX-2, o bien mediante algun otro mecanismo molecular como la regulacion
transcripcional de COX-2 como se ha demostrado en otras oportunidades (Ballou et al.,

2000) y se deberan realizar experimentos destinados a demostrar o rechazar esta hipétesis.
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VIIL.5. Produccion del 6xido nitrico en macrofagos de raton

El éxido nitrico (ON) es un radical libre gaseoso que desempefia importantes
funciones en procesos fisioldgicos y patoldgicos en humanos. La implicacion del ON en el
funcionamiento de los sistemas inmune, cardiovascular y nervioso ha sido ampliamente
detallada, incluyendo su participacion en eventos como la vasodilatacién, control de las
infecciones bacterianas y virales, la neurotransmision, el aprendizaje, la memoria y la
peristalsis, hasta en la ereccion del pene (Bredt y Snyder, 1994; Ignarro et al., 1999;
Wieisinger, 2001). Este gas es producido en cantidades abundantes bajo condiciones
asociadas a procesos inflamatorios, y es reconocido como un factor de riesgo para el

surgimiento y desarrollo del cancer (Wink et al., 2008).

Su sintesis es llevada a cabo por un grupo de enzimas denominadas 6xido nitrico
sintasas (NOS), cuyo Unico sustrato fisiologico parece ser el aminoacido L-arginina. En
dicha reaccion una molécula de L-arginina es transformada en una molécula de L-citrulina
y una molécula de ON. Para la sintesis del ON, ademas del sustrato L-arginina, se requiere
de la presencia de calmodulina y de 4 cofactores: mononucleétido de flavina (FMN),
dinucleotido de flavin adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (THB) y dinucleétido fosfato de

nicotinamida adenina (NADPH) (Schmidt et al., 1988).

En la familia de la NOS, la isoforma inducible (i-NOS) estd involucrada en el
proceso de la inflamacion y a posteriores procesos patoldgicos que involucran la

sobreproduccion de ON. Por lo tanto, la inhibicion de la i-NOS es un blanco importante
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para tratar de controlar las enfermedades inflamatorias, incluyendo la carcinogénesis
(Hofseth, 2008). También cada vez mas pruebas sugieren que hay una relacién entre las
rutas biosintéticas del ON y PG que involucra la regulacion de los productos finales de
estas vias, nucleétidos ciclicos (Mollace et al, 2005), asi como también el peroxinitrito, el
cual es el producto generado por el acoplamiento de del superéxido y el ON en una
reaccion que involucra radicales libres (Landino et al., 1996). Sin embargo, el efecto final
de estas interacciones es aun confuso y se requiere de mayor investigacion al respecto para

poder comprender mejor esta interaccion.

Al ser el ON una molécula tan reactiva y que se degrada con rapidez con otros
elementos, su cuantificacion directa en fluidos bioldgicos no ha sido sencilla; se prefiere su
cuantificacion indirecta, lo cual puede lograrse al medir sus metabolitos fisiologicos, es
decir, los nitratos y nitritos ya que se acepta que practicamente todos los nitratos y nitritos
plasmaticos y/o urinarios en el humano se derivan de la ruta L-arginina/NO (Rhodes et al.,
1995). Un método para evaluar la actividad inhibitoria de los compuestos quimicos contra
la i-NOS es el uso de cultivos macrofagos aislados del peritoneo de raton, estimulados con

lipopolisacarido (LPS) (Harinantenaina et al., 2005).

Los metabolitos secundarios 12, 13 y 36 resultaron ser toxicos para los macrofagos
a dosis mayores de 10 uM (40 a 60% de viabilidad). Debido a lo anterior, fueron evaluados
en un rango de dosis de 1x10°- 10 uM con lo que permanecieron con un intervalo del 80 al
90 % de viabilidad. Nuestros resultados muestran que los cultivos celulares tratados con los

compuestos 36 y 13 no modificaron la produccion de ON (datos no mostrados). Se utiliz6
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aminoguanidina como control positivo, ya que se sabe que esta sustancia a altas

concentraciones es un inhibidor de i-NOS (Zhao et al., 1996).

Los efectos de peniocerol (12) y aminoguanidina en la produccién de oxido nitrico en

macrdofagos murinos, se muestran a continuacion en la Figura 21.
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Figura 21. Efectos de aminoguanidina y peniocerol 12 en la produccion del 6xido nitrico (ON) en
cultivos de macréfagos murinos in vitro. Produccién de ON: aminoguanidina (A); peniocerol (C).
Inhibicién celular: aminoguanidina (B); peniocerol (D). Cada barra representa el promedio £+ EEM,;

n=3.* P <0.01.

102




Los resultados muestran que peniocerol (12) aument6 significativamente (P < 0.05)
la produccién de ON, tanto en macrofagos en reposo, como en los macrofagos activados
con LPS. Aunque la cantidad de nitritos liberada por las células tratadas con LPS fue
significativamente diferente de la de las células en reposo, la produccion de nitritos se
incrementd en ambos casos. Es importante sefialar que la actividad mostrada por peniocerol

no era dependiente de la dosis.

Estos datos indican una produccion constante de ON en todas las concentraciones
probadas. Una tendencia similar es mostrada por el acido masticadiendico y por el acido-3a
masticadiendico, los cuales son los triterpenos mayoritarios presentes en cuachalalate
(Amphypterigium adstringens) un agente anti-inflamatorio muy popular en la medicina
tradicional mexicana (Oviedo-Chavez et al., 2005), y contrastan con los resultados
obtenidos previamente para otros triterpenos, entre ellos el &cido ursolico y éacido
oleandlico, que demuestran que dichas sustancias si pueden modular la produccion de este

gas (Youa et al., 2001; Choi et al., 2001). .

Por otra parte, se ha propuesto que el ON a bajas concentraciones, puede
comportarse como proangiogénico y protumoral, mientras que a dosis mas altas de ON
puede tener el efecto contrario (Alexandrova et al., 2001). Por lo tanto, es posible, que la
actividad bioldgica de peniocerol podria estar relacionada con el aumento de la produccion

de ON.
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VIIL.6. Efecto del peniocerol (12) en la actividad de la enzima

mieloperoxidasa

Durante un evento en el que se produce inflamacion, los leucocitos
polimorfonucleares (también llamados neutréfilos) son las primeras células que son
reclutadas desde la sangre periférica hasta el sitio de inflamacién, seguidas tiempo después
por monocitos. La infiltracion de estas células al tejido infectado o dafiado esta regulada y
mediada por moléculas de adhesion, citocinas y componentes de la matriz extracelular tanto
en las paredes de los vasos sanguineos como en el tejido adyacente (Muller, 2002; Taylor y
Gallo, 2006). Una de las funciones de los polimorfonucleares es la liberacion de proteinas y
generacion de radicales libres, los cuales contribuyen a la defensa contra patdgenos, a la
regulacion del proceso inflamatorio y a combatir el dafio causado al tejido. Un producto
peculiar de los polimorfonucleares es la enzima mieloperoxidasa (MPO) que es almacenada
en grandes cantidades en los granulos azurdfiros de estas células (Klebanoff, 2005). La
MPO es una glicoproteina tetramérica, constituida por 4 subunidades que forman 2
homodimeros. Cada uno de ellos contiene una subunidad o (pesada) de aproximadamente
59 kDa y una subunidad R (ligera) de aproximadamente 14 kDa. El peso molecular de la
enzima se estima entre 130-150 kDa (Nauseef, 1986). Las subunidades pesadas se unen a
través de un enlace bisulfuro simple y a cada una de ellas se le une covalentemente un
grupo prostético hemo (Morishita et al., 1986). Estas subunidades se encuentran
glicosiladas y contienen entre 2- 4 % de carbohidratos. En cuanto a su actividad catalitica,

el sistema MPO-peroxido de hidrégeno (H,O)-haluro es un sistema que ha sido bien
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estudiado y se conocen detalles de sus mecanismos (Kettle y Winterbourn, 1988; Kettle y

Winterbourn, 1994; Kettle et al., 1992).

La MPO reacciona con el H,O, proveniente de las células fagocitarias activadas por
contacto con particulas extrafias, formando un complejo enzima-sustrato con una fuerte
capacidad oxidativa (reaccion 1) (ver Figura 22). Este complejo se combina con un ién
haluro, generalmente cloruro, que se oxida de CI~ a CI* para formar &cido hipocloroso
(HCIO) (reaccién 2) (Weis et al., 1982; Malle et al., 2000; Zhang et al., 2003). El
compuesto | puede ser reducido a compuesto Il por un exceso de H,O,. Por ejemplo,
concentraciones mayores a 20 mM lo transforma parcialmente y mayores de 200 mM
completamente, o por la presencia de un agente reductor como el ditiotreitol, cisteina,
glutation y cisteamina (reaccion 3). Este compuesto Il, a pesar de ser bastante estable puede
reducirse a MPO férrica en presencia de un agente reductor o el radical superoxido (03)
(reaccion 4) o también puede oxidarse a compuesto Il bajo concentraciones elevadas de

H,0, (2-3 mM) (reaccién 5).

Por otra parte la MPO nativa puede ser oxidada por el O, a oximieloperoxidasa

(compuesto 1) (reaccion 6) (Svensson, 1988; Arnhold y Flemming, 2010).
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Mecanismo catalitico
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Figura 22. Representacion de los eventos moleculares de la actividad catalitica de la enzima
mieloperoxidasa (MPO) y la formacién de acido hipocloroso (HOCI en la figura). Tomado de
Garcia-Morales et al., 1998.

Después de varios experimentos, se demostro que la actividad antimicrobiana de la
MPO se debe a su capacidad exclusiva de producir HCIO y otros agentes toxicos (Hurst y
Barrette, 1989; Barrette et al., 1989), que crea un microambiente dentro del fagolisosoma
del neutréfilo que destruye o inhibe al microorganismo fagocitado (Nauseef et al., 1988;
Hansson et al., 2006). Por otro lado, los dafios mediados por MPO no se limitan a los
microbios intrafagosomales, ya que sustancias como HCIO y sus derivados pueden dafar
también los tejidos adyacentes del huésped. Asi, la MPO se ha implicado en la patogénesis
de diversas enfermedades inflamatorias, incluyendo la aterosclerosis, trastornos

desmielinizantes del sistema nervioso central y ciertos tumores (Nauseef, 2001).
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En apoyo de lo anterior, hay pruebas directas de modificaciones en biomoléculas
catalizadas por la MPO, incluyendo la oxidacion de las lipoproteinas en suero (Hazen et al.,
1996; Panasenko et al., 1994). También se han detectado cantidades importantes de MPO
en las lesiones ateroscleréticas (Nicholls y Hazen, 2009) y la oxidacion de las lipoproteinas
catalizada por la MPO ha sido implicada en la evolucion de la enfermedad cardiovascular

(Hazell et al., 1996; Lau y Baldus, 2006).

Los sitios de inflamacion cronica se han asociado con niveles de expresion elevados
de MPO (Lefkowitz et al., 1999; Eleuteri et al., 2009) y otras enzimas de la superfamilia de
peroxidasas (Ortiz de Montellano, 1992), asi como también de su sustrato, el H,O, (Kettle
y Winterbourn, 1997). Lo mismo sucede en algunos modelos experimentales de
inflamacion, en los cuales al producirse un efecto inflamatorio local mediante la aplicacion
de sustancias irritantes como el TPA, tanto la expresion como la actividad de MPO se
incrementan (Ferrari et al., 1989; Hu et al., 1993; Sanchez y Moreno, 1999b; Pugneird et

al., 1998).

En el presente trabajo se aplicé TPA de forma topica en la oreja derecha de ratones,
a un grupo se le administré indometacina, mientras que a otro se le administré peniocerol
(12). La mitad de los ratones de ambos grupos se sacrificaron a las 3 horas, mientras que la
otra mitad se sacrificaron a las 6 horas. Se evalud la inflamacion en las orejas, seguido de la

evaluacion de la actividad de la mieloperoxidasa en los mismos tejidos (ver Figura 23).

107



Este modelo se ha empleado con frecuencia como bioindicador de la infiltracion de
polimorfonucleares en el tejido (Bradley et al., 1982; Puigner6 y Queralt, 1997; Sanchez y
Moreno, 1999b), y también se ha utilizado como bioindicador de la irritacion de la piel y la

consecuente inflamacion causada por agentes irritantes (Trush et al., 1994)

Los resultados indican que TPA es capaz de inducir el aumento de la actividad de la
MPO, tanto a las 3 como a las 6 horas posteriores a su aplicacion. A las tres horas el TPA
induce un aumento de casi dos veces de la actividad basal de MPO, mientras que a las seis
horas aumenta casi cinco veces la actividad de esta enzima. Estos resultados estan en
concordancia con lo reportado con anterioridad para el TPA, sustancia que aumenta la
infiltracion de polimorfonucleares en el tejido tratado, lo que se refleja en un aumento de la

actividad de MPO (Puigneré y Queralt, 1997; Murakawa et al., 2006).
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Figura 23. Efectos de peniocerol (12) e indometacina en la actividad de la MPO evaluada in vitro
en muestras de tejido de orejas de raton tratadas con TPA. Densidad Optica como indicativo de la
actividad de la MPO (A); pesos de las biopsias de las orejas como indicativo de la inflamacion

inducida por TPA (B). Cada barra representa el promedio + EEM; n= 3; * P < 0.05; ** P < 0.01.
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En este experimento, tanto 12 como indometacina inhibieron la actividad de la
MPO, tanto a las tres como también a las seis horas posteriores al tratamiento con TPA. A
las 3 horas, indometacina disminuy0 la actividad de MPO un 92 % (P < 0.01), mientras que
12 inhibi6 cerca de un 42 % (P < 0.05). A las seis horas, 12 inhibié 47.2 % (P < 0.01)
mientras que indometacina 42.9 % (P < 0.01). Los resultados indican que el efecto de
indometacina disminuye a lo largo del tiempo, mientras que el efecto de 12 sobre la MPO

se mantiene casi constante en las mismas condiciones.

Los resultados también muestran que existe una correlacion entre la inhibicion de la
MPO vy la inflamacién en las orejas de ratdn con ambos tratamientos a las dos horas
evaluadas. Es conocido que indometacina inhibe la infiltracion de polimorfonucleares
(Issekutz, 1983) y asi mismo inhibe la formacion de HCIO, propiedad que comparte con
varios AINEs como piroxicam, salicilato, sulindac, ibuprofeno y aspirina. Esta capacidad
inhibitoria se correlaciona parcialmente con el rango de dosis terapéuticas anti-
inflamatorias de cada farmaco (Shacter et al., 1991). La inhibicion de la formacion de
HCIO puede constituir un mecanismo adicional por el que los AINEs reducen el dafio en
los tejidos con inflamacion cronica (Kettle y Winterbourn, 1991). Tomando en cuenta lo
anterior, es posible que 12 tenga un efecto similar a indometacina y a otros AINEs, por lo
tanto la inhibicion de la infiltracion celular y posiblemente la inhibicion de la formacion de
HCIO sean mecanismos que expliquen en parte la inhibicion de la inflamacion de este

esterol.
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VIIL.7. Inhibicion de la proliferacion de lineas celulares de cancer

humano

La actividad de inhibicién de la proliferacion celular de lineas de cancer humano de
los compuestos 12, 13 y 36, sus derivados acetilados 12Ac, 13Ac y 36Ac y doxorrubicina
se evalu6 en un conjunto de cinco lineas celulares de tumores humanos. Los resultados se
resumen en la Tabla 7 expresados como las concentraciones inhibitoria 50 % (ICso uM %
EEM).

Tabla 7. Efectos de los compuestos aislados de M. geometrizans, sus derivados acetilados y
doxorubicina en la proliferacion de lineas celulares de cancer humano. Los datos representan el
promedio de experimentos independientes + EEM. Los valores de Concentracién Inhibitoria 50 %
(Clsg) se obtuvieron de la interpolacién de curvas dosis-respuesta. ND= no determinado; Los valores
> 50 se consideran inactivos; NA= no activo.

Lineas celulares de cancer humano / Valores de Clso (uM)

Grupo U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7

36 >50 >50 >50 >50 >50

12 2473 +£3.9 19.35+0.45 10.37 £ 0.73 10.87+£2.36 10.17 £ 0.79

13 ND 20.78 £0.79 750+0.1 17.30 £0.22 23.28 £0.17
36Ac 2459 + 1.71 >50 8.26 + 0.28 12.67 0.68 12.39+ 0.416
12Ac >50 >50 NA NA >50
13Ac >50 >50 >50 NA >50

Dox 0.09 £ 0.02 0.32 £ 0.02 0.28 £0.01 0.23+0.01 0.14 £0.01
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De los metabolitos secundarios evaluados, 36 no fue capaz de inhibir el crecimiento
de las células cancerosas méas de 50% a 200 mM, por lo que se considera no tdxica. Por otra
parte, los compuestos 12 y 13 mostraron moderada actividad citotdxica contra todas las
lineas celulares de cancer con valores de ICsy de 7.5 a 24.73 uM. No hubo diferencias
significativas en los valores de ICsy entre ambos esteroles, lo que demuestra que la
presencia de un grupo a-metilo en C-14 en 13 no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad

celular comparandolo con 12 que carece de dicho grupo.

Sin embargo, en todos los casos, los valores de ICsy son un orden de magnitud
superior a las expuestas por la doxorrubicina, por lo que estos compuestos tienen baja

toxicidad contra las lineas celulares utilizadas.

Se ha informado previamente que los derivados oxidados del colesterol (Higley y
Taylor, 1984) y algunos fitoesteroles (especialmente dioles y trioles) son muy toxicos a una
serie de cultivos de lineas celulares humanas tumorales y normales. Esta toxicidad se ha
demostrado que se produce a través de la induccion de la apoptosis en las células (Lordana
et al., 2009; Koschutnig et al., 2009; Hovenkamp et al., 2008). Debido a la similitud
estructural de los esteroles aislados con los mencionados anteriormente, se puede suponer
que el mecanismo de citotoxicidad que presentan peniocerol y macdougallina también es

similar.

Por otro lado, también existe en la literatura informacion de la actividad citotoxica

de eritrodiol (30), un diol de tipo oleanano relacionado estructuralmente con 36, para el
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cual se demostré6 que su actividad antiproliferativa contra la linea celular 1321N1 de
astrocitoma humano, implicaba la induccién de apoptosis, mediante la sobreproduccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs), la pérdida del potencial transmembranal de la
mitocondria, y la activacién de la cinasa c-Jun, lo que provoca la induccion de la apoptosis
en las células del astrocitoma (Martin et al., 2009). Es probable que al igual que sucedi6
con los esteroles mencionados en parrafos anteriores, 36, y su derivado acetilado 36Ac

puedan ejercer un efecto similar.
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IX. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten generar las siguientes

conclusiones:

1. La especie Myrtillocactus geometrizans, perteneciente a la familia Cactaceae, se
utiliza como remedio natural contra procesos inflamatorios, y se comprueba que es

una fuente rica de triterpenos en las partes aéreas y de esteroles en la raiz.

2. Los extractos tanto de partes aéreas como de raiz presentan una buena actividad

anti-inflamatoria en el modelo de inflamacion inducida por TPA.

3. Los extractos tienen varios compuestos anti-inflamatorios, los cuales fueron
aislados, purificados y se obtuvo su estructura quimica en base a la interpretacion y
comparacion de sus datos espectroscopicos, espectrométricos y sus propiedades

fisicoquimicas, con aquellos previamente informados.

4. EI componente mayoritario del extracto de metanol de las partes aéreas resulto ser
chichipegenina (36), un triterpeno tetrahidroxilado el cual presenté actividad anti-
inflamatoria en el modelo de TPA, baja actividad en el modelo de EPP y muy baja
actividad citotoxica frente a todas las lineas celulares de canceres humanos
utilizados. Sin embargo, es probable que este compuesto junto con el &cido

oleandlico, expliquen la actividad medicinal atribuida a la especie.
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5. Peniocerol (12) y macdougallina (13) son dos esteroles tipicos de las cacticeas
columnares de México, peculiares en su estructura tipo colesterol, con una doble
ligadura interna, y grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 6, los cuales son

abundantes en el extracto de metanol de la raiz.

6. Ambos esteroles mostraron una potente actividad anti-inflamatoria en el modelo de
TPA, carragenina y una buena citotoxicidad contra lineas celulares de céncer

humano.

7. Adicionalmente, peniocerol mostr6 una buena actividad antihiperalgésica,

comparada con el ketorolaco.

8. Peniocerol mostré una buena actividad inhibitoria de la actividad de la enzima

mieloperoxidasa, comparable con la de indometacina, demostrando que es uno de

los posibles mecanismos anti-inflamatorios que este compuesto presenta.
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cloozygenase-2 (OOX-2 and indudiblc nigic ox-
iele syl (OS] I Leses reporied (Kandu
and s, 2008,

Therefare, as an altcroative to tradizional treat-
menls that are lcsing ther cffectivencss or arc

Mwrififacacter gesmefriooar, Arti-Indammalory, Oytolom by

punspecilc ool lhighly tosiv, sowe of e spescilic
COMPCTENts of the Chrome InHammalory respons?
heve rocontly become potendinl thorapoutic ter
wels for achieviog Gieaoprsvenbion of waoeer o
chernotazrany [Todear & af, 2005 Flieparick &
erf, 2006 Warg and Lin, 2005 Wink of of., 2008 de
Souza Pereira, 2003,

Tekinp Into aceoun: the sbove, our grons ha:
maide conzidershle afforts to identifs phytochern
icaks that show both anti-inflammetory activity as
will wm prlosic poopertiss [Oriede-Clayves ef all.
A, ol Flotes- Hosete and Martiner Varques,
2008y Ovar resalls and those of ether groups have
sow i hal brilenpeass aod stzvols aes poonksiag
Eroups of natural CoOMAoURAs, Bt only oo her
anti- :|1.1’]£u'|:m1-:-n sroocrtics, buk alse for their oy
Lobosivily ageis! several Lenpen cooeer cell Lnes
Thete properties make thess compolnds anToe.
tive to develop new antituraour dmgs (Akihisa
ard Yasukawna, 2001 Parre-Delgado ef aof,, 20008,

EOP=S0TRI0LLCLO0-m2d ] 06,00 S Z0U Verag cor Selsch o i Nanrionciaeg Tohorgen - p e wwznirarfzesch.com - I
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As part of our syslematic search for bloactive
secoilar p wetabolile: on plecls. we decided
bo begin g senes of phiviociemocal and Molcgl-
cal studizs wang exaects and coroourds iso-
lated frem &wtilflocecies  geamiein n (Mart,
A PTalfT ) Onm. (CAECESE), WRICT Ti commnty
known In Cental Mexloo as “garzmbulo” ond
it ue=d a: anti imfemmaory remedy in the Mix
teco (Oragaca Slatz) and Ctomie Tlidalgo Stat=)
folk maticings (F.ona-kaorslss snd Aonirma, 2001
=anchez? Cronzalez & al., 200K,

[n & proviens work we roported the iscladon of
chiclipegenin (1, peaiooerod (25, awd peealeogal-
o (%) from ihis speclss [Cssnates @ af, 2005).
ARhough thess comooumnds 1ave hesn Ealaled in
previous studics from severel specics of the Coe-
taceae family (Sandcval ef ol 1957 Djerassi of afl.
FO57, 16A% Knlghr & &l 1365 Bl ghr ana Ferl,
1058 Ehong and Lewie, 1655; Kircher ord RBind,
1552y, their Bological activities, whick could =x-
|_:||:4i| Tl A anbidiee sl aose= a7 & E.nﬂ.r.l.lr'nrl'.-_rm.', Tna e
Nt hiasn sl

I'he mm of the préegnt Tésarcn wae w evaly
ate the acti-inflammstory activity of compounds
o2 awd 3w Lol the D2-0-lebadecn lple-
bl s-mcstate (UPAJ-nduced motse ear edzma
micdal anc the carrazeesnon mduzed 1at paw ade
mia t=2si, 25 well as 10 assess their criotosic ectivi-
Fes againse & ser aF FnmEn cancsr cell 1ines i rhe
sutorhodamins B jest

Mlaterinl and Methods
Teaercl coperimenil procedi ey

All sulvenls sullocodancee B (3RE. EFMI-
50 medivm, dimemyl soiiide (TS0, e
orabicin, 12 O telradecancrlphorbol 13 coetate
(TEA). indomethacin, Tween &0, carTegeenan L
v ™ vichh v woes ol I|i~[1|].r AT |d|'||:.l ]
aminomethans  (Tris),. TypsineETFTa . snolirm
pentobardital. streptomyeing, L glutamine, ond
penicilin were from Sigma Chemizal Co. 5L
Lomis BIO TSEA Fhosplale DofCere]-seline
(FES], Dalbeceos modinzd esentiol mecim
(CMEMN, and fotal bovine scram were from
GIBCO, Grand Istand, 5% USA. Colon carcino-
i (HET- 155 Lrzoes, carcinooe (MCF-7). leake-
midn (K-562 CML ), cantral nervous sysen [C1E)
careinoma (1 251 Clieh, and prostate carcinoma
(PO-3) cel lines were sapplied by the Mational
Cancer Inslime 1154

Componnds Tom MiTeconss Feome i nens i

Irlgiion

iﬁl:.'n 2o 2o Teol-oean-12-2n= (chichipege-
rin. 1, 3 Re-dinl-cholesr-fens (peninmeen 2)
crnd -dn metayl 38, 6a dicl choles! & 202 t'n:u:
dougallin, ¥ were isolated and _:uurui:-:l 25 previ-
vy desniined (Cssoades ef al, 2005), Copics of
the onpinal spectra are obtzinable from the su-
ther for cortespondene:.

Arrimols

Telalz CT-1 e, weighing 2530w wee pao-
vided from Insthuco d2 Fisiologls Celular, L
veteidad Mazonal Anicnoms de Méxioo, México,
Bdelz Wistar rats, w=ighing 15C-210g were pro-
viden from Trsrinarn Waclonal de Fatermslaces
Raspirarriss (IWNER) Wéwon, Mewon They
were tpeatzd az approved by the Animal Core
erd Dse Commitice TROY-SOM-087-ECOL-
SRA1-200N AN amivaals weie belild ok si-
ord lahoralory condiiions [©otha animal houie ot
(27 £ 1 *Cwith a L2 WI12E Lght-dar evele and
were fed with laboretory diet and water ad §bi-
mum All BX[ETIMENTS WeTe CArTar N 1sing a
minirwmm of g% animele per croap

TP dadwced var edoma fosr

Cvaluation of anbti-inflammatory  effects of
COMPEnas 1-3 was performend aconrding ro the
U induced moues sar adema leet :urawnucl:,-
described [Chvisdo Chevez er of, 2004, Bredy,
sroups of six malz CD-1 mxe were amesthesiz=d
wolli =alimm peniohalila ["‘n"’l ek e -
tomenl |Lp ) mjection), aad a solution at i L
T4 disselvec in 10 4L of cthanol was topically
epplivad o st skles ol U iebl ear of Qe e
(57, 20 58y The e ant receiver mmiv e -
nol (5 pL each sidel After 10 min of TPA trea:
ment, compoands 1 -3 wers separately epplied in
g L0 —047 mg'ear doss rapge. dissoived in etha-
Aol TnEmernacm (4] a5 reference arg was o[-
plied im a 0.04 046 mg/ear dete rangg, dissclved
in 11 etharclfacctone. Control erimals reecived
valy e respeclive solvenl postwe. 40 Laler e
orimals waere sacrboed by cervical dislazainon and
£ olug {7 nam in diamezter)y was romoved from cach
car The swelling was a=zsesied as the difference in
witlghl Destwesn gl aod kel e plugs, The -
certage of edema inhibldon (EIL <) W8 CACL-
lated by the equation: E1 [%° = 100 |B - LA
whzre A s the =dema incuced by TP aloas, and
R s the a13mis inurs by TPA plus sample
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Daza were expresied 22 the mcan = SMT of 5=
mige, Thz 20ective dote 50 iEDy) YiLE were
@otimated from linear reersssion squetions colon
laded) with sienidcant data.

Corragooman-ndused ret paw cdoma lert

Me commoo an-induoal ml pan cdena wan
PETOTEC A00CAEE W0 the Wethid clescbed
proviomly (Ovicde-Chavezr o of, 20M), with
adght modifications, Briedy the basal volume= of
the flabt paw of eEch rar wos measuresd Wit a
plechysmamater (medel 7153, UG, Bosle, Va
rese, Daly)h. Immed escdy theceaftor. oompounds
1= sees anbimin §o wmnry i im 2 wdvsal mwigime
of [eser =) (3% 10 waler smd LW ju] Tl
ob doscs of 45, 51, and 100 makg body woighL
Dnhnizthacin 43 was adiisisiered sl Jdoses of
Sty 3y S, and 10 o LE. 0 the sama solvent
mixturs. The cortrol group reecived Lo orly (ke
sovent minturz L b laler, paw ecora was incuced
Py @npiantar Inaclon o' 0 nil. of esrmapeersn
4 {0.1% n salive) inko the slawz sarises of e
rght bind pew of all asirals The paw volume
WIS Msmsnrad A& and Sh AAF IEe eI -
?!mnll‘. mjecticn, The orti mHmnmalory acliy
IJ;‘I“ measuiec a1 the erea under the curve

UC. Tzl ibidld don (TL 350 was ol e o,
SN group 1A £ éach recond esing he flcwry
ks Tl (%) — |AUCeeetral — ALCat] - 12V
ALCoontrol. where AUCconaol = 132 wea un-
cle the curvz of e coniol gronp, and AL Craat
Is taz nrea under the curve of the werted group.
Diate were expresssd as the mean 2 ML,

Sulferhodarmire B i SR3) evtsioxiclr sty

Nie wylotomic clevis ol ooapowsls |- were
oetermined following prosoccls Moy ds-
saribed (Orvicdo-Chnvee ¢f af, 2009} The humren
Pl caciicum (PC-3) leukewby (B-S62),
CEMTA Aarvous Sy carzieoms (U291 ), breast
CATCILOMD (MLF /), anc colon carcinoma  HUT
15) ecB lincs wore sultared in RIMI- 640 modi-
e i demenics’ willi 1P Teisl Dsadoe is=mm
4 WM Lghitarine, 100 IUmL peniclia, WU oy
mL sireptomyeir. und 1% noncsental amine az-
il Ty weres imuivl abinel 21 37 °C oo 5% C60,
al hére walh W% a L Adasrenl cells
welk detacaad wich C1 % trypsin EDTA to moke
Erghke-c:1 mupeniiors Viabl: oells were counted
I Ap 0 BEmsreyiwmeer Celln 8O- |
l:i-hT'l'ﬂ]} were sedded in 96 wel mizrotiter

plades and incualed at 37°C. Aftor 24 b cells
Wi wEaed Wik feveE Ceremt Socceciradons
(1 S0pmy of the tet compounds inltiely d&s
sclved (n DMSO (20 my) and Further divted in
WM o prodare the AsSTed oonesnrrerlons
The alates ware incubalec for crother “2 b at
37 "L Dosorubiem was ased al See dferea: con-
et s (01 -3 ga) a2 poslive copind A
U5 435 b, adecenl oel oultures were td iy s
by ncldine 50 4L of cold S0% jw'y" irichloroacedz
aul o e mislwie woas ioccbaield o 30 min
At room lemperature with 0.4% s Unbound
SHU jclution wae femicved woshing (hree Lmes
Wik 176 acetc acid Platzs wers sirdried. pro-
TAE-hvwl SRR wat disnizat a6 TVK Fofmer,
and optizl. CEnrkE “are resd O 1A Culcmatad
spectrophbotomsiric plate read=r at o wavelznzth
O S5 e The comveeweabioms vespoiemd wo fnd il
Gl prowih oy S0M. 10 wers czloulnled.

Fumatas
L DNEWIV ARAYEE OO vanance (ANUAA)
and Lureits 2el wale used o Impare sveral

groupi with the respecdive conmcl Waluss of *7 <
O e s W wen e cnsiTer e sl G

Riesplin

The trilerpene chizhipegean (1} wopether with
I slerols perliesin/ (1) e FEcWe g e (%)
(Fiz L) were testac for their anci inflam matory oo
tvities using the TPA-lcuced car edema ia mice
AN eATTRREANEN- 1NN Far AW Al Mo s
ag well e for thelr (s wire ovtozozic arosarties

TS Jodareed 23 wieerd v

All t2eled compolwk showed - nflamme-
tory mekivity in & dose=<Ccpendeat manner, with

e 5 i{‘“ﬂr
ﬂ,gxi’fﬂ*é" L

2 R=H
1

1 EmiiM;

M L. Chemicsl sinecwres of chichpeemis (1L scnc-
corn. (2, erc macocygallin (3) isclated Fem vl
CECTALN et e Senn,
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Tatle [ Effect of topizal admimistratzon of checkipageria (1), penicoerol (2), macdoagallin (23 ard indemethazin
{41 om TPA-irduccd cer cdema. The dule represents the mean of 5 anirial= = sarcerc moan oo fmcan = Skl
All data weore enalyscd =y ARMOVA folowed 5y Dunccts teal and the valazs of ® p < 00 mre **p « D00 orc
capide ed e staleleelly Jdidoisid will repset o e aoaul

{ Mo 13w [y dear] Hiema [T#] Irn wibem | % FIY,, [mindasar)
J Lish TI54 -
vk | 10.57 £ 035 7T
1 7.0 L 1.96 3922 o
111 4T T LLa0 2l ho -
1 AFT ELAL M 7248
3 1440 L 070 -
e i | 102X LT 2310
11 :*.-b-_’&: TLlia™ a0l _rn—-ILT:.l:.
13 ALG6 1.4 % 5725
1 .55 10,53 J3=3
) 2L TA -
il 1183 +1.54 L5755 e
118 10es = Lo0 ++ 3571 =y
T2 SaF 1125 JZ13 e
| AAY TS = &l
J 18,24 T B -
N 10,53 = L.04 «* 3515
| B L34 ** +5 15 (TERE
147 T 0T 154 %" §ii0 F=NYT
Ji= qur=z=i. uw- Sl
12 L5T (137 ** LEN R

Fes walmes T aeen 008 aml WETF gl den. Tl
rosulis erc sammarized in Teble L All eomzounds
Fhcnwsad EE'I:I."-TI].' EE'im]:ll.'l..':I.'.'l]E' o Indomanscin
(CCe = 0272 prool/eary. Amorg them, stzrol 2
hed £ etrono moalbiery attact (B, = WU o)
o, wehiiles (e h i]1 e 1 (Rl =017 Jromanl
Bar} anc compoand F (ELy, = 027 umcleary had
alimsl The seme wnele ol poates ey as indonethe-
=L

Carrgpeonan-inaaesd e powe rdorag fest

Cin fEam w12 vml ¥ were eraloale= 1 i e
cairngcenan-nduced rat pew cocme tost, and in-
domethacin was Ircludad a: o referencs drug. Ths
af Ave dara ere summerized m Tase IL Snioplan-
Ear njection of carrageenan mduced ecema whzn

v lied oo menitean 4 1 aften adaniois oo, Tz
value of the area under the curve AU wae

Pl cvanpesme | T oals slovaen] ol i-inlz o e-
bory activity, its effcct did not roach 503 nhibe-
o0, even al @ dinga ol L l‘lg"LEl

Tlrlig= in the TPA test. indomiethacic (EDwy =
f.ad mg/ke’ was mora potant thon compounce 1 &
HimweEvern, i i s E o] F oo s close ol 1700 g
EF; ghowad Inaubihor of the AUL agwvolant 1o
that produced by indomethacin at 10 megdkg.

Suriferhodamine B (SRE| cvfotoxiclity sy

Ther syl sclivi ¥ 1l Lam e L2 3 aml
cdoxorubicin was cvnluatod egainst contral nory-
cus EyEleml carcinomin (U251, Prostane carc-
momma (FC-20, leukemia (K-562), colon carcinoma
(HLTL 12}, and breast zancer | MUF 1) haman cell

Lo, Tl waluee ol 30% bbbl y soieciliation
(L0 are shown o lakle 1L Amons the com

sl .J_ll:aulil'!.- 1 e |['|:||:4I erithin o ool s [EmmE s, I oaofie] pes Tohileid the e endlll ol e
infAemmmetion prodacec by earragecran, ard kw  eolls by moce than 5395 &t a dosc of 200 v On
AT v e fo Tical e D aodi=ToMame sl oy i-i:lil.'il'! o b !, E aend ¥ sliesweesi] oo ernie cwini-

Doth compourds X anc X in desss of 45, &0,
ard 00 mgEe 1Tp, swet slenifcant dowe-re-
pendort inhibition of the AL with EDw, valucs
Of 3188 mgky and 2325 ke, respectivaly Al

toxizily egamst all cancer ecll lings with 05 va-
Vs of T80 22 T3 M E RAS MOFE arrive against
all the haman ceneer lincs tesied cxcopr egainst
(e E-552 Ime mhers 3 @as mole active. Ievar
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Table I Efecis of chichipegenia (1), 2enineersl (2) macdouzalling 21, anc indomethoon (4) in ike carrogesron in
faeer Al paw evl=m@ mewlel T cafa represenls the mean af F=% rrimals + shndemd mean ermor (mean + SEE)

Al datm werc erayscd by ANOVA followec by Duncti’s tes:, and ths vave of p =

G5 and *=p = 0.0] nre

considersd ar smiisticaly cdiffer=nt with respect fo the coatral, NI‘L nob d=lernmnresd.

Lori-  Licse Ecema jmLh| AL AL Ely
povand  fagha| i bitioe Lagdg]
1 e 1 | 5 (%]
Coniral - 0A4Z ZCOCS QESZ 0 00 Z0oe LOGZ 224 LG EOnd 262 0] - -
. 45 0AL £CIC OER 009 066 2004 OETZI08 05T £008 S4d £035* 3315 TE
JLLI L e O B e N R s e L e O L O o L o 0 1
a0 0IZ0 ZCCS 4320 050 oo OS5 305 05y SOog LeE ZO )& 4575
3 45 Bl 2002 D272 0 046 =007 08522308 058 2004 180 2G0T 5063 1188
&0 15 =001 OXT=20 03 =00f O3 = 303 028 =006 100 =0Zovs T 0 e
il Lt O B e O 00 1 O T T (T R et 1 0 il e Y
45 027 008 QAL T 005 063 Z002 0032 205 032 E00F 252 TOs4r 3inz
2 o 033 LOC2 Q33 L 00y 033 Lol 2510305 040 LOG65 158 Lo]zre iz 33 JRI5
1001 026 EC0.C1 QIR E 001 023 =001 0232 105 0L.28 £ 005 L0 2ace= 7551
25 A& =C04 OTOz 007 090 008 OO0 305 0.3 2005 3.3 G20 1123
3 0 0ECOCZ2 Qo2 007 079 TO0E Q82X 207 08 TC0TF ITE D05 238D 0%
73 018 LOCZ2 OIGL0D5 049 LOOE O3 209 0.5 LOO0F LTE Loagr® 5123 :
1000 ols 2008 O =008 020 =00 D= 305 015 =200 CE] 2002k TTET
thelzss, the 100 welnes are an crdar of magnitide  Moreno, 1000, Murakswa e gl 2006, '_Tij:lj
higher tham thrss xhihited my dovoric admrinistiation of ¢ 1.2, and 3 strong)y
imhinitad CEPASTArcer edEmAa In rhe sAme, or

Lisoussion

Hoth 1EA - and ZEJT.H.EI;E'-E']I'.'lJ'l-I.I!d.I.lEEd mHamran-
ton mooels have hasn IJ'-EqL'E'T.ItJ!r' nged tooadan.
tl.'l".l' ant- I].'J'.I!B]'I.LI:H:].IIIZII'I.I !ili'tl"-'l"l.' ooth of axtracts ol
]'.II.E'EL"]]'IE] PJ.I.]'HE it of EJ.:ISIEL'I.IZ'E'! Isolated Iram
them

Tnj"nlm :lppllrﬂr rroaf TPRA Induces @ [rvi-
'||!'!|I1EIEI'| T!j[‘lhﬂ!‘ll" 1'I'I'I'|.-'1TI1I11-'I'|'|T],|' Tes[rnss with a
Trsr [Pase characrariFai T‘l_'_l' effema ol e fer-
mis are Increassd evels nf TsFaa Tollnwed T‘l'_i'
H SFI.'EI'II'II'I-'I']" [‘lhﬂiﬁ m which the #nFvme 1A
1= imdveed, ACEOMARIED I'!l_',-' e accrmnilatem of
[prn- 1'I1'|"|Tl'l111ﬂr"!|1".l' rells and P milrrhien A alcnsn-
nruds sueh as |l'-"1||\'|'|1'|' e -hl:' f'l-'-ﬂ-_] o ['ilT'l!T'1-
giandin E, (FOE. ). amorg othels (SErches ond

Taldz I0L IO, vaowes Cew, of el i cscy cain
man sander ¢l lires The dota reprezerts

even high=r, mogmtude as the CyclooNymEnise
mhisitar mdoemethacin Dur resulls suggest taal
these compounds could ntertere with the biosyn-
thesis o a2avity ot elcesancids, sirca it has been
damonsitated thal & h abler apphication of TPA,
2lcDEamoids lavels began 1o 1ner=ase signiheantly
It reared tssmes and cratelaten aiih *he magni-
e af the Inflammar vy responss (Worskaws o
a0, 20

Cm e aher hene, tha sehplantar 1njectinn of
CATTAERensT Idiees ar ackife a0 paw edemn,
whieh develops 1 thies phases an imbal phase
Teclaled by bodb RMsATTE  and bRy
vpeamine. followed by g second Knin- I!'.IE'IJJE.[-
@l phiase. TOLably he eMICEENDIE BOLApepLOe
wodykinn producad by kallikrein (DI Rosa.

), penicscy ol (2, pacdousallio 8, aond domonuldcin  DED Y o Lig-
the mean = etardasd mean errcr (e = SME ) of three independeni

cxpermerts. lhe o, wiltes were oolatced by neerdolation ol pocks (acity es log [ee]) Tom statistically signih-

cant cata. MIL, rot dctonmrinec.

Compoand Iy |
ZE1 A3 K562 1ICT-1E M7
1 =20 =A1) > > =2l
z 27330 1833 = 245 05T =073 1087 £ 256 10172079
3 HD T8 = 1T TS0 0 1730 £ G2z 23232 0.17
DCX Q9 = 0.2 032=202 0.28 =001 023 =00 D42 0.4]
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972, and & inal phase arrinoared o iaeal pee-
duction of prostaglerding {200, whose synthe
is is modiated meinly by COX-2 (Scibor o al.,
1984,

Althouan X oord 3 at g dogs of 100 mgim, body
maaighs sigrificant'y mhibited rat pew edema in all
phases, suggesting a nonselectve mhibitory effect
apatrsr the medistors mplled i eaTrsesnarn-
mowesd edema, taar sntintommalory ettecls
wars significantly more pronourcec and prc
hemged r_E.EL'.E' the tard phase of the indamme-
Piown e, i whied elooscookls e i ||]:|| aeil
ur cesults saz3@st that (e snbatarnmelcry o
fcets obacrved with botl comoounds 2 and 3 arc
due o inlerfeence wilh eiocsaomid oedie s
AW AdATional 2XPENIenTs sTe NanasiaTy M Q-
port thie prososal

O the other hand, only sterols 2 and 3 showsd
wicileral e |I_'_I|I P sl il ies IEHILI!II‘ I ran ean-
cel cell hmes. Hoth compounds have fhe soms
Affe-diolcholest-8-cne eorc anc arc similer to
ouysterala, Oidized derivatioes of cholesteral
anel plyioslerois (especially dicls @l Lials] pave
heen reported b0 b2 sirongly T B @ aumoer ot
culturcd haman twmoural and normel ecl linzs
This toxicity was previously demonstretzd (o oc-
ENT S The IRANEHon of Apoprnss In eells O ardans

AkihiEa T. aad Yesuloeea B {30010, Arttamor prema
mng and ant-rlermatery azivies ol Msrpeascs
anid slErmils roem planis ore T ng Soroiss Rer S
Cheo. 15 43 -87.

Copeues &, O, Sg'lu.'.u I E.. bluiiee-% deguzs Bl
and Arerdo [ (2306, Imscet growsk rogulatory ==
fecte of some erorasie and stercls Eor Myilfecae
e geomafrizany (Cacticere) agpinst Spodopéra
ugrerda ard femehrio modior. Prytoc heristry i,
2HEl-I550

de FouEa Fersim R I",a."l:l:ls_'l. e o el R T w E R
(OO -2) inhibiiors ase for proventing or rogross-
J.énicun:-:r Becont et Anticoros Drag Discov 4,

8 Posa ML (19720, Biclagiza! sropertes of corrageen-
An 1 Fharm Flarveoml . Sd &= 15F

DAerassl O Bursieln 5, Escade 3. Lewin AL Lippman
A Mo e A, mod Blocsiiner H Go0L957 0 Tonpe-
nodcks XNV IL The biberpons composidon of he ge-
nus Mreegflocacke Lam, Chera S, 70, 2525 2528,

D ereesd O, Blarray BLOUHL, and Villocti BL {1965 ], The
sirnchiwe ot dhes cactnz sherol, Aemoe=-al (cbelest 8-
ene-RIra-aicl) T Crem Sac | Irn- 1S

Dadect X, Liobel D, Pallages Ioaml Bot ee-Ce 30
(Z00SE), M-l in development ard meior. of
hurrein eancer. Virchows Acch, 446 175 182,
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