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Resumen

RESUMEN

Una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) es el cancer; el dltimo registro realizado en el afio 2012 indico
gue un total de 8.2 millones de personas han muerto por causa del cancer. Los
tratamientos que se emplean para el cancer tienen diversos efectos secundarios, uno de
ellos es que se genera resistencia hacia los diversos farmacos empleados, por lo que es
importante realizar mas estudios con el fin de encontrar compuestos con mejor eficacia y
menos efectos adversos. Las plantas son una de las principales fuentes de productos
naturales para la obtencion de compuestos con actividad anticancerigena. El género
Bonellia ha mostrado un potencial efecto citotoxico sobre diversas lineas celulares
cancerigenas y Bonellia macrocarpa es una especie con pocos estudios fitoquimicos. En
el presente trabajo 14 metabolitos fueron aislados de la fraccion hexanica de la raiz de B.
macrocarpa. Sin embargo, solamente cinco compuestos (> 5 mg) se eligieron para
estudios espectroscopicos y espectrométricos, ademas de evaluar el efecto citotoxico y
antiproliferativo de cada uno en cuatro lineas celulares cancerigenas y una normal. Tres
de los compuestos aislados presentaron actividad citotoxica, mostrando un mejor efecto el
compuesto BMR-5g1 sobre tres de las lineas celulares cancerigenas evaluadas, la linea
celular de cancer cervicouterino escamoso (SiHa), de mama (MCF-7) y de préstata (DU-
145); el efecto del compuesto BMR-10d1 fue sobresaliente sobre la linea celular SiHa; v,
por ultimo, BMR-14f1 mostré poseer un mejor efecto contra HelLa, SiHa y MCF-7. Sin
embargo, el efecto biol6gico observado fue bajo, asimismo, el indice de selectividad

resulté moderado para estas lineas cancerigenas.

Los estudios espectroscépicos realizados para determinar la estructura molecular de los
cinco compuestos confirmaron que dos moléculas son lipidos fendlicos semejantes al
compuesto bonediol anteriormente aislado, un triterpeno de tipo oleanano, un
benzociclobuteno y un tetrametoxi naftaleno. Asi, el presente trabajo contribuy6
fitoquimicamente con cinco compuestos nuevos en la especie, tres de ellos sin
antecedentes en la literatura y, por otro lado, remarcd el potencial biolégico de B.

macrocarpa.







ABSTRACT

One of the leading causes of death worldwide according to the World Health Organization
(WHO) is cancer; the last record made in 2012 indicated that a total of 8.2 million people
have died from cancer. Treatments used to alleviate cancer have too many side effects,
one of them being resistance to various drugs used, so it is important to conduct more
studies to find compounds with improved efficacy and less side effects. Plants are a major
source of natural products to obtain compounds with anticancer activity. The genus
Bonellia has shown to have a cytotoxic potential effect on various cancer cell lines, and
Bonellia macrocarpa is a species with few phytochemical studies reported. In this paper,
14 metabolites were isolated from the hexane fraction of the root of B. macrocarpa.
However, only five compounds (> 5 mg) were chosen for spectroscopic and spectrometric
studies and their cytotoxic and antiproliferative effects were evaluated on four cancer cell
lines and one normal cell line. Three of the compounds isolated from the hexane fraction
of the roots of B. macrocarpa demonstrated activity on various cancer cell lines, presenting
compound BMR-5g1 the best cytotoxic effect on cervical squamous (SiHa), breast (MCF-
7), and prostate (DU-145) cancer cell lines, while compound BMR-10d1 exhibited a better
effect on SiHa cell line, and, finally, compound BMR-14f1 showed a better effect against
HelLa, SiHa, and MCF-7 cell lines. However, the biological effect observed was low;

likewise, the selectivity index was moderate to these cancer cell lines.

Spectroscopic studies to determine the molecular structure of the five compounds
confirmed two molecules to be phenolic lipids similar to bonediol, a compound previously
isolated from this species, a oleanane-type triterpene, a benzocyclobutene, and a
tetramethoxy naphthalene. Thus, this work contributed phytochemically with five new
compounds to this species, three of them without reports in the literature, and, on the other
hand, highlighted the biological potential of B. macrocarpa.
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CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

1.1. INTRODUCCION

Desde la antigiedad el ser humano ha utilizado los productos naturales para curar o
aliviar ciertas dolencias: por ejemplo, la cultura babilénica empleaba sustancias
principalmente de origen vegetal y la medicina china ha mejorado la medicina actual
gracias a su contribucién con muchas plantas y remedios (Jaramillo et al., 2008). El reino
vegetal es una fuente importante para el desarrollo de nuevos farmacos contra el cancer;
mas del 50% de los agentes antineoplasicos han sido aislados de productos naturales y
un ejemplo claro son la vinblastina y vincristina, medicamentos que se utilizan contra esta
enfermedad (Gordaliza, 2007; Gerson et al., 2006; Agosta, 1997).

El género Bonellia engloba un grupo de plantas con flores que pertenece a la familia
Theophrastaceae, incluyendo arbustos o arboles pequefios, generalmente muy
ramificados; este género se distribuye en Mesoamérica, al noroeste de Sudamérica y las
Grandes Antillas (Kallersjo y Stahl, 2004; Castillo-Campos et al., 1998). Los estudios
realizados sobre este género son escasos, sin embargo, contribuyen para demostrar su
potencial efecto anticancerigeno; ademas, se ha visto que también algunas de sus
especies poseen actividad antifangica y tripanocida (Buitimea-Cantua et al., 2013; Garcia-
Sosa et al., 2011; Pefa Rodriguez et al.,, 2010). El género Bonellia ha demostrado un
potencial efecto citotoxico sobre distintas lineas celulares de cancer; diversos trabajos
demuestran que las hojas, tallo y raiz de plantas de este género son capaces de producir
un efecto citotoxico (Moo-Puc et al., 2013; Caamal-Fuentes et al., 2011a, 2011b;
Sanchez-Medina et al., 2009; Calder6n et al., 2006). La raiz de Bonellia macrocarpa fue
responsable de producir un dafio citotoxico sobre las lineas celulares de cancer
cervicouterino (SiHa), nasofaringeo (KB) y laringeo (Hep-2). ElI compuesto bonediol,
aislado de la raiz de la fraccion hexanica de la especie B. macrocarpa, mostré tener una
Clso entre 8.3-11.1 ug/mL en un bioensayo de actividad citotoxica contra varias células

neoplasicas (Caamal-Fuentes et al., 2011a).
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Bonellia macrocarpa, especie conocida comunmente como lengua de gallo o naranjillo, se
caracteriza por tener flores en general anaranjadas, las cuales se utilizan para curar la
tos, asma y trastornos bucales como llagas (Méndez-Gonzélez et al., 2012; Carnevali et
al., 2010).

Mas estudios son necesarios sobre el género, en especial, sobre la especie B.
macrocarpa, la cual es de interés por su notable actividad anticancerigena, es por ello que
en el presente trabajo se estudio la fraccién hexanica de la raiz de B. macrocarpa con el
proposito de ahondar un poco mas sobre esta especie, determinando su efecto citotoxico
sobre células cancerigenas, aislar los compuestos y elucidar sus estructuras quimicas, asi
como determinar si los compuestos aislados son los responsables de la actividad

citotoxica observada ademas del bonediol.

1.2. ANTECEDENTES GENERALES

1.2.1. CANCER

En condiciones normales nuestros tejidos se encuentran en un equilibrio entre las nuevas
células que proliferan y las que mueren. En los tejidos cancerosos este equilibrio se
altera, ocasionando una pérdida del control celular, entonces las células malignas
proliferan e invaden otros tejidos, en un proceso conocido como metastasis (OMS, 2013;
Gonzalez et al., 2010).

El cancer se origina a partir de la alteracién del material genético de una célula y ésta
sufre nuevos episodios de mutacion junto con sus descendientes, evadiendo la muerte
celular programada (apoptosis). El cancer se caracteriza por la proliferacion descontrolada
de células transformadas con la extensién de sus clones, originando una masa amorfa de
células que recibe el nombre de tumor (Figura 1.1). El crecimiento esta determinado por la
capacidad proliferativa de estas células tumorales y la capacidad de invadir los tejidos del
huésped, provocando la metéstasis en sitios distantes (Gonzalez et al., 2010; NCI, 2011,
Abbas et al., 2002).
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Pérdida del control del crecimiento normal

Divisién ot
de una célula S

normal \‘

o . Suicidio celular o apoptosis

Daiio celular
sin reparacién

Divisién
de una célula
cancerosa

Primera Segunda Tercera Cuartamutacién
mutacién mutacion mutacion ysiguientes

Crecimiento sin control ]

Figura 1.1 llustracion del proceso en el que células normales se
transforman en células cancerigenas (NCI, 2011).

Los tumores se pueden clasificar en dos tipos, tumores benignos y tumores malignos
(cancer). El cancer es considerado no como una enfermedad aislada, sino el término se
adjudica a un conjunto de enfermedades; dependiendo del 6rgano en el cual se origina es
el nombre que recibe, es decir, si se produce en las células del pulmén recibe el nombre

de cancer de pulmon, etc. (Gonzalez et al., 2010).

1.2.2. FACTORES DE RIESGO DE CANCER

La herencia, dieta, hormonas y factores externos, tales como sustancias quimicas,
radiacién, algunos virus y bacterias pueden influir en el riesgo para el desarrollo de esta
enfermedad (OMS, 2013; NCI, 2011; Gonzalez et al., 2010).

La incidencia del cancer depende de diferentes parametros, tales como la edad, sexo,
raza y condicidn geografica, en conjunto con diversos factores internos y externos que
pueden influir en el riesgo de padecer esta enfermedad. El cancer se puede presentar en
cualquier edad, incluyendo la infancia, muchas veces originAndose en menores de 15

afos (Sierra et al., 1992). La probabilidad de padecer cancer va en aumento con la edad,
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y tal vez una explicacién para esto seria la acumulacion de los factores de riesgo (OMS,
2013).

La alteracion de las células normales para transformarse a células tumorales depende de

la respuesta de las células a diferentes factores entre los que se encuentran:

I) Tabaco: implicado en el 80-90% de las neoplasias en varones, mientras que representa
el 55-80% para las mujeres.

II) Alcohol: su consumo se encuentra asociado a diferentes tipos de cancer, estudios
reportan que la ingesta de concentraciones elevadas de alcohol aumentan el riesgo de
cancer de mama (Boyle y Boffetta, 2009).

Ill) Asbesto y metales: la exposicién a ciertos agentes como niquel, cobalto, aumentan el
riesgo de padecer cierto tipo de cancer (Florea y Busselberg, 2011; Gonzalez et al.,
2010).

IV) Alimentacion: juega también un papel crucial, una alimentacion rica en grasas y carnes
rojas aumenta el riesgo de cancer colorrectal (OMS, 2013; Gonzélez et al., 2010;
Genkinger y Koushik, 2007). Trabajos recientes revelaron una asociacion entre una dieta
rica en carne y el riesgo de contraer cancer de vejiga (Wu et al., 2012), asi como también
en el aumento del consumo de grasas (Azrad et al., 2013).

V) Radiaciones: los rayos X, rayos gamma, son factores predisponentes. La radiaciéon
ultravioleta (proveniente del sol) estd relacionada con los carcinomas cutaneos (OMS,
2013; NCI, 2011; Gonzélez et al., 2010).

1.2.3. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

En México el cancer representa la tercera causa de muerte. Reportes del INEGI indican
gue en el afio 2011 de cada 100 ingresos hospitalarios por tumores en el pais, 56 son de
tipo maligno (INEGI, 2014; Secretaria de Salud, 2013). En nuestro pais los tipos de
cancer mas comunes son el de prostata, mama, cervicouterino, pulmén y estémago
(Secretaria de Salud, 2013).

En Yucatan el cancer causé la muerte de 1,221 personas en el afio 2010, ocupando el

segundo lugar de las defunciones entre los que destacan el cancer de estbmago, higado y
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prostata (Union Yucatan, 2012), Entre los principales tipos de cancer que causan mas
defunciones en el mundo de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013)
se sefialan en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Numero de defunciones de acuerdo al tipo de cancer.

Tipo de cancer Defunciones
Pulmonar 1,370,000
Gastrico 736,000
Hepatico 695,000
Colorrectal 608,000
Mamario 458,000
Cervicouterino 275,000

El cancer pulmonar es el mas frecuente hablando en nimero de defunciones, ocupando el
primer lugar con 1.3 millones de personas muertas (OMS, 2013; National Geographic
Society, 1996-2013).

1.2.4. TRATAMIENTOS

Existen distintas terapias para tratar de curar o controlar el cancer, entre las que destaca
la quimioterapia o uso de farmacos, los cuales destruyen las células cancerigenas, sin
embargo, este tipo de tratamiento no distingue las células normales de las células
tumorales, por lo cual presenta diversos efectos secundarios como son fatiga, vomitos,
pérdida de cabello, etc.; la radioterapia, en la cual se utiliza un tipo de energia llamada
radiacion ionizante, la cual dafia el material genético de las células e imposibilita de esta
manera su division. La radiacion depende del tipo de cancer o de su localizacién, se
aplica de manera externa o interna, y puede producir un cancer secundario como
resultado de la radiacion; la cirugia, que consiste en la extirpacion del tumor, pero podra
realizarse la intervencion quirdrgica dependiendo del 6rgano afectado. Todos estos

tratamientos son costosos, ademas de tener muchos efectos adversos (NCI, 2011).
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1.3. LAS PLANTAS MEDICINALES COMO FUENTE DE NUEVOS FARMACOS

Para evitar el desarrollo del cancer y su diseminacion entre los tratamientos mencionados
se encuentra la terapia farmacolégica, y las plantas son fuente importante para la
bausqueda de nuevos farmacos, las cuales contienen metabolitos con diferentes

propiedades medicinales.

Las plantas, a diferencia de los demds seres vivos poseen un metabolismo denominado
secundario, el cual se deriva del metabolismo primario. Los metabolitos primarios
(aminoacidos, azlcares, etc.) intervienen en el desarrollo y crecimiento de la planta y se
encuentran presentes en todo el reino vegetal. Los productos originados a partir del
metabolismo secundario reciben el nombre de metabolitos secundarios, productos
secundarios o productos naturales, son compuestos organicos que tienen funciones
basicas desde dar color a las flores y frutos, o intervenir en los mecanismos de defensa y
funcion protectora frente a depredadores. Ejemplos de este tipo de compuestos son la
lignina, metabolito secundario que le confiere soporte estructural a las plantas o las
antocianinas encargadas de proporcionar el color; a diferencia de los metabolitos
primarios los metabolitos secundarios se expresan solamente en una especie vegetal o un
grupo de especies relacionadas (Avalos y Pérez, 2009; Zeiger y Taiz, 2006). Trabajos
recientes han descubierto propiedades importantes de estos compuestos; estudios
realizados alrededor del mundo demuestran que todo o diferentes partes de las plantas
pueden poseer diversos efectos biolégicos, como por ejemplo: actividad antifingica,
antirretroviral, antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, antidiabética,
anticancerigena, sugiriendo que los responsables de estas actividades son los
metabolitos secundarios que contienen, con base en la evaluacién de los extractos o los
compuestos aislados en distintas especies vegetales (Ramirez et al.,, 2012; Caamal-
Fuentes et al., 2011b; Panghal et al., 2011; Zhang et al., 2011; Anyaehie, 2009; Damian et
al, 2008; Calder6n et al., 2006).

Mas del 50% de los agentes anticancerigenos son derivados de productos naturales;
existe un gran nimero de especies vegetales con propiedades medicinales y que no han

sido investigadas, representando una fuente principal para el descubrimiento de un nuevo
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farmaco con potencial anticancerigeno. El Taxol® (paclitaxel), es ejemplo de un farmaco
gue fue aislado de Taxus brevifolia y es utilizado en quimioterapia para el tratamiento de
distintos tipos de cancer, como el cancer de pulmén; la vincristina y vinblastina son otros
ejemplos de farmacos que fueron aislados de plantas (Catharanthus roseus) y también
son utilizados en la terapia contra el cancer (Cragg y Newman, 2005). Sin embargo,
desafortunadamente, aunque estos compuestos provienen de fuentes naturales, estos
tratamientos no son selectivos, dafiando de igual manera las células cancerigenas y
células normales en constante proliferacion, como son las células epidérmicas, células de
la medula 6sea, entre otras, provocando la pérdida de cabello, anemias o susceptibilidad
a infecciones (Alison, 2001); debido a lo anterior, surge el interés en la busqueda de un
nuevo compuesto selectivo, que sea capaz de disminuir los efectos secundarios. El valor
medicinal de las plantas para el desarrollo de nuevos farmacos es sin duda de vital

importancia para cientificos e investigadores a nivel mundial.

1.3.1. METABOLITOS DE ORIGEN VEGETAL CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

Existen cuatro grupos principales de compuestos que son utilizados actualmente como
farmacos anticancerigenos. Los alcaloides vinca, como la vinblastina y vincristina,
aislados de la especie Catharantus roseus, asi como sus derivados semisintéticos, son
utilizados para el tratamiento de cancer de mama, pulmén, testicular, leucemias, entre
otros. Este tipo de farmacos ejercen un efecto antiproliferativo y actlan evitando la
polimerizacién de la tubulina, la cual es una proteina esencial de los microtibulos que
intervienen en diversos procesos celulares como la division celular. Los derivados
semisintéticos de las epipodofilotoxinas (lignanos), aisladas de Podophillum peltatum,
tales como el etopdsido y tenipdsido, son usados contra el cancer de piel, bronquial,
testicular y linfomas. Estos compuestos producen un efecto antiproliferativo y citotéxico. El
mecanismo de accién descrito es que se enlazan a la tubulina, impidiendo la
polimerizacion e inhiben la topoisomerasa Il, causando el rompimiento de las hebras del
ADN. Otro grupo de farmacos anticancerigenos son los taxanos (diterpenos), entre los
gue se encuentran el Taxol® (paclitaxel) y el docetaxel. El paclitaxel fue inicialmente
aislado de T. brevifolia y esta siendo utilizado contra el cancer de mama, pero es también

atil en el cancer de ovario y de pulmén. Estos taxanos poseen un efecto antiproliferativo,
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en el cual el farmaco se une a la tubulina agrupando a los microtdbulos y causando su
estabilizacion contra la despolimerizacion. Por Gltimo las camptotecinas (alcaloides), un
tipo de metabolitos que fueron aislados de Camptotheca acuminata, siendo mas eficaz el
topotecan para el tratamiento de cancer de pulmén y ovario, mientras que el irinotecan es
usado contra el cancer colorrectal. EI mecanismo de estos farmacos es un efecto
citotéxico, inhibiendo la topoisomerasa |, complejo de enzimas involucradas en el

enrollamiento y desenrollamiento del ADN (Cragg y Newman, 2005).

México posee una gran diversidad de especies de plantas registradas en la medicina
tradicional empleadas para el tratamiento de cancer. Alonso et al. (2011) reportaron que
de un total de 300 especies, menos de la tercera parte ha mostrado efectos citotéxicos en
estudios experimentales realizados in vitro, y s6lo una pequefa parte se ha estudiado in
vivo; ademads, existen pocos experimentos realizados en modelos animales de los
compuestos aislados con actividad citotéxica y en los escasos estudios que se han
realizado no siempre se observa este efecto. El nimero de trabajos realizados es muy
limitado, haciendo necesario incrementar estudios sobre las especies vegetales existentes
en nuestro pais. La evaluacion de extractos vegetales de 21 especies de la peninsula de
Yucatan empleadas en la medicina tradicional Maya revel6 su efecto citotdéxico contra
lineas celulares de cancer; entre las especies estudiadas, B. macrocarpa mostré una

pronunciada actividad citotéxica (Caamal-Fuentes et al., 2011b).

1.4. DESCRIPCION BOTANICA DEL GENERO BONELLIA

La familia Theophrastaceae se encuentra formada por siete géneros (Clavija,
Theophrasta, Neomezia, Deherainia, Votschia, Jacquinia y Bonellia). Esta familia se
caracteriza por contener arboles o arbustos con hojas alternas u opuestas e incluye cerca
de 100 especies. Antiguamente el género Bonellia se conocia con el nombre de
Jacquinia; sin embargo, fue dividido en dos géneros distintos. Bonellia se distingue por
sus flores en su mayoria anaranjadas, en ocasiones blancas o blanquecinas con hojas
alternas y semillas aplanadas y consiste de 22 especies (Kallersjo y Stahl, 2004; Castillo-
Campos et al., 1998).
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La especie Bonellia macrocarpa (Cav.) B. Stahl & Kallersjo (Figura 1.2) es conocida como
lengua de gallo, limoncillo, naranjillo o pico de gallo. Se encuentra generalmente en forma
de arbusto pequerio, pero puede llegar a medir hasta 6 m.; con hojas alternas, opuestas o
subverticiladas; se distingue por sus flores en su mayoria anaranjadas o tendiendo a rojas
brillantes, aromaticas, de 8 a 10 mm de largo en racimos de 4 a 14 flores; fruto abayado
de color amarillo, anaranjado o pardo, corrugado, ligeramente cénico y con semillas

aplanadas.

Figura 1.2 Arbusto de Bonellia macrocarpa con sus
hojas y frutos.

Se distribuye en el suroeste de México, Centroamérica, Guatemala, Honduras y Panami;
Habita en su mayoria en regiones hiumedas, como son duna costera, manglar, selva baja
inundable, selva baja caducifolia y vegetacién acuatica, como cenotes y lagunas. B.
macrocarpa se subdivide en tres subespecies: macrocarpa, pungens y panamensis. La
subespecie macrocarpa se localiza en el sur de México, la segunda subespecie se
distribuye a lo largo de la costa del Pacifico desde Sonora hasta Colima, y por dltimo, la
subsp. panamensis se encuentra s6lo en Panama (Méndez-Gonzalez et al., 2012;
Carnevali et al., 2010; Kallersjo y Stahl, 2004; Castillo-Campos et al., 1998).
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1.4.1. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ESPECIES DEL GENERO BONELLIA

En la literatura existen escasos estudios sobre especies del género Bonellia; sin embargo,
por el uso que tienen estas plantas en la medicina tradicional se han llevado a cabo
algunos trabajos para evaluar su efecto en diversas areas, los cuales han demostrado la
eficacia de sus extractos con actividad antifingica, tripanocida y anticancerigena
(Buitimea-Cantia et al., 2013; Moo-Puc et al., 2013; Caamal-Fuentes et al., 2011b;
Garcia-Sosa et al., 2011; Pefia Rodriguez et al., 2010; Sanchez-Medina et al., 2009).

1.4.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA DE ESPECIES DEL GENERO BONELLIA

Entre las plantas medicinales utilizadas para el tratamiento del cancer se encuentran las
del género Bonellia. Diversos trabajos revelan su gran efecto citotoxico contra diferentes
lineas celulares de cancer (Calderén et al., 2006). Sanchez-Medina et al. (2009)
evaluaron la actividad citotoxica contra dos lineas celulares de mamiferos, HeLa y RAW
264.7, utilizando distintas partes de la especie B. flammea, demostrando que el extracto
de la raiz de esta planta tiene elevada actividad citotoxica seguida por el tallo, mientras
gue las hojas no mostraron actividad significativa. Moo-Puc et al. (2013) realizaron un
trabajo similar con la especie B. albiflora, el cual revelé que al utilizar la raiz de esta planta
tiene una notable actividad (CCsy = 12.64 ug/mL) sobre la linea de cancer nasofaringeo
(KB) evaluada, seguida por las hojas (CCso = 23.85 ug/mL) y en menor proporcion el tallo
(CCso = 62.30 pug/mL). Para las lineas HelLa, Hep-2 y SiHa la raiz demostro tener una
citotoxicidad moderada (CCs, entre 31 y 35 ug/mL) mientras que para las otras partes

empleadas de la planta se observé menor efecto citotéxico o incluso nula actividad.

Estudios previos en los que se analizé el efecto citotoxico de los extractos de la raiz y tallo
de B. macrocarpa contra distintas lineas celulares de cancer, se observd que la raiz de
esta planta presentd notable actividad citotdéxica contra KB y Hep-2 (CCsy de 15.3 y 20
ug/mL, respectivamente), moderada actividad en las lineas de cancer PC-3, SiHa, MCF-7
y HelLa (CCso 30-39 ug/mL), mientras que el tallo present6 notable actividad (18.6 pug/mL)

solamente sobre la linea KB (Caamal-Fuentes et al., 2011b); en otro estudio cuando se
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empled la raiz de la fraccibn hexanica de B. macrocarpa, ésta fue responsable de la
actividad citotoxica contra tres lineas celulares de céncer evaluadas, céncer
cervicouterino (SiHa), nasofaringeo (KB) y laringeo (Hep-2) y el compuesto responsable
de esta actividad fue el bonediol (Caamal-Fuentes et al., 2011a).

1.4.3. COMPUESTOS AISLADOS DE PLANTAS DEL GENERO BONELLIA

Entre los compuestos aislados en especies de este género se han encontrado acidos
grasos, como el acido dodecanoico, el acido tridecanoico, acido malénico, ademas de
saponinas como responsables de actividad antifingica y citotdxica (Moo-Puc et al., 2013;
Garcia-Sosa et al., 2011; Sanchez-Medina et al., 2009).

En particular, de la especie B. macrocarpa se pudo aislar un nuevo compuesto, llamado
bonediol (una catecolamina), obtenido de la raiz de la fraccién hexanica, que fue la que
mostré actividad citotoxica sobre KB, Hep-2 y SiHa (Caamal-Fuentes et al., 2011a);
también se encontraron triterpenos, acidos grasos y esteroles en esta fraccion estudiada
(Caamal-Fuentes, 2012); algunos de los compuestos aislados se muestran a continuacion
(Tabla 1.2).

11
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Tabla 1.2 Compuestos aislados del género Bonellia.

Nombre Estructura

A\
Compuesto: tirucalan-7,24-dien-33-ol
Sin actividad citotéxica
HO

OCHs
i 1 11
Compuesto: bonediol
. o 1 OH
Con actividad citotoxica OH

Compuesto: estigmaste-7,16-dien-3-ol /digig\%/
HO

Sin actividad citotoxica

Compuesto: sakurasosaponina o

Con actividad citotéxica y antifiingica ﬁ\% o >

1.4.4. USOS MEDICINALES DE BONELLIA MACROCARPA

Las flores de esta planta (Figura 1.3) son utilizadas para curar el catarro, el asma y la tos
constante con vomitos y diarrea; en la literatura se ha reportado que el cocimiento de
hojas y flores se emplea para el tratamiento de trastornos bucales como llagas; la raiz y
las semillas se utiliza para el dolor de muelas; otros usos reportados son contra
enfermedades del aparato respiratorio, para tratar la tosferina, problemas

gastrointestinales, como cdlicos intestinales y parasitos (Méndez-Gonzélez et al., 2012).

12
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Figura 1.3 Flores de Bonellia macrocarpa.

JUSTIFICACION

Debido a que el cancer es un problema mundial y que afecta a millones de personas,
desde nifios hasta personas mayores, que los diversos tratamientos utilizados contra esta
enfermedad (incluyendo a los farmacos provenientes de especies vegetales) generan
distintos efectos adversos, ademas de ser costosos, y que la mayoria de los farmacos
utilizados no son selectivos y las células cancerigenas generan resistencia, ocasionando
la ineficacia terapéutica, es importante buscar nuevos compuestos que en un futuro den
origen a tratamientos que no sélo prolonguen la vida del paciente sino que puedan ayudar
a recuperar la salud con pocos o nulos efectos secundarios.

Diferentes especies vegetales en distintas partes del mundo estan siendo estudiadas con
el propdsito de encontrar algin compuesto que sea capaz de tener un efecto benéfico
potencial y a la vez que carezca de efectos perjudiciales. Las plantas usadas en la
medicina tradicional para tratar diferentes enfermedades son un blanco importante para
ampliar los estudios de mas especies vegetales para la obtencion de metabolitos con

actividad antineoplasica.

En Yucatan existen especies que se utilizan contra sintomas sugerentes a cancer. B.
macrocarpa ha sido poco estudiada; los trabajos realizados sobre la fraccibn hexanica
proveniente del extracto metandlico de la raiz de esta planta han demostrado su potencial
efecto citotoxico sobre diferentes lineas celulares de cancer. En el presente trabajo se

pretende profundizar sobre esta fraccion que ha mostrado un visible efecto citotoxico y de

13
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esta manera enriquecer el trabajo anterior realizado por Caamal-Fuentes et al. (2012)
sobre esta especie; determinar su actividad citotéxica en diferentes lineas celulares de
cancer (SiHa, HeLa, MCF-7 y DU-145), asi como aislar, purificar y elucidar los metabolitos
activos con potencial anticancerigeno, que en un futuro podrian convertirse en nuevos

farmacos para la cura del cancer.

HIPOTESIS

La fraccion hexanica de la raiz de Bonellia macrocarpa contiene diversos metabolitos

secundarios que poseen actividad citotoxica y/o antiproliferativa.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad citotéxica y antiproliferativa y elucidar la estructura de los metabolitos
secundarios aislados de la fracciébn hexanica obtenida del extracto metandlico de la raiz

de Bonellia macrocarpa.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la actividad citotoxica de los extractos y las distintas fracciones de B.
macrocarpa contra diferentes lineas de cancer.

e Aislar y purificar los metabolitos secundarios mediante métodos cromatograficos
de las fracciones que resulten activas en el bioensayo de citotoxicidad.

e Elucidar las estructuras de los compuestos aislados utilizando métodos
espectroscopicos y espectrométricos.

¢ Determinar la actividad citotéxica y antiproliferativa de los metabolitos puros.

14
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Procedimiento general para la realizaciéon del estudio biodirigido en el presente trabajo

\ Recolecta y procesamiento del material vegetal ‘

[ Obtencion del extracto metanoélico |

Obtencion de las fracciones del extracto con
disolventes de polaridad creciente

Fe

Evaluacién de la actividad citotoxica del extracto
metandlico y de sus fracciones

Aislamiento y purificacion de los metabolitos
mediante técnicas cromatogréficas

Identificacion de los metabolitos utilizando
técnicas espectroscopicas y espectrométricas

I Evaluacidn de la actividad citotoxicay
antiproliferativa de los metabolitos

Figura 1.4 Diagrama de la estrategia experimental.
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CAPITULO Il. ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA RAiZ DE BONELLIA
MACROCARPA: FRACCION HEXANICA

2.1. INTRODUCCION

El reino vegetal posee un grupo de compuestos quimicos denominados metabolitos
secundarios; son moléculas organicas que intervienen en funciones basicas de la planta,
en la defensa contra microorganismos patégenos o como atrayentes de polinizadores con
el objetivo de reproducirse y de esta manera preservar su especie (Zeiger y Taiz, 2006).
Actualmente se sabe que los metabolitos secundarios presentan diversas propiedades,
ejerciendo distintos efectos biolégicos como se ha mencionado en el capitulo anterior.
Varios compuestos son conocidos y son responsables de distintos efectos biolégicos; sin
embargo, una de las expectativas de este trabajo es aislar compuestos nuevos, capaces
de producir un mejor efecto citotdxico y/o antiproliferativo, que en un futuro puedan servir
como precursores de nuevos farmacos, ademas de aportar mas sobre la fitoquimica de la

especie en estudio.

Para el aislamiento y purificacién de los compuestos es necesario el uso de diversas
técnicas de extraccion sélido-liquido, extraccion liquido-liquido, cromatografia en columna,
etc. y se requiere de la aplicacion de métodos espectrométricos asi como
espectroscopicos, los cuales son fundamentales para su elucidacién estructural
(Silvertein, 2005; Braithwaite y Smith, 1999; Dominguez, 1973).

La especie B. macrocarpa es usada en la medicina tradicional para aliviar ciertas
dolencias, como el asma, tos, vomitos; ademas, estudios han demostrado un efecto
dafiino contra distintas lineas celulares cancerigenas (Caamal-Fuentes et al.,, 2012;
Méndez-Gonzalez et al., 2012). Algunos metabolitos se han aislado de la fraccién
hexanica de la raiz de B. macrocarpa, sin embargo, sélo uno de ellos (bonediol) ha sido el
responsable de una actividad biologica interesante, pues logré ejercer un efecto

antiproliferativo contra tres lineas celulares cancerigenas (SiHa, KB y Hep-2) de cuatro
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lineas celulares evaluadas (Caamal-Fuentes et al., 2012; Caamal-Fuentes et al., 2011a),
marcando la necesidad de realizar mas estudios sobre esta especie.

En el presente trabajo se determind la estructura molecular de cinco metabolitos que
proporcionan informacion fitoquimica importante de esta especie, pues hasta el momento
eran desconocidos de esta planta y tres compuestos son nuevos, pues no se ha

encontrado reportes en la literatura de estos metabolitos en otros géneros.

2.2. MATERIAL Y METODOS

2.2.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

En este trabajo se utilizaron disolventes de grado reactivo e industrial y de diferentes
polaridades, estos ultimos se destilaron en el laboratorio. El proceso de secado de los
extractos y fracciones se realizdé en un evaporador rotatorio marca Blichi 461 con un bafio

de agua y una bomba de alto vacio (40 °C, 70 mm de presién).

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (CCD)

El andlisis cualitativo de los compuestos, presentes se realizo en placas de cromatografia
en capa delgada con soporte de aluminio impregnadas con gel de silice 60 (GF2s4, tamafio
de particulas 0.015-0.040 mm, Merck). La separacibn de los compuestos por
cromatografia en capa delgada se observé bajo luz UV de onda corta (254 nm) y de onda
larga (365 nm), ademas se emplearon reveladores quimicos, como el &cido
fosfomolibdico (disolucién de 4% de acido fosfomolibdico con trazas de sulfato cérico en
H,SO, al 5%) y Oleum [disolucion de &cido sulfarico, acido acético glacial y agua,
(8:32:160)], las placas fueron impregnadas con alguna de las disoluciones vy

posteriormente calentadas para su revelado.

ANALISIS DE LA FRACCION HEXANICA (BMR-2a)

Los compuestos de la fraccién hexanica se analizaron en CCD, las cuales se eluyeron
con los sistemas hexano/acetona (Hx/An) 7:3 y 8:2, sistemas previamente reportados en
la literatura (Caamal-Fuentes, 2012) para corroborar la presencia del compuesto bonediol.

Ademas, se realizaron diferentes placas de esta fraccidbn para encontrar el sistema de
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disolventes mas adecuado en el que se observa una mejor separacion de los
compuestos.
Las fracciones se purificaron por medio de la técnica de cromatografia en columna por

exclusion molecular, por gravedad, columna flash y placa preparativa.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Cuando se realiz6 la técnica de cromatografia en columna por gravedad (CCG) se utilizd
gel de silice 60 A de 70-230 mallas (Sigma-Aldrich).

En la cromatografia en columna por exclusiobn molecular se utiliz6 el polimero de
Sephadex LH-20. Esta técnica permite la separacion de los compuestos por medio de su
tamafio molecular, siendo Util para separar péptidos, lipidos, terpenos entre otros
compuestos (Braithwaite y Smith, 1999). Se emple6 una columna de 75 cm de longitud
con 43 cm de altura y 2.5-3 cm de diametro para la fraccion BMR-3e (0.390 g de muestra)
y para las demas fracciones se utilizaron columnas de 3-3.5 cm de diametro (1 g de

muestra).

Para la cromatografia en columna tipo flash (CCF) se requirié gel de silice de 60 A con un
tamafio de particula de 40-63 um (230-400 mallas, Sigma-Aldrich). Esta técnica hace
posible la separacién de mezclas mediante presion con un flujo de eluciéon de 2 pulgadas
por min. El compuesto que se desea separar debe tener un R de al menos 0.35 (Majors y
Enzweiler, 1988). La distancia que recorre la muestra es conocido como factor de
retencién o retardo (Ry) y se define como la distancia recorrida de la muestra desde la
linea de origen (linea base donde se aplicé la muestra) entre la distancia que recorrié el
disolvente, nombrado como frente del disolvente; se desea un R; entre 0.30-0.50 (Smith y
Feinberg, 1979; Abbott y Andrews, 1977). La técnica de placa preparativa es ideal para la
purificacién de un compuesto si se dispone de poca cantidad de muestra, el principio es el
mismo que la CCD. Se utilizaron placas con gel de silice 60 Fs4, espesor de 250 um,

tamafo de particula de 10 al2 pum, 20 x 20 cm, Merck.

CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)
La pureza de cada compuesto se determind mediante un andlisis de CG que permite la

separacion y analisis cuantitativo de compuestos organicos volatiles. Los cromatogramas
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fueron obtenidos en un cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 7890A con un
detector de ionizacion de flama (flame ionization detector, FID), equipado con una
columna HP-5, con las condiciones de corrida: 180 °C durante 3 min, una rampa de 10
°C/min hasta 300 °C por 25 min, velocidad de flujo 1 mL/min, y como gas acarreador se
empleo nitrégeno.

Las estructuras de los compuestos se determinaron con el apoyo de técnicas
espectroscopicas de infrarrojo (IR) y resonancia magnética nuclear de proton (RMN-'H) y
carbono (RMN-°C), incluyendo experimentos de una dimension (DEPT) vy
bidimensionales (COSY, HSQC y HMBC), asi como espectrometria de masas de baja
resolucion (CG-EM). El peso molecular exacto y la formula molecular se determiné

mediante espectrometria de masas de alta resolucion (HPLC-EM o EM-FAB).

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (IR)

Técnica espectroscépica en la cual se aplica un tipo de radiacion electromagnética,
siendo en este caso la radiacion infrarroja (Silverstein et al., 2005). Los espectros de
infrarrojo fueron obtenidos en un espectrofotdmetro Nicolet 8700 (FT-IR), de la marca

Thermo Scientific, y las muestras se analizaron en pastillas de bromuro de potasio (KBr).

ESPECTROMETRIA DE MASAS DE BAJA RESOLUCION (CG-EM)

La espectrometria de masas (EM) proporciona informacién del peso molecular del
compuesto de interés y los diferentes fragmentos separados en relacion a su masa/carga
(m/z) (Watson y Sparkman, 2007). Para el analisis de cada compuesto en EM de baja
resolucion se utilizé un cromatégrafo de gases 6890N acoplado a un detector masico
5975B, ambos de la marca Agilent Technologies, usando una columna de (5% fenil)
metilpolisiloxano como fase estacionaria, de 30 m de longitud, 0.32 mm de diametro
interno y 0.5 um de grosor de la pelicula estacionaria, inyeccion tipo split, temperatura del
inyector 290 °C, temperatura del auxiliar 280 °C, condiciones de corrida: 180 °C x 3 min,
una rampa de 10 °C/min hasta 300 °C por 30 min, velocidad de flujo 1 mL/min, y como

gas portador se empleé helio.
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TECNICA DE SILILACION

Existen determinados compuestos que por su naturaleza no se logran detectar en CG,
porgue no son volatiles, son térmicamente inestables o por estar presentes ciertos grupos
en la molécula (OH, COOH, NH), quedando retenidos en la columna e imposibilitando de
esta manera ser detectados por el equipo. La derivatizacion es necesaria para facilitar la
deteccion de la molécula. La técnica de sililacion es la mas usada, consiste en hacer
reaccionar los grupos —OH presentes en el compuesto con trimetilsilil (TMS) o t-butilsililo
(TBDS). ElI compuesto BMR-10d1 se hizo reaccionar (0.5 mg) con una mezcla en
proporcion 1:1 durante 10 min con 50 pL de piridina anhidra (CsHsN, 99.8%) de la marca
sigma Aldrich y 50 pL de BSTFA+TMCS, 99:1 (Sylon BFT) para después inyectarlo al CG-
EM.

ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION (EM)

Las muestras BMR-5g1, BMR-7k1l y BMR-14f1 se enviaron a la Fundacion Medina en
Granada, Espafia para el andlisis en HPLC-EM, con un equipo de la marca Agilent 1200
(Santa Clara, CA), utilizando una columna Zorbax SB-C8 (2.1 x 30 mm), mantenida a 40
°C y con una velocidad de flujo de 300 uL/min acoplado a un espectrometro de masas
Bruker Maxis HR-QTOF (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemania). El analisis de las
muestras BMR-11al y BMR-10d1 se realizé en la Facultad de Quimica (UADY) mediante
la técnica EM-FAB, en un espectrometro de masas de alta resolucion GCMate Il de la

marca Jeol.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Los estudios de RMN de los compuestos BMR-5g1, BMR-10d1 y BMR-11al (CDClIy)
fueron realizados en la Facultad de Quimica (UADY) con un equipo de resonancia
magnética nuclear Bruker Avance Ultrashield 400 (400 MHz), con una sonda dual de 5
mm. Los compuestos BMR-7kl y BMR-14f1 (Pyr-ds), fueron obtenidos con el
espectrometro de RMN Varian/Agilent Premium Compact 600 MHz (14.1 T), con mddulo
de gradiente de campo pulsado y sonda de 5 mm 'H-F/**N-3'P en el Laboratorio
Nacional de Nano y Biomateriales (LANNBIO) del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) de Mérida.
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Los experimentos de RMN de proton (RMN-"H) proporcionan informacién sobre el tipo de
acoplamiento que presenta un hidrégeno en relacién con sus hidrégenos vecinos,
permitiendo observar la multiplicidad de dicho proton, constante de acoplamiento (J) vy el
desplazamiento en ppm en las diferentes regiones del espectro. El espectro de RMN-*C
nos indica el numero total de carbonos presentes en la molécula. El andlisis de RMN
DEPT-135 (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, por sus siglas en inglés)
nos indica el nimero de metinos y metilos (CH, CHs) presentes en la molécula bajo
andlisis, los cuales se observan como sefiales positivas (hacia arriba del espectro) y del
namero de metilenos (CH,), como sefales negativas, y el espectro de DEPT-90
proporciona sefales de todos los grupos metinos (CH) presentes en la molécula. COSY
(Correlation Spectroscopy, por sus siglas en inglés) es una técnica bidimensional
homonuclear que observa el acoplamiento entre un protdn con su proton vecino. Entre los
experimentos bidimensionales heteronucleares se encuentran el HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation) y HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), el
primero se basa en la correlacidon protdén-carbono a un enlace de distancia; mientras que
el experimento HMBC permite observar la correlacion que existe entre protdn-carbono a

dos, tres o0 hasta cuatro enlaces de distancia (Silverstein et al., 2005).
2.2.2. MATERIAL VEGETAL

La especie B. macrocarpa se identific6 con ayuda del taxénomo Paulino Sima Polanco de
la Unidad de Recursos Naturales del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY); un ejemplar fue depositado en el herbario del CICY con el nUmero de voucher P.
Sim& 3561. La raiz de esta especie (Figura 2.1) se colect6 en octubre de 2013 en Telchac
Puerto, Yucatan. Se dej6 secar a una temperatura ambiente y se corté en pequefios

trozos de 1-2 cm de grosor aproximadamente.
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Figura 2.1 Raiz de Bonellia macrocarpa.

2.2.3. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS

Se realizé la extraccion solido-liquido con 10 Kg de la raiz de B. macrocarpa mediante
maceracion (2x) con metanol (MeOH) y se dej6é reposar durante 72 h con el disolvente,
posteriormente se elimind el MeOH utilizando el evaporador rotatorio hasta la reduccién
del volumen minimo para posteriormente dejar secar a temperatura ambiente. El extracto
metanolico crudo seco (BMR-1a) fue sometido a una serie de particiones liquido-liquido
(cuatro procesamientos masivos) con el fin de procesar todo el extracto crudo con
diferentes disolventes organicos de polaridad creciente: hexano (Hx), diclorometano
(CH.CI,) y acetato de etilo (AcOEt).

2.2.4. OBTENCION DE LAS FRACCIONES POR PARTICION

Para la extraccion por polaridad (liquido-liquido), una cantidad (150 g) de extracto crudo
seco se disolvié en MeOH:H,O (1:3) la cual fue puesta en un embudo de separacién,
posteriormente se afiadié el doble del disolvente hexano, la disoluciébn se agit6 a
temperatura ambiente por 5 min y se dejé reposar por una hora, separandose en dos
fases. Posteriormente, este procedimiento se repitié dos veces mas, pero en esta ocasion
a la fase acuosa se le agreg6 Hx en proporcién 1:1. La fraccion hexanica se concentro en
un evaporador rotatorio. Para la obtencion de las fracciones de diclorometano y acetato

de etilo se realizé el mismo procedimiento, obteniéndose al final también una fraccion
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acuosa. Esta metodologia se repitié hasta que todo el extracto crudo seco se procesé por
completo y se obtuvieron las correspondientes fracciones Hx, CH,Cl,, AcOEt y acuosa
(BMR-2a, BMR-2b, BMR-2c y FA, respectivamente).

2.2.5. FRACIONAMIEMTO MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA AL VACIO (CLV)
DE LA FRACCION HEXANICA (BMR-2a)

La cromatografia liquida al vacio (CLV) es una técnica que permite la separacion de
mezclas de compuestos mediante la aplicacion de vacio, ademas de que se puede
procesar mayor cantidad de muestra (Coll y Bowden, 1986; Pelletier et al., 1986).

La fraccion BMR-2a se purificO6 mediante una CLV con los sistemas Hx/CH,Cl, (9:1-4:6) y
Hx/An (9:1-5:5) porque se observd una mejor separacion; las fracciones obtenidas se
agruparon de acuerdo a la similitud de sus compuestos observada por CCD, y se
concentraron en un evaporador rotatorio, obteniéndose 11 fracciones finales asignadas
con los codigos BMR-3a — BMR-3k. Estas fracciones fueron evaluadas en el bioensayo de

citotoxicidad contra la linea celular de cancer cervicouterino (HelLa).

2.2.6. PURIFICACION DE LAS FRACCIONES CON MAYOR ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las fracciones con alta actividad citotoxica fueron sometidas nuevamente a columnas
cromatograficas para su purificacion. Las subfracciones resultantes fueron evaluadas
mediante el bioensayo de citotoxicidad con SRB para determinar aquellas que
presentaron mayor actividad, las cuales se eligieron para seguir trabajando hasta el

aislamiento y purificacién de los compuestos responsables de la actividad.

Las fracciones BMR-3e, BMR-3f, BMR-3g y BMR-3h debido a que mostraron alta
actividad citotoxica se subfraccionaron mediante una cromatografia en columna por
exclusién molecular con Sephadex LH-20, el polimero se dejo reposar en el sistema
Hx/CH,Cl,/MeOH 2:1:1 durante toda la noche, posteriormente se empacé la columna

cromatogréfica.
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2.3. AISLAMIENTO DE COMPUESTOS DE LAS FRACCIONES BMR-3e — BMR-
3h

Las fracciones BMR-3e — BMR-3h que se trabajaron hasta aislar los compuestos se
eligieron con base en tres criterios: que tuvieran mayor porcentaje de mortalidad sobre la
linea cancerigena evaluada, buena cantidad de muestra para procesar y menor
complejidad (de acuerdo a la CCD).

Se realizaron diferentes técnicas cromatograficas para separar y aislar los compuestos; la
metodologia para la obtencion de cada uno de ellos se muestra en la Figura 2.2 (los
compuestos se enumeraron conforme se aislaron). Las subfracciones originadas de la
fraccion primaria BMR-3e no se pudieron seguir trabajando por el poco rendimiento y
complejidad de cada una, sin embargo, un compuesto (BMR-5g1), segun el analisis de un
cromatograma obtenido en el cromatégrafo de gases, se encontraba presente en otra

fraccion primaria (fraccion BMR-3f).

Fraccion Hx
21g
VLC
BMR-3e BMR-3f BMR-3g BMR-3h
Sephadex LH-20 Sephadex LH-20
Sephadex LH-20
BMR-5f Compuesto 1 BMR-6d BMR-6e
BMR-5g1 Columna
Placa preparativa 200 mg flash
Compuesto 8 BMR-7g
Compuesto 5 BMR-7k1
BMR-8f1 24mg
Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 1mg Columna de gravedad
BMR-11a1 BMR-11b1 BMR-11e1 Columna de gravedad
8mg 2mg <1mg |
Compuesto 6 Compuesto 7 40 i
BMR-14a1 BMR-14f1 BMR-10i BMR-10g
<1mg 13mg Columna de Columna de gravedad
gravedad
Compuesto 9 Compuesto 13 Compuesto 14
BMR-10d1 BMR-12a1 BMR-12f1
6mg 16 mg 5mg
Compuesto 10 Compuesto 11 Compuesto 12
BMR-13a1 BMR-13e1 BMR-13j1
3mg 2mg 12 mg

Figura 2.2 Diagrama de la obtencion de compuestos puros de la fraccion
hexanica de la raiz de B. macrocarpa.
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Catorce compuestos fueron aislados, de los cuales cinco de ellos se eligieron por tener la
cantidad adecuada de muestra (mayor de 5 mg) para las evaluaciones citotoxicas y
antiproliferativas en distintas lineas celulares cancerigenas, asi como el analisis
espectroscopico para determinar su estructura molecular. Sin embargo, los compuestos
elegidos tuvieron escasos rendimientos, menores de un 20%, BMR-5g1 (18.9%), BMR-
7k1 (2.4%), BMR-10d1 (0.6%), BMR-11a1 (0.8%) y BMR-14f1 (1.3%). Los compuestos 12
(BMR-13j1) y 13 (BMR-12al) resultaron ser acidos grasos y el compuesto 14 (BMR-12f1)
un triterpeno con una cantidad de muestra insuficiente, razén por la cual se decidié no

someterlos a analisis.

2.3.1. AISLAMIENTO DEL COMPUESTO | (BMR-5g1)

La fraccion primaria BMR-3f (1.06 g) se separ6 mediante una columna por exclusion
molecular con el polimero Sephadex LH-20 utilizando el sistema Hx/CH,Cl,/MeOH (2:1:1),
resultando en un total de once fracciones; de la fraccion siete, marcada como BMR-5¢g se

obtuvo el compuesto nombrado con este mismo codigo.

Compuesto |, BMR-5g1 (3-metoxi-2-metil-5-pentil fenol), aceite color ambar (200 mg), Rs =
0.40 (Hx/CH.Cl,, 4:6), soluble en CH,Cl,. IR vna cm™": 3424, 1590, 1452 y 824. RMN-'H
(400 MHz, CDCly): 6 6.31 (1H, s, H-4), 6.30 (1H, s, H-6), 4.81 (1H, s, OH), 3.81 (3H, s,
OCHg), 2.51 (2H, t, J = 8.0 Hz, 7.8, H-1’), 2.08 (3H, s, CHsPh), 1.59 (2H, m, H-2’), 1.32
(2H, m, H-3" y H-4’), 0.90 (3H, t, J = 6.9, H-5). RMN-'°C: (Tabla 2.3). CG-EM: t, = 7.55
min, m/z 208 ([M]*, 36) 179 (2), 152 (100), 121 (7), 108 (5), 91 (9), 77 (8) y 65 (2). EMAR:
m/z 208.1461 (calculado para Ci3H2002, m/z 208.2998).

2.3.2. AISLAMIENTO DEL COMPUESTO Il (BMR-7K1)

El segundo metabolito se obtuvo de la fraccién primaria BMR-3h (se proces6 1.0 g de
muestra) de la que se separaron 12 fracciones mediante la técnica por exclusion

molecular (Hx/CH,Cl,/MeOH, 2:1:1), la fraccién 11 fue la que contenia el compuesto puro.
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Compuesto Il, BMR-7k1 (3,5-dihidroxi-1-metil-2,2-dimetil-benzociclobutano), compuesto
semisolido viscoso de color café (24 mg), Rs = 0.42 (CH,CI,/An, 9:1), soluble en CH,Cl,. IR
Vmax €M™ 3374, 2927, 2851 y 1615. RMN*H (600 MHz, Pyr-ds): & 6.11 (1H, s, H-4), 5.86
(1H, s, H-6), 2.76 (3H, s, H-1"), 1.96 (3H, s, H-2), 1.04 (1H, m, H-1), 0.74 (3H, d, J = 6.7
Hz, H-3"). RMN-*C (150 MHz, Pyr-ds): 158.1 (C-3), 157.7 (C-5), 139.3 (C-6a), 121.4 (C-
3a), 108.0 (C-6), 102.0 (C-4), 31.7 (C-1), 31.1 (C-2)), 27.6 (C-1"), 22.1 (C-3"), 19.3 (C-2).
CG-EM: t, = 6.21 min, m/z 178 (M]", 64) 163 (100), 135 (12), 115 (11), 94 (9), 91 (12), 77
(11), 69 (10) y 65 (4). EMAR: m/z 178.0984 (calculado para C11H140,, m/z 178.2304).

2.3.3. AISLAMIENTO DEL COMPUESTO Ill (BMR-10d1)

Para el aislamiento de BMR-10d1 se procesoé la fraccion primaria BMR-3h (1.0 g) con
Sephadex LH-20 (Hx/CH,Cl,/MeOH, 2:1:1), resultando en doce fracciones, se realiz6 una
columna por gravedad para la subfraccion BMR-7g (133 mg) con el sistema Hx/AcOEt
(8.5:1.5), resultando en nueve subfracciones, de las cuales en la nimero cuatro asignada

como BMR-10d1 se observ6 una sola mancha.

Compuesto lll, BMR-10d1 [3-metoxi-5-(5’,5-dimetilhexil) fenol], semi-liquido de color
amarillo-café (6 mg), R = 0.39 (Hx/AcOEt, 7:3), soluble en CH,Cl,. IR vmax cm™: 3400,
1613, 1595 y 1158. RMN-'H (400 MHz, CDCl): § 6.31 (1H, s, H-4), 6.26 (1H, s, H-6), 6.23
(1H, s, H-2), 3.76 (3H, s, 3-OCHs), 2.50 (2H, t, J = 8.0 Hz, H-1), 1.58 (2H, ¢, J = 8.0 Hz, H-
2'), 1.28 (2H, m, H-3'), 1.24 (11H, s, H-4’, H-6", H-7’, H-8'). RMN-*C (100 MHz, CDCly): &
160.9 (C-3), 156.7 (C-1), 145.9 (C-5), 108.0 (C-6), 106.8 (C-4), 98.8 (C-2), 55.3 (OCHs),
36.1 (C-1"), 31.2 (C-2'), 31.1 (C-5'), 29.7 (C-6', C-7’ y C-8'), 29.6 (C-4’), 29.4 (C-3’). CG-
EM: t, = 19.72 min., m/z 308 ([M]*+Si, 2), 222 (15), 210 (100), 195 (9) y 73 (18). EMAR:
m/z 236.1780 (calculado para CisH2402, m/z 236.1776).

2.3.4. AISLAMIENTO DEL COMPUESTO IV (BMR-11a1)

La fraccion primaria BMR-3f (1.0 g) se separ6 mediante una columna cromatogréfica con
Sephadex LH-20 (Hx/CH,Cl,/MeOH, 2:1:1). De las once fracciones obtenidas, se purificd

la nimero seis, marcada como BMR-5f en una placa preparativa con 21 mg de muestra,
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utilizando el sistema Hx/AcOEt (9:1), corriéndola dos veces para luego recuperar cada
compuesto, uno de ellos fue el BMR-11al.

Compuesto IV, BMR-11al (1,3,5,6-tetrametoxi-8-metilnaftaleno), semi-sélido anaranjado-
rojizo (8 mg), Ry = 0.42 (Hx/AcOEt, 9:1), soluble en CH,Cl,. IR vma cm™': 2962, 2935, 1620
y 1600. RMN-'H (400 MHz, CDCl,): 8 6.99 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-4), 6.80 (1H, s, H-7), 6.35
(1H, d, J = 2.4 Hz, H-2), 3.95 (3H, s, 6-OCHj3), 3.93 (3H, s, 1-OCHj3), 3.91 (3H, s, 5-OCHj),
3.87 (3H, s, 3-OCHs), 2.79 (3H, s, 8-CH;). RMN-*C (100 MHz, CDCls): & 159.5 (C-3),
158.2 (C-1), 148.3 (C-6), 139.8 (C-5), 132.3 (C-8), 132.2 (C-10), 116.9 (C-9), 114.2 (C-7),
96.7 (C-2), 91.9 (C-4), 60.5 (5-OCHjs), 56.4 (6-OCHj), 55.3 (1-OCHjs), 55.2 (3-OCHjs), 24.9
(Ph-CHs). CG-EM: tr = 12.98 min, m/z 262 ([M]*, 100), 247(100), 219 (94), 204 (100), 189
(17), 161 (24), 115 (19), 77 (9) y 51 (4). EMAR: m/z 262.1211 (calculado para C;s5H150.,
m/z 262.3048).

2.3.5. AISLAMIENTO DEL COMPUESTO V (BMR-14f1)

Se realizdé una columna de exclusién molecular de Sephadex LH-20 (Hx/CH,Cl,/MeOH,
2:1:1) para la fraccion primaria BMR-3g (1.0 g); de esta columna se obtuvieron 10
fracciones. La quinta subfraccion BMR-6e (320 mg) se separdé con una columna de
gravedad con el sistema Hx/AcOEt (7.8:2.2), obteniéndose once subfracciones, de las

cuales en la fraccién seis se tenia el triterpeno BMR-14f1.

Compuesto V, BMR-14f1 (3f3,16a-dihidroxi-protoprimulagenina A), cristales blancos (13
mg), R = 0.32 (Hx/AcOEt, 8:2), soluble en CH,Cl,-MeOH (1:1). IR vma cm™: 3449, 3360,
2964, 2922 y 1232. RMN-'H (600 MHz, Pyr-ds): § 4.23 (1H, s, H-16), 3.64 (1H, d, J = 4.2
Hz, H-28), 3.49 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-3), 3.35 (1H, d, J = 4.3 Hz, H-28), 2.81 (2H, m, H-19),
2.58 (2H, H-15), 2.29 (1H, d, J = 13.5 Hz, H-21), 2.13 (2H, t, J = 10.9, 12.9 Hz, H-22), 1.90
(2H, m, H-2), 1.79 (2H, d, J = 12.9 Hz, H-1), 1.74 (1H, d, J = 14.1 Hz, H-9), 1.64 (2H, t, J =
10.0 Hz, H-7), 1.57 (3H, s, H-27), 1.52 (1H, d, J = 14.2 Hz, H-21), 1.42 (3H, s, H-26), 1.35
(5H, m, H-6, H-11 y H-18), 1.29 (2H, m, H-12), 1.25 (3H, s, H-23), 1.25 (3H, s, H-29), 1.10
(3H, s, H-25), 1.01 (3H, s, H-30), 0.98 (3H, s, H-24), 0.86 (1H, d, J = 11.2 Hz, H-5). RMN-
¥C (150 MHz, Pyr-ds): Tabla 2.7. CG-EM: tr = 25.94 min, m/z 458 ([M]*, 50), 440 (7), 385
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(40), 249 (33), 219 (81), 207 (88), 189 (100), 175 (39), 135 (56), 95 (77) y 55 (71). EMAR:
m/z 458.3753 (calculado para CszoHs003, m/z 458.7232).

2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. EXTRACCION

Como resultado de la extraccion soélido-liquido de la raiz de B. macrocarpa con MeOH se
obtuvieron 661.7 g del extracto crudo seco, el cual fue procesado por completo mediante
una particion liquido-liquido con disolventes de polaridad creciente.

De la fraccion Hx se obtuvieron 21 g, los cuales se subfraccionaron mediante distintas

técnicas de cromatografia en columna.

2.4.2. CARACTERISTICAS DE LA FRACCION HEXANICA

Al analizar la fraccion hexanica en CCD con los sistemas Hx/An (7:3 y 8:2) se observo
una mancha rojiza a luz visible (R = 0.48 y 0.33, respectivamente), caracteristica del

compuesto bonediol (Figura 2.3).

Urpha 3:3

Figura 2.3 Comparacion en CCD corrida en el sistema Hx/An (7:3) de la fraccion
hexanica con el bonediol (Rf = 0.48). Nota: Imagen (derecha) obtenida de Caamal-
Fuentes (2012).

Debido a que se observo la presencia del compuesto bonediol, el cual ya habia sido
aislado en un trabajo anterior (Caamal-Fuentes et al., 201l1a), ademas de otros

metabolitos y que mostro tener actividad citotoxica, se decidié seguir con el estudio de la
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fracciobn hexanica de la raiz de B. macrocarpa. De esta fraccibn se obtuvieron otros
compuestos, los cuales también fueron evaluados en el bioensayo de actividad citotoxica.

2.4.2.1. PURIFICACION DE LA FRACCION HEXANICA

Se realizé una columna liquida al vacio (CLV) con los sistemas Hx/CH,Cl, (9:1-4:6) y
Hx/An (9:1-5:5), porque se observo una mejor separacion de los compuestos asi como el
avance de los mismos al ir incrementando la polaridad. Las fracciones se reunieron en 11
de acuerdo a su perfil en CCD (Tabla 2.1).

Cada fraccién fue posteriormente evaluada para medir su actividad citotoxica en la linea

celular de cancer cervicouterino Hela.

Tabla 2.1 Fracciones obtenidas mediante la técnica VLC de la
fraccion hexanica de B. macrocarpa.

Caddigo Cantidad (g) Rendimiento (%)
BMR-3a 0.057 0.27
BMR-3b 0.052 0.24
BMR-3c 0.288 1.37
BMR-3d 1.390 6.60
BMR-3e 0.422 2.00
BMR-3f 1.060 5.00
BMR-3g 7.603 36.20
BMR-3h 3.350 15.90
BMR-3i 2.671 12.70
BMR-3j 2.948 14.00
BMR-3k 0.107 0.50

2.4.2.2. PURIFICACION DE LAS FRACCIONES ACTIVAS

Las fracciones con mayor actividad citotéxica fueron BMR-3e, BMR-3f, BMR-3g y BMR-3h
(Capitulo Ill, seccion 3.3.1, Tabla 3.1), las cuales se eligieron para seguir trabajando y

subfraccionando hasta el aislamiento de compuestos.
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Cuando se compararon las fracciones con la técnica de CCD, en la fraccion BMR-3g se
observo la mancha caracteristica del compuesto bonediol (Figura 2.4).

— e

Hx e f g h

Figura 2.4 CCD de las fracciones con alta actividad comparadas con la
fraccion hexanica en el sistema Hx/An (8:2). El compuesto bonediol se
observa en la banda marcada con la letra g correspondiente a la fraccién
BMR-3g.

Las cuatro fracciones se procesaron por medio de una columna cromatografica de
exclusibn molecular Sephadex LH-20 y se reunieron de acuerdo a su semejanza
observada en CCD.

Se obtuvieron 11 subfracciones de BMR-3e como resultado de procesar 0.390 g de
muestra; de BMR-3f se procesé 1.06 g y se reunieron en 11 subfracciones; 10
subfracciones se colectaron de BMR-3g (1 g de muestra); y por ultimo de BMR-3h (1 g de
muestra) se obtuvieron 12 subfracciones, un total de 44 subfracciones. En la Tabla 2.2 se

especifica el codigo asignado, la cantidad en mg y el rendimiento de cada una.

Tabla 2.2 Cantidad obtenida de las 44 subfracciones de las cuatro fracciones
originales con mayor actividad citotoxica de la fracciéon hexanica.
BMR-3e BMR-3f BMR-3g

Subfraccibn mg %  Subfracc. mg %  Subfracc. mg

BMR-3h
% | Subfraccibn mg %

5 1.3 .8 | BMR-6a 5 0.5 | BMR-7a 152 15.2

BMR-4b 10 2.6 | BMR-5b 106 10.0 | BMR-6b 64 6.4 | BMR-7b 123 123
BMR-4c 189 48.5 | BMR-5¢ 91 8.6 | BMR-6c 216 21.6 | BMR-7c 19 1.9
BMR-4d 17 4.4 | BMR-5d 8 0.8 | BMR-6d 213 21.3 | BMR-7d 50 5.0
BMR-4e 4 1.0 | BMR-5e 47 44 | BMR-6e 435 435 | BMR-7e 145 145
BMR-4f 6 1.5 | BMR-5f 25 2.4 | BMR-6f 266 26.6 | BMR-7f 103 10.3
BMR-4g 139 35.6 | BMR-5¢g 30 2.8 | BMR-6g 39 3.9 | BMR-7g 133 13.3
BMR-4h 34 8.7 | BMR-5h 74 7.0 | BMR-6h 11 1.1 | BMR-7h 129 129
BMR-4i 8 2.1 | BMR-5i 15 1.4 | BMR-6i 15 1.5 | BMR-7i 12 1.2
BMR-4j 1 0.3 | BMR-5j 8 0.8 | BMR-6j 21 2.1 | BMR-7j 44 4.4
BMR-4k 5 1.3 | BMR-5k 6 0.6 BMR-7k 24 2.4
BMR-7L 55 5.5

31



Capitulo Il

En las subfracciones BMR-6e y BMR-6f (provenientes de la fraccion BMR-3g) se observa
la mancha rojiza a luz visible caracteristica del bonediol (Figura 2.5).

Wx7Rn
¥:3

6f

Figura 2.5 Subfracciones en donde se observa el bonediol, sistema Hx/An (7:3) (R¢ = 0.48).

2.4.3. IDENTIFICACION DEL COMPUESTO | (BMR-5g1)

Para evitar el aislamiento de compuestos ya conocidos, las fracciones se compararon con
diversas referencias disponibles en el laboratorio. Las referencias que se utilizaron fueron:
lupeol, epi-lupeol, B-sitosterol, mezcla de a- y B-amirina, betulina, friedelina, acido ursolico

y esmilagenina.

Del compuesto |, BMR-5g1 (inestable, Figura 2.6), se obtuvieron 200 mg con un aspecto
aceitoso de color ambar soluble en diclorometano (CH.Cl,). Al compararlo con las
diferentes referencias no fue semejante a ninguna. En placa se observa bajo luz UV de
longitud de onda corta (A = 254 nm), y en placa revelada con 6leum se observa de color

rosa.

En el espectro de masas (Figura 2.7) muestra un ion molecular [M]* de 208 m/z, una
sefial de 77 m/z que es caracteristica del grupo fenilo, una sefial de 91 m/z perteneciente
al ion tropilio, ademas de una seflal a 108 m/z que sugiere un fragmento
hidroximetilbenceno y pérdidas de grupos metoxilo (M-31) y etilo (M-29). En el espectro
de IR (Figura 2.8) se detectd una banda ancha a 3424 cm™ caracteristica de un grupo
hidroxilo, bandas a 1590 indicativas de enlaces sp? conjugados (v c=c) y a 824 cm™
sugerente de la presencia de un anillo de benceno, corroborando lo observado en el

espectro de masas, ademas de una sefial a 1452 cm™ que aparece por los enlaces
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sencillos sp® (v c.n). En el espectro de RMN-'H (Figura 2.9) se confirma la presencia de
protones aromaticos, observando dos sefiales simples (8 6.30 y 6.31), en RMN-'*C
(Figura 2.10) se corroboran los seis carbonos sp?del anillo de benceno (5 100-150) y seis
sefiales correspondientes a carbonos sp® (5 <50), una de ellas pertenece a un grupo
metilo unido a un fenilo la cual se distingue en el espectro de proton apareciendo como
una sefial simple (8 2.08), se observa ademas una sefial perteneciente a un grupo
metoxilo (64 3.81 y d¢c 55.6). En el experimento DEPT-135 se observaron tres sefiales de

metilos (CHz3), dos metinos (CH) y cuatro grupos metilenos (CHy).

Los datos espectroscOpicos concuerdan con lo reportado por Chang et al. (2011) para el
compuesto conocido como 3-metoxi-2-metil-5-pentil fenol (Figura 2.6 y Tabla 2.3), un

compuesto analogo del resorcinol aislado de la raiz de Ardisia cornudentata.

03 >

1
OH

Figura 2.6 Compuesto 3-metoxi-2-metil-5-pentilfenol (BMR-5g1, compuesto |).
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Figura 2.7 Espectro de masas (baja resolucién, CG-EM) y CCD del compuesto BMR-
591 revelada con acido fosfomolibdico.
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Figura 2.8 Espectro de IR del compuesto BMR-5g1.
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Figura 2.9 Espectro de RMN-'H del compuesto BMR-5g1 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 2.10 Estructura y espectro de RMN-"*C del compuesto BMR-5g1 (CDCls, 100 MHz).
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Tabla 2.3 Comparacion de las sefiales de RMN obtenidas del compuesto
BMR-5g1 y el 3-metoxi-2-metil-5-pentilfenol.
3-metoxi-2-metil-5-pentilfenol® Compuesto BMR-5g1°

Posicion 5 H (J) 5 8¢ 5H (J) 53¢
1C - 154.1 - 154.1
2C - 109.1 - 109.1
3C - 158.4 - 158.4
4 CH 6.31 (1H, s) 103.4 6.31 (1H, s) 103.4
5C - 141.8 - 141.8
6 CH 6.32 (1H, s) 108.0 6.30 (1H, s) 108.0
1’ CH, 2.52 (2H, t, 7.8) 36.0 2.51 (2H, t, 8.0, 7.8) 36.0
2’ CH, 1.60 (2H, m) 31.5 1.59 (2H, m) 311
3’ CH, 1.33 (2H, m) 31.1 1.32 (2H, m) 315
4’ CH, 1.33 (2H, m) 22.5 1.32 (2H, m) 22.5
5’ CH; 0.89 (3H, t, 7.0) 14.0 0.90 (3H, t, 6.9) 14.0
4 OCHgs 3.82 (3H, s) 55.6 3.81 (3H, s) 55.6
2 CHs-Ph  2.09 (3H, s) 7.7 2.08 (3H, s) 7.7
1 OH - - 4.81 (s) -

Entre paréntesis se especifica la multiplicidad: s = singulete, t = triplete, m =
multiplete y la constante de acoplamiento en Hz (J).

% Sefales por Chang et al. (2011).

® Sefiales obtenidas en CDCl; corridas a 400 MHz y 100 MHz, respectivamente.
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2.4.4. IDENTIFICACION DEL COMPUESTO Il (BMR-7k1)

El compuesto I, BMR-7k1, es un compuesto nuevo, no existen reportes en la literatura,
tiene un aspecto semisolido viscoso color café, se obtuvieron 24 mg, es soluble en
CH,Cl,. No se observa en luz UV y se observa en CCD revelada con 6leum de un color
salmén (rosa-anaranjado), R = 0.42 en CH,Cl,/An (9:1).

El espectro de masas (Figura 2.11) mostré un ion molecular de 178 m/z, con una sefial
caracteristica del grupo fenilo (77 m/z) y ion tropilio (91 m/z); los compuestos fendlicos
(radical fendlico, 94 m/z) tienden a reducir su anillo en uno de cinco miembros (65 m/z)
sefiales que también se observan en el espectro, con escision del grupo etileno (M-28)
y del grupo metilo (M-15). El espectro de IR (Figura 2.12) confirma la presencia del
grupo hidroxilo, observandose una banda ancha a 3374 cm™, una banda en la region
de la huella dactilar a 829 cm™ que aparece en hidrocarburos aromaticos (v ag.+) Y
enlaces sp? a 1615 cm™ (v c=c). En el estudio de RMN-'H (Figura 2.13) se observa un
par de sefales simples caracteristicas de protones arométicos (6 6.11 y 5.86) y el
espectro de RMN-*C (Figura 2.14) muestra once carbonos, seis sefiales con
desplazamientos mayores de 100 ppm correspondientes a los seis carbonos del anillo
de benceno (6 158.1, 157.7, 139.3, 121.4, 108.0, 102.0) y cinco sefales pertenecientes
a enlaces sencillos sp3 (631.7,31.1, 27.6, 22.1, 19.3).

Por los datos espectroscOpicos y espectrométricos obtenidos se sugiere que el
compuesto BMR-7k1 es el 3,5-dihidroxi-1-metil-2,2-dimetil-benzociclobutano (Figura
2.14). La estructura propuesta sugiere un metabolito que pertenece a un grupo de
compuestos comunmente conocidos como benzociclobutenos (ciclobutabencenos,
ciclobutarenos, etc.) que se caracterizan por su estabilidad termodindmica y valiosas
estructuras intermediarias en bloques de construccion en sintesis organica,
principalmente en la formacion de productos policiclicos como alcaloides, esteroides,

antraciclinas, por mencionar algunos (Mehta y Kotha, 2001).
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Figura 2.11 Espectro de masas (baja resolucién, CG-EM) y CCD del compuesto

BMR-7k1 revelada con acido fosfomolibdico.
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Figura 2.12 Espectro de IR del compuesto BMR-7k1.
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Figura 2.13 Espectro de RMN-'H del compuesto BMR-7k1 (Pyr-ds, 600 MHz).
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Figura 2.14 Estructura y espectro de RMN-"*C del compuesto BMR-7k1 (Pyr-ds, 150 MHz).
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2.4.5. IDENTIFICACION DEL COMPUESTO Il (BMR-10d1)

Para el compuesto Ill, BMR-10d1 (Figura 2.15), no existen datos reportados en la
literatura. Tiene un aspecto semi-liquido de color amarillo-café, se aislé 6 mg y es soluble
en CH,CIl,. En placa se observa en UV de onda corta (A = 254 nm) y revelada con 6leum
se percibe de color rosa (Rf = 0.39, Hx/AcOEt, 7:3). Se determind la pureza del compuesto
en CG por medio de su derivado sililado, obteniéndose un sola sefial con t, = 19.72 min.
Por espectrometria de masas se obtuvo un ion molecular de m/z 308 del compuesto
sililado (sefial de 73 m/z caracteristico del grupo tetrametilsililo). La banda ancha del IR
(Figura 2.16) a 3400 cm™ muestra la presencia de grupos hidroxilo (v o) y de anillo
aromatico con las bandas a 1613 y 1595 cm (v c-¢), asi como la presencia de enlaces C-
O por una banda a 1158 cm™ (v co Y v c.c). Se confirma lo anterior con los espectros de
RMN-'H (Figura 2.17) y RMN-*C (Figura 2.18) en los cuales se evidencia también un
anillo aromético; en el espectro de protdn aparecen tres singuletes (8 6.23, 6.26, 6.31)
correspondientes a los tres protones del benceno y sugerentes de un anillo tri-sustituido,
aunado al experimento de RMN-'?C donde se observan sefiales indicativas de
sustituyentes de un grupo metoxilo, hidroxilo y una cadena lateral directamente enlazadas
al anillo aromético (6 160.9, 156.7, 145.9, respectivamente), una sefial perteneciente a los
protones del metoxilo (5 3.76), lo cual se corrobora con una sefal a 6 55.3 en el espectro
de carbono, ademas de otras siete sefiales (6 <50); sin embargo, una de estas sefales de
carbono integra para dos carbonos, siendo ocho atomos de carbono los que conforman la
cadena lateral. De acuerdo con el ion molecular observado en EMAR de m/z 236.1780, su
formula molecular es C15H2405.

La informacion de los desplazamientos obtenidos en cada experimento de resonancia
magnética y la correlacion nuclear entre sus atomos se encuentra detallado en la Tabla

2.4.

Figura 2.15 Compuesto 3-metoxi-5-(5’,5’-dimetilhexil) fenol (compuesto Ill, BMR-10d1).
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Figura 2.17 Espectro de RMN-"H del compuesto BMR-10d1 (CDCls, 400 MHz). c-7cscec4
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Figura 2.18 Estructura y espectro de RMN-'*C del compuesto BMR-10d1 (CDCls, 100 MHz).
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Tabla 2.4 Datos espectroscopicos de RMN del compuesto BMR-10d1.
8 'H (J)

Posicion Multiplicidad

e

1 C

2 CH
3 C

4 CH
5 C

6 CH
1 CH,
2’ CH,
3 CH,
4 CH,
5 C
6’ CHs
r CHs
8 CHs
OCHjs OCHjs

OH

6.23 (s, 1H)

6.31 (s, 1H)
6.26 (s, 1H)
2.50 (t, 2H, 8.0)
1.58 (g, 2H, 8.0)
1.28 (m, 2H)
1.24 (2H)

1.24 (s, 9H)

3.76 (s, 3H)

156.7
98.8
160.9
106.8
145.9
108.0
36.1
31.2
29.4
29.6
311
29.7
29.7
29.7
55.3

C-1
C-3, C-2

C-5

C-2, C-6, C-1

C-4, C-1
C-4,C-3

2.4.6. IDENTIFICACION DEL COMPUESTO IV (BMR-11a1)

El compuesto IV, BMR-11al (Figura 2.19) es un compuesto nuevo y se obtuvo con una

consistencia semi-sélida de color anaranjado-rojizo (8 mg), soluble en CH,Cl,. En placa

revelada con 6leum se observa de color amarillo [Ry = 0.42, HX/AcOEt (9:1), R = 0.51,

Hx/CH,CI, (2:8)], visualizado bajo luz UV presenta un color rosa intenso a longitud de

onda corta (254 nm) y cuando se revela con el 4cido fosfomolibdico se observa verde con

un halo amarillo.

En la Figura 2.20 se muestra el compuesto BMR-11al comparado con epi-lupeol, sin

embargo, aunque poseen un Ry idéntico, las caracteristicas observadas del compuesto

aislado difieren del compuesto epi-lupeol.
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Figura 2.19 Compuesto 1,3,5,6-tetrametoxi-8-metil-naftaleno (BMR-11al, compuesto V).

Hx/AcOEt (9:1)

lla epi-L
Figura 2.20 Comparacién en CCD del compuesto BMR-11al y epi-lupeol.

El analisis del espectro de masas (Figura 2.21) reportdé un ion molecular de 262 m/z,
sugerente de un PM = 262 g/mol, lo que confirma que se trata de un compuesto distinto al
epi-lupeol que tiene un PM = 426.7174 g/mol (PubChem, Open Chemistry Data Base); se
observa una sefial de 77 m/z y 51 m/z caracteristicas del radical fenilo y la reduccién del
mismo en un anillo de cuatro miembros al perder dos carbonos, con pérdidas de metilos
(M-15) y grupos etilenos (M-28). El espectro de IR (Figura 2.22) revela la ausencia de
grupos hidroxilo en la molécula, pero confirma la presencia de dobles enlaces con las
bandas de 1620 y 1600 cm™ (v c-c). En el espectro de RMN-'H (Figura 2.23) aparecen
tres sefiales de protones aromaticos, un singulete a 6 6.80 (1H, s) y dos dobletes en
posicion meta 6 6.35 (1H, d, J = 2.4 Hz) y 6 6.99 (1H, d, J = 2.4 Hz), ademas se observan
cuatro sefiales simples correspondientes a cuatro grupos metoxilo (6 3.87, 3.91, 3.93 y
3.95) y un singulete a & 2.79 caracteristico de un grupo metilo enlazado a un anillo de

benceno.
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El espectro de RMN-*C (Figura 2.24) muestra quince carbonos, diez aparecen en la
region de Cspz, Sugerente de que la molécula se trata de un anillo de naftaleno, cuatro
sefiales en la regién de carbonos pertenecientes a grupos metoxilo (6 60.5, 56.4, 55.3,
55.2) y una sefial de un carbono sp® (8§ 24.9); el experimento DEPT-135 no muestra
ningun grupo metileno (CHy), y junto con el experimento DEPT-90 se observa un total de
ocho sefiales correspondientes a tres metinos (CH) y cinco metilos (CH3), determinando

gue se trata de un anillo de naftaleno penta-sustituido.
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Figura 2.21 Espectro de masas (CG-EM) del compuesto BMR-11al.
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Figura 2.22 Espectro de IR del compuesto BMR-11al.
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Figura 2.23 Espectro de RMN-'H del compuesto BMR-11al (CDCls, 400 MHz).
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Figura 2.24 Estructura y espectro de RMN-"C del compuesto BMR-11al (CDCl3, 100 MHz).

El espectro de HMBC muestra correlacion a dos y tres enlaces de distancia de los tres
protones aromaticos y de los cuatro grupos metoxilo, asi como del metilo (Tabla 2.5); una
ampliacion del espectro se observa en la Figura 2.25 (algunas correlaciones no se

muestran en esta figura).

Tabla 2.5 Datos espectroscopicos de HMBC del compuesto BMR-11al.

Paosicion HMBC
“J °J
‘H4  C-2,C5C9
H-7 C-6, C-8 C-5, C-9
H-2 C-1 C-4,C-9
1-OCH; C-1
3-OCH; C-3
6-OCH; C-6
5-OCH; C-5
8-CH3 C-8 C-7,C-9
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Figura 2.25 Ampliacion del espectro de HMBC del compuesto BMR-11al.

Se analizaron con la literatura diferentes distribuciones en las que se podrian encontrar
los sustituyentes en el anillo de naftaleno, de acuerdo a los desplazamientos presentes en
nuestra molécula. EI compuesto 1,3,6,7-tetrametoxi-naftaleno reportado por Dickstein et
al. (2013) presenta ciertas similitudes, en el cual uno de los anillos del naftaleno posee
dos carbonos con desplazamientos menores de 100 ppm, con protones en posicion meta
como en nuestro compuesto, sin embargo, la otra parte del anillo presenta algunas
semejanzas con el 5,6,8 trimetoxi-3-metil-naftol aislado por Matsushita et al. (2010); con
esta informacion y con la ayuda del programa ChemDraw, que permite dibujar las
estructuras de compuestos quimicos (ChemDraw Ultra 7.0), proporcionando una
estimacion probable de los desplazamientos esperados en la molécula, se concluye que
el compuesto BMR-11al es el 1,3,5,6-tetrametoxi-8-metil-naftaleno (Figura 2.19).

El cotejo de los datos espectroscopicos de RMN-'*C del compuesto BMR-11al con

diferentes compuestos es especificado en la Tabla 2.6 y Figura 2.26.

48



Capitulo Il

Tabla 2.6 Comparacion de los datos espectroscopicos de
RMN-"*C del compuesto BMR-11al con compuestos similares.

8 °C

Carbonos Compuesto A® Compuesto B® BMR-11al°
1 157.3 - 158.2
2 97.7 - 96.7
3 155.7 - 159.5
4 96.1 - 91.9
5 - 137.3 139.8
6 147.4 148.1 148.3
7 - 94.4 114.2
8 130.8 - 132.3
9 116.1 - 116.9
10 - 131.7 132.2
1-OCHg3 55.6 - 55.3
3-OCHg3 55.0 - 55.2
5-OCH3 - 60.9 60.5
6-OCH3 56.0 57.3 56.4
CH3 - 22.0 24.9
OH - *154.3 -

*150.4 *153.0

*105.9 *137.3

*101.9 *111.6

*55.9 *110.7

*109.5
*56.3

% Sefiales del compuesto A (1,3,6,7-tetrametoxi-naftaleno,
CDCls, 125 MHz). Dickstein et al. (2013).

® Sefales del compuesto B (5,6,8-trimetoxi-3-metil-naftol,
CDCl3, 100 MHz). Matsushita et al. (2010).

¢ Sefiales del compuesto BMR-11a1 (1,3,5,6-tetrametoxi-8-
metil-naftaleno, CDCl3z, 100 MHz).

* Sefial que no coincide.
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Compuesto A Compuesto B Compuesto BMR-11al

1,3,6,7-tetrametoxi-naftaleno 5,6,8-trimetoxi-3-metil-naftol 1,3,5,6-tetrametoxi-8-metil-naftaleno
Dickstein et al. (2013) Matsushita et al. (2010)

Figura 2.26 Comparacion de los compuestos A y B con BMR-11al (compuesto V).

2.4.7. IDENTIFICACION DEL COMPUESTO V (BMR-14f1)

Del compuesto V, BMR-14f1 (Figura 2.27), se obtuvieron 13 mg en forma de cristales de
agujas blancas, soluble en CH,Cl,/MeOH (1:1); en placa no es visible bajo luz UV y
revelada con 6leum se observa de un color morado [R; = 0.32, HX/AcOEt (8:2)]. El analisis
espectrométrico de alta resolucion en HPLC-EM revelé un triterpeno con férmula
molecular de C3oHs00s3; el estudio de espectrometria de masas de baja resolucion en CG-
EM (Figura 2.28) muestra un ion molecular de 458 m/z, una sefial a 440 m/z, indicativo
que ocurri6 una pérdida de agua (M-18), una sefial de 249 m/z [CisH2502]" que
corresponde a un fragmento comun en triterpenos de tipo oleanano con grupos hidroxilo
en el anillo D/E, ademas de una sefial a 207 m/z [C14H,;0]" que sugiere la presencia del
grupo OH en el anillo A/B y un pico base de 189 m/z [Cy4H.1]". El espectro de infrarrojo
(Figura 2.29) denota la presencia de grupos hidroxilo por la banda ancha entre 3449-3360
cm™ (v o.4) Y enlaces sencillos unidos a oxigeno debido a la banda a 1232 cm™ (v c.0). En
el espectro de RMN-'H (Figura 2.30) se aprecian los singuletes de cada grupo metilo (&
<2), asi como la ausencia de protones vinilicos en la molécula y la presencia de protones
de base de alcohol (H-3 y H-16). El espectro de RMN-*C (Figura 2.31, Tabla 2.7)
confirma 30 carbonos pertenecientes a enlaces sencillos (Csps, 8 <100) con siete carbonos
cuaternarios. Los experimentos espectroscépicos DEPT-90 y DEPT-135 muestran un total

de cinco grupos metinos (CH), once metilenos (CH,) y siete grupos metilo (CHs).
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De acuerdo a lo reportado en la literatura el triterpeno aislado corresponde al 33,160-
dihidroxi-protoprimulagenina A (Figura 2.27, Tabla 2.7), un sapogenol aislado de la raiz de
Primula sieboldi (Kitagawa et al., 1976). Recientemente este triterpeno se ha encontrado
formando parte de una sakuraso-saponina, compuesto aislado de Jacquinia flammea,
especie ahora denominada Bonellia flammea (Sanchez-Medina et al., 2009).

El triterpeno aislado consiste en un esqueleto pentaciclico de tipo oleanano con un puente
epodxido entre el C-13 y C-28 (Figura 2.27).

Figura 2.27 Estructura de 3f3,16a-dihidroxi-protoprimulagenina A (BMR-14f1, compuesto V).
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Figura 2.28 Espectro de masas (CG-EM) del compuesto BMR-14f1.
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Figura 2.29 Espectro de IR del compuesto BMR-14f1.
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Figura 2.30 Espectro de RMN-"H y estructura del compuesto BMR-14f1
(CDCl3, 600 MHz, se indican los protones caracteristicos).
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Figura 2.31 Espectro de RMN-'*C del compuesto BMR-14f1 (CDCl;, 150 MHz, se
indican los carbonos caracteristicos).

El cotejo de los desplazamientos obtenidos para cada carbono entre los compuestos
BMR-14f1 (compuesto V) y 3[3,6a-dihidroxi-protoprimulagenina A, como el tipo de carbono

al cual pertenecen, se especifican en la Tabla 2.7.
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Tabla 2.7 Comparacién de las sefiales de RMN-"C obtenidas del compuesto
BMR-14f1 y el compuesto 33
Multiplicidad

Carbono

30

CH;
CH;
CH
C
CH
CH;
CH;
C
CH
C
CH;
CH;
C

C
CH;
CH
C
CH
CH;
C
CH;
CH;
CHs;
CHs;
CHs;
CHs;
CHs;
CH;
CHs;
CHs

,160-dihidroxi-
Protoprimulagenina A*

39.6
28.4
78.1
39.6
55.8
18.3
31.9
42.6
50.7
37.3
19.3
34.6
86.5
447
37.0
77.2
447
51.6
39.1
31.9
36.9
33.0
28.7
16.6
16.4
18.7
19.6
78.0
33.8
24.8

protoprimulagenina A.
BMR-14f1°

39.9
28.8
78.5
40.0
56.1
18.7
32.3
42.9
52.0
37.7
19.7
34.9
86.9
45.0
37.2
77.6
45.1
51.1
39.4
32.3
37.4
33.3
29.1
17.0
16.8
19.1
20.0
78.4
34.2
25.2

®Sefiales por Kohda et al. (1989). Pyr-ds a 100 MHz.
®Sefiales de RMN-"C obtenido en Pyr-ds a 150 MHz.

Se determiné la estructura molecular de cinco compuestos de la raiz de la especie B.

macrocarpa, de los cuales dos compuestos, BMR-5g1 (compuesto ) y BMR-14f1

(compuesto V) son nuevos en la especie, sin embargo, son considerados conocidos

porque existen reportes de estos compuestos en otras especies dentro del género

Bonellia o en otros géneros. Los compuestos BMR-7kl (compuesto 1), BMR-10d1

(compuesto Ill) y BMR-11al (compuesto IV) son considerados nuevos (no conocidos), ya

gue no existen reportes en la literatura sobre estos metabolitos.
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Los compuestos BMR-5g1 (compuesto ) y BMR-10d1 (compuesto IlI) son
estructuralmente semejantes al compuesto bonediol (Figura 2.32). Estos compuestos
pertenecen al grupo de los alquilbencenos, especificamente son lipidos fendlicos, se
caracterizan por tener una cadena lateral hidrocarbonada unida a un nucleo aromético
gue puede ser un fenol, catecol, resorcinol o hidroquinona; el compuesto bonediol es
derivado del grupo catecol (orto-dihidroxibenceno), mientras que los otros compuestos se
derivan del grupo resorcinol (meta-dihidroxibenceno). Los lipidos fendlicos poseen un
caracter anfifilico o anfipatico, es decir, presentan una doble afinidad polar-no polar,
generando un amplio interés en la quimica industrial, farmacéutica, ciencias agricolas,

nutricionales y biomédicas (Stasiuk y Kozubek, 2010).

Bonediol BMR-5g1 BMR-10d1

Caamal-Fuentes et al. (2011) 3-metoxi-2-metil-5-pentil-fenol 3-metoxi-5-(5’,5’-dimetilhexil) fenol

OH
Figura 2.32 Comparacién de los compuestos semejantes al bonediol.

En el capitulo siguiente se abordara el efecto citotdéxico y antiproliferativo que poseen los
compuestos aislados y las diferencias con bonediol (compuesto reportado de B.
macrocarpa en un trabajo anterior) en las diferentes lineas celulares, ademéas de la
posible relacién estructura-actividad y la actividad biolégica encontrada para los

compuestos conocidos.
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CAPITULO IIl. EVALUACION DEL POTENCIAL ANTICANCERIGENO DE LA
FRACCION HEXANICA Y COMPUESTOS PUROS DE BONELLIA
MACROCARPA

3.1. INTRODUCCION

El cancer ocupa el quinto lugar entre las enfermedades responsables de defunciones en
el mundo segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), México se encuentra en el
tercer lugar y a nivel estatal ocupa el segundo lugar (INEGI, 2014; OMS, 2013; Unién
Yucatan, 2012), por lo tanto, el cancer representa una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. Distintas terapias son empleadas para combatir esta enfermedad,
entre las que se encuentra la quimioterapia; desafortunadamente el tratamiento
farmacologico (quimioterapia) en muchas ocasiones resulta ser ineficaz, debido a la
resistencia de las células tumorales; la incapacidad del farmaco de permanecer en su
forma activa dentro de la célula, la localizacion del tumor o el desarrollo de diversos
mecanismos para proteger a la poblacion de células malignas pueden ser algunas otras
causas probables de la falla de la terapia farmacologica (Stavrovskaya, 2000); por eso es
necesaria la busqueda de compuestos con potencial anticancerigeno que puedan servir

para el desarrollo de un nuevo farmaco y ser utilizado como terapia eficiente.

Es conocido que diversos compuestos antineoplasicos han sido aislados de plantas. Mas
de 3,000 plantas alrededor del mundo han sido reportadas con propiedades
anticancerigenas, es decir, son utilizadas para tratar sintomas sugerentes de cancer y
diversos estudios cientificos revelan un efecto citotoxico de diferentes especies vegetales
contra distintas lineas de células cancerigenas (Fadeyi et al., 2013; Shahneh et al., 2013;
Ismail et al., 2012; Alonso et al., 2011; Caamal-Fuentes et al., 2011b; Bayor et al., 2007),
representando una fuente principal para la obtencibn de nuevos compuestos. La
peninsula de Yucatan contiene una amplia diversidad de especies vegetales; el 30% de
las 2,500 plantas estimadas para la peninsula posee un uso medicinal, destacando como
el estado de la peninsula con mayor riqueza de plantas medicinales (Méndez-Gonzélez et
al., 2012). Diversas especies de la peninsula de Yucatan han sido estudiadas,

demostrando que muchas de ellas poseen actividad anticancerigena, entre las que

57



Capitulo Il

destaca la especie Bonellia macrocarpa (Caamal-Fuentes et al., 2011b), por lo cual es
necesario ampliar estos estudios para llegar al aislamiento de moléculas con potencial
efecto citotdxico sobre las células de cancer.

Una de las maneras para analizar el potencial anticancerigeno es mediante el cultivo
celular in vitro, un conjunto de técnicas que permite el mantenimiento celular in vitro,
conservando sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas, lo cual hace posible la

evaluacion de compuestos en diferentes lineas celulares.

El estudio in vitro sirvi6 como guia para conocer las fracciones con mayor actividad y
poder aislar los metabolitos secundarios responsables de esa actividad; el presente

trabajo refuerza la capacidad citotoxica de la raiz de la especie B. macrocarpa.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. EVALUACION ANTICANCERIGENA

El presente trabajo es un estudio biodirigido, el extracto metandlico y las diferentes
fracciones fueron evaluadas para conocer la actividad citotoxica contra la linea celular de

cancer cervicouterino (HelLa).

Las fracciones obtenidas de la particibn hexanica fueron nuevamente evaluadas, se
seleccionaron aquellas con alta actividad citotoxica para seguir purificando y nuevamente
monitorear cuales fracciones presentaron actividad, hasta aislar los metabolitos puros, a
los cuales se les evalud su efecto citotoxico y antiproliferativo en cuatro lineas celulares

cancerigenas humanas (SiHa, HeLa, MCF-7 y DU-145) y una linea celular normal (Vero)

3.2.2. LINEAS CELULARES DE CANCER

Para conocer el efecto citotoxico y/o antiproliferativo de los metabolitos es necesario
disponer de un grupo de células que representan los diversos tumores; para ello, se han

elegido distintas lineas celulares de cancer disponibles en el laboratorio, las cuales se han
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seleccionado por pertenecer dentro del grupo de lineas cancerigenas en las cuales el
género Bonellia ha mostrado actividad citotéxica y/o encontrarse dentro de los tipos de

cancer con mayor frecuencia.

El grupo de lineas celulares que fueron cultivadas son: adenocarcinoma de cérvix (HelLa),
carcinoma de células escamosas de cérvix (SiHa), adenocarcinoma de mama (MCF-7),
adenocarcinoma de prostata (DU-145) y una linea celular normal de rifidn de mono verde
(Vero). Las células fueron cultivadas en frascos de cultivo con el medio Eagle modificado
de Dulbeco (DMEM). Este medio de cultivo es una modificacion del medio basal Medium
Eagle (BME) y contiene una mayor concentracion de aminoacidos y vitaminas, lo cual lo
hace adecuado para el crecimiento celular. Se agregé 10% de suero fetal bovino con una
disolucién de antibitticos, a una concentracion de 10,000 U de penicilina, para evitar el
crecimiento de bacterias Gram-positivas, y 10 mg/mL de estreptomicina para evitar el
crecimiento de las bacterias Gram-negativas, ademas de agregarle anfotericina B como
antifingico a una concentracion de 2.5 mg/mL. Las lineas celulares se mantuvieron
incubadas (Nuaire CO, water-jacketed incubator) en una atmésfera de 5% de CO,, 95%

de humedad, a una temperatura de 37 °C.

3.2.3. BIOENSAYO DE SULFORODAMINA B (SRB)

Esta es una prueba colorimétrica de punto final que se fundamenta en la habilidad del
colorante sulforodamina B (SRB) (rosa brillante) de unirse electrostaticamente a los
residuos de aminoacidos de las proteinas. Determina la proliferacion celular mediante la
relacion indirecta entre el nimero de células y la concentraciébn de proteinas totales
(Voigt, 2005). Esta prueba nos permite evaluar la actividad citotbxica mediante la
medicidon indirecta del numero de células muertas debido al extracto, fracciébn o
compuesto evaluado o puede evaluarse la actividad antiproliferativa cuando el extracto,

fracciéon o compuesto evaluado impide la reproduccion celular.

Cada evaluacion se realizo por triplicado con el objetivo de verificar su reproducibilidad.
Los bioensayos se efectuaron bajo la supervision de la Dra. Rosa Esther Moo Puc de la

Unidad de Investigacion Médica de Yucatan del IMSS.
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3.2.4. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ANTIPROLIFERATIVA Y
CITOTOXICA

El bioensayo de sulforodamina (SRB) nos permite evaluar la actividad citotoxica y
antiproliferativa, la diferencia radica en dos puntos importantes: el porcentaje de
confluencia celular necesaria y la adicibn o no de suero fetal bovino (SFB), lo que
dependera del tipo de bioensayo que se desea efectuar, es decir, si las células teniendo el
requerimiento necesario para proliferar no logran hacerlo cuando se agrega el compuesto,

entonces podemaos concluir que posee un efecto antiproliferativo.

La linea celular con 100% de confluencia (en la caja de cultivo celular F,s) se tratdé con
disolucién de tripsina por 5 minutos en una atmésfera de 5% de CO,y en una canaleta se
agregd la suspension celular con SFB al 10% (sin distincibn para un ensayo
antiproliferativo y citotoxico, ya que lo que se pretende en este paso es ayudar al
crecimiento celular en la placa), luego se distribuyeron en placas de microtitulacién de 96
pozos a un volumen de 100 pL con una densidad celular de 5,000 células por pocillo vy,
finalmente, se incubaron por 24 h para permitir la adhesion de las células a la superficie
del pozo. El porcentaje de confluencia celular necesario en la placa de 96 pozos lo
determinara el tipo de bioensayo requerido: en un ensayo citotdxico se necesita una
confluencia celular de 100%, mientras que en un ensayo antiproliferativo 70% de
confluencia celular sera indicado. Cuando las células alcanzan el porcentaje adecuado de
crecimiento, se retira el medio para adicionarle medio fresco y posteriormente se adiciona
cada compuesto con la concentracién adecuada; este paso también es indispensable,
pues depende de la adicion o no de suero fetal bovino (SFB) en el medio fresco; se debe
agregar suero fetal bovino al 10% si se desea evaluar la actividad antiproliferativa (pero se
debe prescindir de éste en un ensayo citotoxico); posteriormente, se retird el medio
antiguo de la placa para adicionarle 100 pL de medio nuevo (con/sin SFB); cada
compuesto o fraccidén se evalud a concentraciones de 50, 25, 12.5 y 6.5 pg/mL y la placa
se incubo por 48 horas. Para revelar la placa, se adicion6 100 pL de &cido tricloroacético
(10%) por 30 min a 4 °C, posteriormente se retir6 el sobrenadante y se adicioné 100 pL de

la disolucion de sulforodamina B (0.1% de SRB en &cido acético al 1%) por 15 min a
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temperatura ambiente; después se retir6 el sobrenadante y se lavo tres veces con 100 pL
de acido acético al 1%, la tincién se dejo solubilizar con 100 pL de tris-base (10 mM). La
densidad Optica se midi6 a 540 nm mediante un espectrofotometro y se calculé el
porcentaje de mortalidad. La Figura 3.1 es un ejemplo de diferentes tipos de porcentaje de

confluencia celular.

Figura 3.1 Porcentajes de confluencia en la linea celular de cancer cervicouterino (HelLa).

3.2.5. CONCENTRACION CITOTOXICA (CCs) Y CONCENTRACION INHIBITORIA
(Clso)

La concentracion citotéxica media (CCso) se define como la concentracién a la cual el
extracto o compuesto logra reducir la viabilidad celular en un 50% después de un tiempo
de exposicion especifico y la concentracidén inhibitoria media (Clsg) es cuando se logra
alcanzar el 50% de la inhibicion maxima (Arias, 1999).

Para calcular la concentracion del extracto, fracciones 0 compuestos que sean capaces
de matar o inhibir el 50% de células (seccidén 3.2.4) se midi6 la densidad 6ptica después
de 48 h con el compuesto o extracto y se calculd el porcentaje de mortalidad o inhibicién
mediante la formula: [(D.O. control — D.O. extracto) / D.O. control] x 100; los datos
obtenidos fueron analizados en el programa estadistico prisma Graph Pad 4.0 para definir
la CCso y Clsp,

61



Capitulo Il

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA DE LA RAIZ DE B.
MACROCARPA

El extracto metandlico y sus distintas fracciones de polaridad creciente, fraccion hexanica,
fraccion de CH,Cl,, fraccion de AcOEt y fase acuosa se evaluaron en la linea celular de
cancer cervicouterino (HeLa) para determinar el poder citotéxico de los mismos, revelando
gue el extracto original metandlico no presentd actividad citotoxica y que la actividad
biologica se observo solamente en la fraccion hexanica a la concentracion de 50 pg/mL

con un 70% de muerte celular.

Sin embargo, los resultados obtenidos son diferentes a los descritos previamente por
Caamal-Fuentes et al. (2012), en los que se observd, de acuerdo a la guia internacional
del NCI, una moderada actividad para el extracto metanélico (CCso = 31.51 pug/mL), una
alta actividad citotdxica para las fracciones de Hx, AcOEt y fase acuosa (CCso = 27.02,
19.52 y 25 pg/mL, respectivamente) mientras que para la fraccion de CH,Cl, se observo

baja actividad (> 50ug/mL).

Es importante mencionar que en el primer trabajo se realiz6 la recolecta de la especie en
octubre de 2007, posteriormente la raiz de Bonellia se colecté en una época distinta
(febrero de 2008) con el fin de aislar en mayor cantidad el metabolito responsable de la
actividad citotéxica (bonediol), pero no se encontré en esa nueva colecta, sugiriendo que
probablemente la molécula responsable del efecto bioldégico se encuentra presente en
temporada de lluvias (Caamal-Fuentes, 2012). Registros de la Comisién Nacional del
Agua (Conagua) reportaron que los ultimos afios fue una época con menor cantidad de
lluvias; el afio 2012 fue el vigesimoquinto mas seco, mientras que el 2011 se caracterizé
por ser el decimotercer afio con menor cantidad de lluvias reportadas desde 1941, siendo
el menos lluvioso de los dltimos 14 afios (smn.conagua.gob.mx). En el presente estudio la
recolecta se llevd a cabo en octubre de 2013. Es probable que la disminucién de las

lluvias también afectara la produccion de otros metabolitos activos y esta sea la razon
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admisible por la cual distintas fracciones no presentaran actividad y que la fraccion

hexanica no mostrara un efecto citotdxico similar que en el trabajo previo.

Se siguié trabajando con la fraccién hexanica, los bioensayos se realizaron en la Unidad
de Investigacion Médica de Yucatan (UIMY). Seis de las once fracciones primarias
resultantes de la separacion de la fraccion hexanica mediante la técnica de VLC fueron
responsables de la actividad citotoxica y cuatro de ellas mostraron una alta actividad
citotdoxica (< 30 ug/mL), por lo que se decidio trabajar con éstas. En la Tabla 3.1 se
muestran las fracciones que presentaron actividad y marcadas en negrita las fracciones

con mayor efecto citotéxico.

Tabla 3.1 Concentracion citotoxica de las fracciones primarias
activas en la linea celular HeLa con su desviacion estandar (DE).
Fraccion CCsoug/mL + DE

BMR-3e 16.79 + 1.04
BMR-3f 16.55 + 1.05
BMR-3g 20.57 +1.08
BMR-3h 16.04 + 1.14
BMR-3i 31.78 + 1.07
BMR-3k 40.47 + 1.07

3.3.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS SUBFRACCIONES

Se obtuvieron en total 44 subfracciones originadas a partir del procesamiento de las
fracciones primarias BMR-3e, BMR-3f, BMR-3g y BMR-3h, responsables de la mayor
actividad. Cada subfraccion fue evaluada sobre la linea celular de cancer cervicouterino
(Hela) y se determiné la concentracion citotoxica media. En la Tabla 3.2 se muestran
solamente las que poseen actividad, y las subfracciones donde se encuentra presente el

compuesto bonediol se indican en rojo.

Once subfracciones presentaron una alta actividad citotéxica (< 30 pg/mL) en la linea
celular cancerigena Hela (tres subfracciones de BMR-3e, cuatro de BMR-3f, tres de

BMR-5g y una subfraccion de BMR-3h) dentro de las cuales se encuentra la subfraccion
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gue contienen al compuesto bonediol, causante de la actividad citotdxica de la fraccion
hexanica de acuerdo con estudios previos (Caamal-Fuentes et al., 2011a).

Tabla 3.2 Concentracion citotdxica media de las
subfracciones activas (desviacion estandar).

Subfraccibn CC50 + DE Subfraccibn CC50 + DE

BMR-4d 17.12 + 1.31 | BMR-6f 39.63 = 1.02
BMR-4f 20.67 +1.26 | BMR-69 35.32 £ 1.08
BMR-4g 24.84 +1.43 | BMR-6h 25.62 +1.23
BMR-5d 3498 £1.01 | BMR-6i 20.07+1.21
BMR-5e 31.50+1.03 | BMR-7d 37.56 = 1.01
BMR-5f 20.98 + 1.30 | BMR-7f 40.41 £1.01
BMR-5g 21.12 £ 1.42 | BMR-7g 21.34 +1.27
BMR-5h 15.98 + 1.16 | BMR-7h 34.27 £1.02
BMR-5i 13.88 £ 1.17 | BMR-7i 37.27 £1.03
BMR-5j 42.63 £1.03 | BMR-7j 41.56 +1.04
BMR-6e 27.41 +1.05 | BMR-7k 44.26 +1.00

BMR-3e = subfracciones BMR-4, BMR-3f = subfracciones BMR-5
BMR-3g = subfracciones BMR-6, BMR-3h= subfracciones BMR-7

Subfracciones en donde no se encuentra presente el bonediol tuvieron un efecto
citotoxico mejor, por lo cual se infiere que existen otros compuestos, ademas del ya
mencionado, responsables de la actividad presente en la fraccion hexanica y que
pudieran ser mas potentes. El efecto bioldgico de los cinco compuestos elegidos para su
estudio espectroscopico (de 14 compuestos aislados) se muestra en las Tablas 3.3y 3.4,
resaltando aquellos compuestos con mejor actividad en las diferentes lineas celulares

cancerigenas evaluadas.
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3.3.3. ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

Tabla 3.3 Concentracion citotoxica media para cada compuesto en las diferentes lineas celulares.
CCso pg/mL + DE (IS)

Compuestos Vero

BMR-5g1 186.6 + 1.10
BMR-7k1 427.1 +1.36
BMR-10d1 2151 +1.19
BMR-11al 331.6£1.25
BMR-14f1 169.6 + 1.14
Docetaxel 1.1 £ 0.05

HelLa
48.67 + 1.24 (3.8)
137.4 £ 1.69 (3.1)
72.80 £ 1.36 (3.0)
90.65 + 1.55 (3.7)
38.24 + 1.12 (4.4)

0.20 £ 0.01 (5.5)

SiHa
22.28 +1.31 (8.4)
75.13 £ 1.66 (5.7)
36.56 + 1.31 (5.9)
78.01 £ 1.29 (4.3)
39.88 + 1.24 (4.3)
0.18 £ 0.02 (6.1)

MCF-7
38.37 + 1.20 (4.9)
123.4 + 1.26 (3.5)
62.01 + 1.15 (3.5)
62.65 + 1.13 (5.3)
39.32 + 1.26 (4.3)

0.01 + 0.03 (110)

DU-145
27.09 + 1.24 (6.9)
120.4 + 1.36 (3.5)
46.13 +1.19 (4.7)
108.4 + 1.20 (3.1)
47.25 +1.11 (3.6)
0.007 + 0.01 (157)

Docetaxel control positivo.

DE = desviacién estandar, entre paréntesis se especifica el indice de selectividad (IS).

Clso pg/mL + DE (IS)

HelLa
102.1 +1.02 (1.3)

136.5 + 1.48 (1.8)
165.1 + 1.48 (2.1)
67.04 + 1.08 (2.1)

0.03 +0.01 (3.6)

SiHa
73.63 +1.23 (1.8)
219.6 + 1.23(5.8)
61.91 + 1.46 (3.9)
59.88 + 1.15 (5.9)
24.66 + 1.14 (5.8)
0.08 £ 0.03 (1.3)

Tabla 3.4 Concentracion inhibitoria media para cada compuesto en las diferentes lineas celulares.

MCF-7
63.28 + 1.25 (2.1)
210.0 + 1.57 (6.1)
84.31 + 1.21 (2.9)
84.93 + 1.20 (4.2)
53.31 + 1.21 (2.7)

0.01 + 0.04 (11)

DU-145
46.27 +1.16 (2.8)
158.5 + 1.03 (8.1)
139.4 + 1.42 (1.7)
127.2 + 1.51 (2.8)
36.77 + 1.23 (3.9)

0.01 + 0.02 (11)

Compuestos Vero
BMR-5g1 129.8 £ 1.39
BMR-7k1 1284 £+ 1.09
BMR-10d1 2424 +1.42
BMR-11al 352.5+1.40
BMR-14f1 142.4 +1.13
Docetaxel 0.11 + 0.02
--- sin actividad.

DE = desviacion estandar, entre paréntesis se especifica el indice de selectividad (1S).

Capitulo Il
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El compuesto BMR-5g1 (compuesto I) mostré la mejor actividad citotoxica de los cinco
compuestos evaluados, observando su mayor efecto contra la linea de células escamosas
de cancer cervicouterino (SiHa), ademas de la linea de cancer de préstata (DU-145) y la
linea de cancer de mama (MCF-7) en las cuales la actividad citotoxica fue un poco mas
baja (22.28, 27.09, 38.37 pg/mL respectivamente), seguido por BMR-10d1 (compuesto IIl)
gue presentd actividad citotoxica (36.56 pg/mL) contra la linea celular SiHa y, por altimo,
el triterpeno marcado como BMR-14f1 (compuesto V) presenté accion citotoxica sobre
tres de las lineas celulares, SiHa, HeLa y MCF-7 (39.88, 38.24 y 39.32 pug/mL
respectivamente), presentando un mejor efecto antiproliferativo en SiHa y DU-145 (24.66,
36.77 pg/mL respectivamente). Como se observa en la Tabla 3.3 todos los compuestos
tuvieron un efecto citotoxico mejor en la linea de células escamosas de cancer
cervicouterino (SiHa) con respecto a las demas lineas cancerigenas, sin embargo,
aunqgue es evidente el aumento del efecto, no logran ser potentes para ellos; la mayoria

de los metabolitos evaluados tienen un bajo indice de selectividad.

En este trabajo los analisis previos indican que diferentes fracciones presentaron una
mayor actividad citotéxica cuando estos se encontraban aun en combinacién con otros.
Edgar Caamal et al. (2012) aislaron diferentes compuestos: el triterpeno tirucalan-7,24-
dien-33-ol, el compuesto estigmaste-7,16-dien-3-ol, una mezcla de &cidos grasos y el
bonediol, de los cuales solo el dltimo metabolito fue el responsable de la actividad
observada en la fraccion hexanica de esta especie. Estructuralmente algunos de los
metabolitos responsables del efecto citotéxico son similares al compuesto bonediol, sin
embargo, la actividad observada en los compuestos puros en este estudio no fue mejor
gue el obtenido por el compuesto aislado anteriormente; el compuesto bonediol posee
una Clso = 8.3 pg/mL contra la linea celular SiHa, mientras que los compuestos BMR-5g1
y BMR-10d1 (similares estructuralmente) poseen una Cls, baja (73.63 y 61.91 pg/mL,
respectivamente), sin embargo, la CCs, observada fue mejor (22.28, 36.56 pug/mL),
concluyendo que los compuestos evaluados tuvieron un mejor efecto citotdxico que

antiproliferativo.
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Considerando que cada fraccion contiene un conjunto de metabolitos, la falta o la poca
actividad citotéxica que presentaron los compuestos de este estudio podria explicarse por
diversas razones, una explicaciébn seria que los compuestos aislados no son los
responsables de la actividad y que otros compuestos no aislados o que fueron aislados
pero no se lograron evaluar (por tener reducida cantidad de muestra) sean los
responsables de la actividad presente en estas fracciones. Sin embargo, aunque los
metabolitos aislados en este trabajo poseen un débil efecto citotoxico, es probable que
presenten otro tipo de efecto bioldgico.

Los compuestos con grupos fenoles presentan diversas actividades bilégicas. Abliz et al.
(2015) encontraron que el extracto de una planta de China rica en contenidos fendlicos
fue responsable de la actividad citotoxica observada en la linea celular de cancer
cervicouterino (SiHa), lo cual es similar a este trabajo, donde la linea celular SiHa fue una
de las lineas celulares cancerigenas en donde se observd la mejor actividad citotoxica.
BMR-5g1 (compuesto 1) y BMR-10d1 (compuesto lll) pertenecen al grupo de los acidos
fendlicos, especificamente son alquilresorcinoles, compuestos que se han caracterizado
por sus propiedades antioxidantes, bactericidas y citotéxicas (Stasiuk y Kozubek, 2010;
Torres de Pinedo et al., 2007; Suter y Weston, 1939). En particular, un estudio reportado
por Chang et al. (2011) mostr6 una potente actividad antituberculosa para el compuesto 3-

metoxi-2-metil-5-pentilfenol (hombrado BMR-5g1 en este trabajo).

Es conocido que la relacién estructura-actividad también es un factor crucial. Rojas et al.
(2006) evaluaron la actividad antimicobacteriana entre protoprimulagenina A (BMR-14f1) y
un compuesto similar contra Mycobacterium tuberculosis, demostrando que la presencia
de un grupo carbonilo en el C-16 en lugar del grupo OH favorece el efecto
antimicobacterial. Estudios en donde el triterpeno protoprimulagenina A se encuentra
formando parte del esqueleto de una sakurasosaponina (saponina glicosilada), el
compuesto presenta un mejor efecto citotoxico en las lineas celulares cancerigenas
evaluadas, ademas de poseer actividad molusquicida y antifungica (Podolak et al., 2013;
Garcia-Sosa et al., 2011; Sanchez-Medina et al., 2009; Kohda et al., 1989); siendo el
namero de azlcares y sitios de glicosilacion un factor importante que determina la

actividad observada.
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Trabajos donde se evalu6 la influencia del largo de la cadena lateral en relacion a su
actividad, demostraron que al aumentar el nUmero de carbonos intensifican el efecto
biologico (Girlanda-Junges et al., 1998; Razdan et al., 1986). La longitud de la cadena
alquilica, como la presencia de grupos hidroxilo enlazados al anillo aromatico es
determinante para la actividad biolégica observada; Torres de Pinedo et al. (2007) al
evaluar la capacidad antioxidante de compuestos derivados de grupos fendlicos
observaron que un incremento en el nimero de carbonos en la cadena o un aumento en
los grupos hidroxilo mejoro el efecto observado. Es también importante considerar que el
compuesto bonediol contiene en su estructura al grupo catecol (orto-dihidroxibenceno)
mientras que los compuestos aislados provienen del resorcinol (meta-dihidroxibenceno);
en trabajos en donde existe un cambio de estructura de resorcinol a catecol, las
propiedades bactericidas de los compuestos se modifican (Suter y Weston, 1939; Miller et
al., 1938), esto podria explicar porqué el compuesto bonediol que contiene una cadena
lateral de 11 carbonos y dos grupos hidroxilo (orto-dihidroxibenceno), perteneciente al
grupo catecol, presenta una mejor actividad en comparacion con los compuestos similares
aislados en este trabajo, con cadenas laterales menores de 10 carbonos y solamente con

un grupo hidroxilo.

Otra caracteristica estructural importante es un grupo metilo enlazado al benceno. Segun
lo observado en un estudio por Chang et al. (2011), un compuesto similar a BMR-5g1,
pero sin este grupo metilo, disminuyé su actividad antituberculosa comparado con un
compuesto que si poseia este grupo metilo, determinando un mejor efecto, similar a lo
observado en otros trabajos, en donde tampoco presentaron actividad los compuestos sin
el grupo metilo (Girlanda-Junges et al., 1998), razén que explicaria porqué el compuesto
BMR-5g1 mostré un mejor efecto citotéxico que el compuesto BMR-10d1l (similares

estructuralmente).

La necesidad de interaccién entre los compuestos para poder observar un mejor efecto es
otro punto a considerar. Varios estudios demuestran que la combinacion de diversos
compuestos producen un efecto sinérgico, es decir, que para poder observar actividad

biolégica es necesario encontrarse en forma de mezclas; Ghavami et al. (2011)
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demostraron que se produjo un efecto sinérgico al utilizar el cisplatino o doxorrubicina
(farmacos utilizados en el tratamiento de diversos tipos de cancer) en combinacién con
algun extracto derivado de distintas especies herbales contra lineas de cancer ovarico y
adenocarcinoma renal; se observé que la combinacién del extracto con el farmaco
aumenté el efecto anticancerigeno. Por lo general, los tratamientos contra diversas
enfermedades son una combinacion de farmacos, los llamados cocteles, con el objetivo
de potenciar el efecto de estos (Chou et al.,, 2006). Un estudio realizado por Eid et al.
(2012) revel6 que la combinacion de doxorrubicina intensificd su actividad citotdxica en
combinacion con algin metabolito secundario, tales como alcaloides, compuestos
fendlicos y terpenos (glaucina, timol, mentol, B-sitosterol, etc.), y se intensific6 aun mas
cuando se afiadi6 un tercer farmaco (digitonina), demostrando el efecto sinérgico de
éstos, remarcando que no solamente es mejor la combinacion de ellos, sino que esto
podria ser util para reducir la dosis téxica y mantener la eficacia terapéutica. Estas
razones podrian explicar la necesidad de evaluar los compuestos en combinacién para

mejorar la actividad de los compuestos aislados, evaluando el posible efecto sinérgico.
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CAPITULO IV. DISCUSION Y CONCLUSION GENERAL

4.1. DISCUSION GENERAL

Estudios previos han demostrado que plantas del género Bonellia tienen actividad
antifingica, tripanocida y anticancerigena (Buitimea-Cantta et al., 2013; Moo-Puc et al.,
2013; Caamal-Fuentes et al., 2011; Garcia-Sosa et al., 2011; Pefia Rodriguez et al., 2010;
Sanchez-Medina et al., 2009), pero escasos trabajos se han realizado sobre la especie B.
macrocarpa; asimismo, pocos compuestos se han aislado de esta especie y so6lo uno de
ellos se habia encontrado como el causante de la actividad citotoxica sobre lineas

celulares de cancer (Caamal-Fuentes et al., 2012; 2011a; 2011b).

Se lograron aislar cinco compuestos, BMR-5gl (3-metoxi-2-metil-5-pentil fenol,
compuesto 1), BMR-7k1 (3,5-dihidroxi-1-metil-2,2-dimetil-benzociclobutano, compuesto 1),
BMR-10d1 [3-metoxi-5-(5’,5-dimetilhexil) fenol, compuesto l1ll], BMR-11lal (1,3,5,6-
tetrametoxi-8-metilnaftaleno, compuesto V) y BMR-14f1 (38, 16a-dihidroxi-
protoprimulagenina A, compuesto V), correspondiendo a dos lipidos fendlicos, un
benzociclobutano, un tetrametoxinaftaleno y un triterpeno de tipo oleanano. Los
compuestos aislados en el presente trabajo hasta el momento eran desconocidos en la
especie y tres de estos compuestos (BMR-7k1l, BMR-10d1 y BMR-11al) son nuevos, ho
existen reportes en la literatura, aportando mas informacion sobre la fitoquimica de esta

especie.

Los lipidos fendlicos son un tipo de compuestos que exhiben una marcada propiedad
anfifilica, lo que explica la facilidad para incorporarse a la bicapa lipidica de las
membranas biolégicas, y se encuentran en plantas superiores como el trigo y centeno
(Stasiuk y Kozubek, 2010). De acuerdo a estudios cientificos, este tipo de compuestos
poseen diversos efectos bioldgicos (mencionados en el capitulo anterior). Los metabolitos
secundarios aislados BMR-5g1 y BMR-10d1 son ejemplos de este tipo de compuestos.
Reportes en la literatura indican que el compuesto BMR-5gl (3-metoxi-2-metil-5-

pentilfenol), derivado especificamente de los alquilresorcinoles, que aunque no presento
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un efecto citotdxico intenso, posee una actividad antituberculosa potente (Chang et al.,
2011). EI compuesto BMR-7k1 pertenece al grupo de los benzociclobutenos; este tipo de
compuestos se encuentran formando parte de la estructura de una nueva clase de
agentes antitumorales, los benzociclobutacarbazoles (Graf-Christophe et al., 2000;
Christophe et al., 1998). Aunque no se observé una actividad citotdxica ni antiproliferativa
de este compuesto en el presente trabajo, la presencia del grupo carbazol (compuesto
aromatico heterociclico, con un anillo de pirrol y dos anillos de benceno fusionados)
produce un cambio determinante para poder observar un mejor efecto biol6gico. Los
compuestos tetrametoxinaftalenos, como BMR-11al (1,3,5,6-tetrametoxi-8-metil-
naftaleno), han sido utilizados como precursores para sintetizar diversas moléculas con
mejores propiedades, que sean capaces de intensificar la actividad citotoxica contra
células cancerigenas o producir compuestos con efecto algicida; ademas, compuestos
derivados de naftaleno han mostrado actividad antiparasitaria (Kwon et al., 2013;
Ganapaty et al., 2006; Song et al., 2000). El ultimo compuesto aislado fue un triterpeno,
BMR-14f1, el cual demostrdé poseer un modesto efecto citotoxico. En la literatura se ha
reportado un compuesto similar como responsable de actividad antituberculosa (Rojas et
al., 2006) y de actividad citotdxica contra lineas celulares de céncer cervicouterino
humano (HelLa) y una linea celular de leucemia de macréfagos de raton (RAW 264.7)
cuando se encuentra formando parte del esqueleto de una sakurasosaponina (Sanchez-
Medina et al., 2009).

Los compuestos aislados fueron capaces de producir un mejor efecto citotoxico que
antiproliferativo y tres compuestos (BMR-5g1, BMR-10d1 y BMR-14f1) mostraron modesta
actividad contra alguna de las diferentes lineas celulares de cancer (SiHa, HeLa, MCF-7 y
DU-145); sin embargo, aunque el efecto citotoxico no fue potente, la citotoxicidad sobre
las células normales de riidbn de mono verde africano (Vero) fue menor en comparacion
con las lineas celulares cancerigenas, siendo estos metabolitos menos dafiinos y mas
seguros para las células normales; ademas, es posible que en combinacion estos
metabolitos sean capaces de mejorar su efecto citotoxico y/o antiproliferativo contra las
lineas celulares cancerigenas. El tipo de grupo funcional, la presencia o no de una cadena
lateral, el tamafio de esta cadena alquilica, como la posicion en la que se encuentra en la

molécula son factores que determinan el efecto biolégico observado.
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Capitulo IV

Es importante considerar que por razones de tiempo no fue posible aislar mas metabolitos
de la fraccibn hexanica y que existen subfracciones en las que no esta presente el
bonediol (metabolito responsable de la actividad antiproliferativa de B. macrocarpa en un
estudio previo) que presentaron mejor actividad citotdxica, con un porcentaje de muerte
celular de 70-80% (CCsp < 30 pg/mL), mientras que las subfracciones donde se
encontraba el bonediol el efecto fue menor del 50% (CCs, < 40 pug/mL) contra la linea
celular de cancer cervicouterino (HelLa); asi, se infiere que otros compuestos de las
subfracciones sin bonediol son responsables del efecto citotoxico en esta linea celular y
es probable que exista un metabolito con mejor actividad citotoxica en la raiz de B.

macrocarpa.

Mas estudios son necesarios en busca del metabolito ideal, que sea capaz de poseer un
efecto citotdxico y antiproliferativo potente, con alto indice de selectividad. Asi, de la raiz
de la especie B. macrocarpa, al estar poco estudiada, faltan muchos compuestos por
aislar y evaluar. En el presente trabajo se revelé el potencial anticancerigeno de esta
planta, ya que es probable que los metabolitos aislados y que mostraron tener una
actividad moderada, en combinacion podrian intensificar su actividad biolégica. Por lo
anterior, mas investigaciones son necesarias sobre esta especie, ahondar sobre el
mecanismo de accién de los metabolitos aislados, su posible efecto sinérgico, sus
diferentes efectos biol6gicos ademas del anticancerigeno, asi como estudios in vivo que

corroboren el efecto observado a nivel in vitro.

A la especie B. macrocarpa todavia le faltan mas analisis quimicos y biolégicos, pero con
lo aportado en este trabajo esperamos que sea de gran ayuda para los investigadores

interesados en esta especie.
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Capitulo IV

4.2. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos permiten concluir que la raiz de B. macrocarpa posee diversos
metabolitos que le confieren la capacidad citotoxica y antiproliferativa a la fraccion de baja
polaridad (Hx) del extracto metandlico. Sin embargo, aunque la actividad citotéxica de la
mayoria de los compuestos aislados fue mejor (menor de 40 pg/mL) en comparacion con

la actividad antiproliferativa, el efecto citotoxico observado fue bajo.

Dos de los compuestos aislados que fueron responsables del efecto biolégico son

similares estructuralmente al compuesto bonediol.
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Capitulo IV

4.3. PERSPECTIVAS

Continuar con el aislamiento de compuestos de las subfracciones activas que faltaron en
ser estudiadas y que tienen rendimientos mayores de 100 mg (BMR-4g, BMR-6f, BMR-7f
y BMR-7h) y determinar su actividad bioldgica.

Identificar el mecanismo de accion de los compuestos aislados involucrados en la muerte

celular de las lineas cancerigenas.

Determinar la ruta de sintesis de los compuestos.

Efectuar pruebas biolégicas in vivo de los compuestos con mayor actividad citotéxica.

Determinar si existe sinergismo entre los compuestos aislados.
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