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RESUMEN

RESUMEN

El cancer es una enfermedad que se encuentra entre las principales causas de mortalidad
a nivel mundial. Actualmente existen diversos tratamientos para combatirla, pero se
reportan también que éstos presentan serias desventajas. En la basqueda de nuevas
alternativas, en un estudio previo se evaluaron 21 plantas utilizadas en la medicina
tradicional maya para el tratamiento de sintomatologia sugerente al cancer, en el cual el
extracto metandlico proveniente de la parte aérea de Phoradendron vernicosum demostré

un buen potencial contra células tumorales KB (CCso = 29 pug/mL).

Siguiendo esta linea de investigacion, en este trabajo se realizd el estudio fitoquimico
biodirigido de P. vernicosum frente a un panel de lineas celulares de cancer. El extracto
metandlico se fraccion6 mediante particiones organicas de polaridad ascendente,
obteniéndose tres fracciones organicas (fraccion hexanica, diclorometanica y de acetato
de etilo), de las cuales se purificaron tres triterpenos de tipo lupano y dos compuestos
hidroxilados novedosos, junto con 15 compuestos ya reportados en la literatura. La
estructura quimica de los compuestos fue determinada por técnicas espectroscépicas y
espectrométricas. Los compuestos aislados fueron evaluados para determinar sus efectos
citotéxico y antiproliferativo en un panel de lineas celulares de cancer y una linea celular

normal para establecer su selectividad.







RESUMEN

ABSTRACT

Cancer is a disease that is among the leading causes of mortality worldwide. Currently,
there are several treatments to combat it, however, they present serious disadvantages. In
the search for new alternatives, in a previous study, 21 plants used in traditional Mayan
medicine were evaluated for the treatment of symptomatology suggestive of cancer, in
which the methanolic extract from the aerial part of Phoradendron vernicosum
demonstrated a good potential against tumor cells KB (CCso = 29 ug/mL).

Following this line of research, in this work the bio-directed phytochemical study of P.
vernicosum was carried out against a panel of cancer cell lines. The methanolic extract
was fractionated by organic partitions of ascending polarity, obtaining three organic
fractions (hexane, dichloromethane and ethyl acetate fractions), from which three novel
lupane-type triterpenes and two hydroxylated compounds were isolated, along with 15
compounds already reported in the literature. The chemical structures of the compounds
were determined by spectroscopic and spectrometric technigues. The isolated compounds
were evaluated for their cytotoxic and antiproliferative effects in a panel of cancer cell lines

and a normal cell line to establish their selectivity.
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INTRODUCCION

A nivel mundial el cancer es una de las principales causas de mortalidad. En el afio 2012
se reportaron 8.2 millones de defunciones, asi como también 14.1 millones de nuevos
casos, y se prevé que los casos anuales de cancer aumentardn a 22 millones en las

préximas dos décadas (Torre et al., 2015).

Este padecimiento constituye un serio problema de salud publica, afectando de igual
manera a la economia y perjudicando los avances sociales en todo el mundo, sobre todo
en los paises en vias de desarrollo, en los cuales se calcula que mas de dos tercios de

todas las muertes por cancer afectan a su poblacién (Torre et al., 2015).

En México, segun la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC), el cancer es la
segunda causa de muerte y se estima que 128 mil huevos casos se detectan cada afio
(Rizo-Rios et al., 2015). Por otra parte, en el estado de Yucatan, la Secretaria de Salud
reporta que ha crecido la incidencia por cancer, ocupando la segunda causa de muerte y
mostrando una alta prevalencia tanto de defunciones como de morbilidad, en las cuales el
sexo femenino es el principal afectado (Rizo-Rios et al., 2015; Aldaco-Sarvide et al.,
2012).

Entre los principales tratamientos contra esta enfermedad se encuentran la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. Sin embargo, todas poseen desventajas importantes; en el
caso de la cirugia ésta se limita a tumores locales. En el caso de la radioterapia, al igual
que la cirugia, es una terapia local y solo tiene efecto si las células malignas se
encuentran localizadas dentro del campo irradiado, por lo tanto, es ineficaz para combatir
metastasis. Por ultimo, en la quimioterapia los farmacos anticancerigenos no actian de
forma selectiva, es decir, no interactian Unicamente contra las células dafiadas sino lo
hacen de igual manera contra las células sanas en division (Hernandez-Menéndez y
Herndndez-Rios, 1999). Otra desventaja importante en este tratamiento es el
desencadenamiento de mecanismos de resistencia de las células cancerigenas en contra
de la actividad farmacolégica de dichos medicamentos (Fahad-Ullah, 2008; Liscovitch y
Lavie, 2002).
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Debido a lo anterior, la busqueda de nuevos farmacos eficaces y selectivos es una
prioridad. Una de las principales fuentes para la busqueda de nuevos compuestos contra
esta enfermedad lo constituye el reino vegetal, ya que de las plantas se han obtenido los
principales farmacos anticancerigenos utilizados en la actualidad para el tratamiento
(Heinrich y Gibbons, 2001).

Como parte de un proyecto realizado en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
en colaboracion con el Departamento de Investigacion del Instituto Mexicano del Seguro
Social para la busqueda de nuevos compuestos con actividad citotdxica, se evaluaron 21
plantas utilizadas en la medicina tradicional maya para el tratamiento de sintomatologia
sugerente a cancer; de esta evaluacion se encontré que diez especies evidenciaron una
actividad citotoxica promisoria contra diferentes lineas celulares tumorales, de las cuales
la especie Phoradendron vernicosum presenté una concentracion citotoxica media (CCs)
de 29.0 ug/mL frente a células tumorales de cancer nasofaringeo (KB). Posteriormente, el
estudio biodirigido de la fraccién diclorometanica obtenida del extracto metandlico de P.
vernicosum concluyé en el aislamiento de tres triterpenos de esqueleto lupano con
actividad citotéxica y antiproliferativa importante frente a diversas lineas celulares (Garcia-
Céamara, 2014; Caamal-Fuentes et al., 2011).
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ANTECEDENTES

1. Cancer

El cancer es un término que se usa para un grupo de enfermedades que puede afectar a
cualquier parte del organismo, en el cual las células anormales se dividen sin control y
pueden diseminarse e invadir otros tejidos por medio del sistema sanguineo y sistema
linfatico (Hejmadi, 2013).

El cancer se origina por la combinacion variable de factores exégenos o ambientales y
factores genéticos o enddgenos. Los estimulos exdgenos parecen causar o contribuir a la
iniciacion del cancer al dafar la estructura del ADN en la célula o puede promover la
proliferacién de células dafiadas y el desarrollo de tumores por ayudar a crear condiciones
dentro del cuerpo que son favorables para el crecimiento del cancer. Estos factores se
dividen en fisicos, quimicos y bioldgicos. Como tipo de riesgo fisico se encuentra la
radiacion; las sustancias arométicas, humo del tabaco, asbesto, berilio, arsénico, cadmio,
oxido de etileno, radon, por mencionar algunas, son sustancias quimicas que pueden
desencadenar algin tipo de cancer; y entre los causantes de cancer por agentes
biol6gicos se pueden mencionar algunos virus, como el virus del papiloma humano (Rugo,
2007; Alberts, 2002).

Por su parte, los factores endégenos son aquellos que surgen dentro del cuerpo, a nivel
celular o molecular. Estos factores suelen ser menos propensos a la observacion directa y
a la manipulacion, entre los que se encuentran: la edad, las hormonas, la influencia de la

herencia genética y la raza (Greenwald, 1992).

Debido al dafio ocasionado al ADN, las células adquieren mutaciones en algunos genes,
los cuales estan encargados de regular directamente la proliferacion celular, controlar la
apoptosis y realizar la reparacion del ADN dafiado. Dependiendo de coémo afectan a cada
proceso, estos genes se pueden agrupar en dos categorias generales: los genes
supresores de tumores (inhibidor del crecimiento) y proto-oncogenes (que promueven el

crecimiento). Sin embargo, una vez que la célula adquiere mutaciones, se desencadenan
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aberraciones en la regulacion de las vias principales que controlan la proliferacion celular,
promoviendo su crecimiento y teniendo ventaja de supervivencia sobre las células
normales (Weinberg, 1994; Levine, 1993; Li, 1993).

2. Tratamientos contra el Cancer

Los tipos mas comunes de tratamiento contra el cancer son cirugia, quimioterapia y
radioterapia. Sin embargo, para recurrir a alguno de éstos dependerd de diversos
factores, tales como el tipo de cancer, su localizacion, la cantidad de células anormales,
asi como del estado fisico del paciente. Estas terapias son disefiadas para matar o
remover directamente a las células cancerosas o para llevarlas a su muerte por medio de
la supresidén de sefiales necesarias para la divisién celular o para estimular sus defensas
propias. Los diferentes tipos de tratamiento son usados constantemente en combinacion,

ya sea simultdneamente o secuencialmente (Alberts, 2002).

La cirugia se usa con mas frecuencia para el tratamiento del cancer que esta localizado, o
limitado a un area. En la mayoria de los casos, la intencion de la cirugia es curar el
cancer, ya que, si éste es extirpado en la etapa en que esta confinado localmente, se
puede conseguir la curacién. Si bien el objetivo de la cirugia seria teéricamente erradicar
todo el tejido dafiado, esto depende de las caracteristicas del cancer y del estado del
paciente; por lo tanto, antes de proceder a la planificacion del abordaje terapéutico es
preciso conocer los datos citohistoldgicos del cancer y su extension y, por otra parte, la
evaluacion completa del paciente en todos sus aspectos como patologia previa o
asociada. Sin embargo, algunas veces la cirugia para el cancer localizado puede
emplearse para extirpar sélo la mayor parte de éste, y luego otros tratamientos, como la
radiacion y la quimioterapia, se pueden usar para eliminar células malignas remanentes
(Urruticoechea et al., 2010).

En lo que respecta a la radioterapia, éste es el uso de un tipo de energia que se transmite
mediante ondas o por medio de una corriente de particulas para destruir las células
cancerosas, reducir el tamafio del cancer o aliviar los sintomas. Este tratamiento lesiona o
destruye las células en el area que recibe la radiacién al dafiar su material genético y
hacer imposible que crezcan y se dividan. Entre los inconvenientes encontrados en los

diferentes tipos de radiacion es que son considerados tratamientos locales porque la
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radiacion se dirige a un area especifica, por lo tanto, la mayoria de las formas de
radioterapia no pueden alcanzar a todas las partes del cuerpo, y por ende no son utiles
cuando hay metastasis. De igual manera, se han encontrado otros problemas
ocasionados por esta terapia, como son cansancio, cambios en la piel (enrojecimiento,
hipersensibilidad, dolor, descamacion, entre otras), inflamacién en la cavidad bucal y
garganta; también puede causar dafio importante en oOrganos especificos irradiados;
ademas, pueden desarrollarse otros canceres secundarios. Sin embargo, se estima que
aproximadamente la mitad de los pacientes con cancer reciben algun tipo de radioterapia

(Urruticoechea et al., 2010; Rajamanickam et al., 2012; Delaney et al., 2005).

En lo que respecta a la quimioterapia para el tratamiento del cancer su objetivo consiste
en la destruccién de células cancerosas. EI mecanismo de accién de los farmacos a
utilizar es muy variado, pero con un mismo fin, el cual es provocar una alteracién celular,
ya sea en la sintesis de acidos nucleicos, divisién celular o sintesis de proteinas. Sin
embargo, este tratamiento tiene una gran limitacion, ya que estos medicamentos también
pueden dafiar algunas células normales y, de esta manera, causar efectos secundarios,
como nausea y vomito, falta de apetito, caida del cabello, Ulceras en la boca, diarrea,
mayor posibilidad de infeccion, sangrado o aparicién de moretones después de cortes o
lesiones menores, asi como cansancio y debilidad (Urruticoechea et al., 2010; Vicent et
al., 2008).

De igual manera, uno de los principales fracasos de este tratamiento es el
desencadenamiento de mecanismos de resistencia de las células anormales, ya sea en la
presentacion inicial del cancer o debido a alguna recaida. Esta resistencia se puede deber
a diversos factores, tales como la disminucién de la concentracién del farmaco en la
célula, dafio en las enzimas diana, reparacion del ADN dafiado, hasta a algun tipo de fallo
en la muerte programada del mismo, por mencionar algunos (Lage et al., 2010; Fahad-
Ullah, 2008; Borowski et al., 2005; Gottesman, 2002; Liscovitch y Lavie, 2002; Raderer et
al., 1993).

Estos hechos han puesto de manifiesto la necesidad de buscar nuevos farmacos

anticancerigenos mas seguros y eficaces.
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3. Los productos naturales como fuente de moléculas con actividad

anticancerigena

Debido a lo anterior, la busqueda de nuevos compuestos bioactivos para combatir el
cancer es una prioridad y de las diferentes fuentes que existen para la obtencién de éstos
son los productos naturales, los cuales siguen siendo uno de los principales recursos, ya
que se encuentran agentes anticancerigenos utilizados en la farmacéutica o que se
ubican en fases clinicas, obtenidas de fuentes naturales. Se calcula que
aproximadamente el 68% de los fArmacos anticancerigenos son obtenidos de productos
naturales o basados en estos mismos (Newman y Cragg, 2016; Gordaliza, 2007; Newman
y Cragg, 2007; Musarrat et al., 2006; Newman et al., 2003; Cragg et al., 1997).

Ejemplo de lo anterior son los alcaloides vinblastina, vincristina y vindesina (Figura 1.1),
aislados de Catharanthus roseus (Apocynaceae), los cuales fueron los primeros
alcaloides identificados con actividad anticancerigena; estos metabolitos son usados
como farmacos para combatir diversos tipos de canceres, tales como leucemia, cancer de
mama, pulmén y renal (Nirmala et al., 2011; Nobili et al., 2009; Da Rocha et al., 2001).

R |

H Vinblastina
COH Vincristina
CH; Vindesina

Figura 1.1. Alcaloides aislados de Catharanthus roseus (Cragg y Newman, 2005).

El paclitaxel (Taxol®, Figura 1.2), obtenido de la corteza de Taxus brevifolia (Taxaceae),
es un medicamento que entr6 al mercado desde los afios 90s, sin embargo, este
compuesto presenta poca solubilidad en agua y cierta toxicidad, por lo tanto, se desarrollo
a partir de éste un derivado semisintético, el docetaxel (Taxotere®, Figura 1.3); de igual
manera, eéste ha presentado una mayor efectividad, por lo cual es usado en pacientes

resistentes al paclitaxel. Tanto el paclitaxel como el docetaxel son utilizados para el
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tratamiento en pacientes que sufren de cancer de mama, pulmén y prostata (Nirmala et
al., 2011; Nobili et al., 2009; Cragg y Newman, 2005; Da Rocha et al., 2001; Newman et
al., 2000).

(@)
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Figura 1.2 Estructura de paclitaxel (Taxol®) Figura 1.3 Estructura de docetaxel (Taxotere®)
(Cragg y Newman, 2005). (Cragg y Newman, 2005).

De Camptotheca acuminata fue aislada la camptotecina (Figura 1.4), la cual presento
actividad anticancerigena, pasando asi a fases preclinicas y clinicas, pero debido a su
alta toxicidad fue necesario realizar modificaciones estructurales para evitar los efectos no
deseados, obteniéndose asi dos andlogos semisintéticos de la camptotecina, el irinotecan
y topotecan (Figuras 1.5y 1.6), los cuales han entrado a fases clinicas para el tratamiento
de cancer colorrectal y de ovario, respectivamente (Nirmala et al., 2011; Nobili et al.,
2009; Da Rocha et al., 2001).

Figura 1.4 Estructura de camptotecina Figura 1.5 Estructura de irinotecan

(Cragg y Newman, 2005). (Cragg y Newman, 2005).
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Figura 1.6 Estructura de topotecan (Cragg y Newman, 2005).

El etopdsido (Figura 1.7) es otro ejemplo de farmaco semisintético derivado de la
podofilotoxina (Figura 1.8) aislada de las especies Podophyllum peltatum y P. emodi; este
farmaco es utilizado para el tratamiento de cancer bronquial, testicular y linfomas (Nirmala
et al., 2011; Nobili et al., 2009).
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Figura 1.7 Estructura de etoposido Figura 1.8 Estructura de podofilotoxina

(Cragg y Newman, 2005). (Cragg y Newman, 2005).

Si bien, en la investigacion de nuevas entidades quimicas de origen vegetal con
propiedades farmacolégicas se utilizan diversos métodos para la busqueda de metabolitos
bioactivos, entre los cuales el uso de la medicina tradicional es uno de los mas utilizados

como guia para dicho estudio (Patwardhan, 2005).
4. Medicina tradicional

La medicina tradicional es una practica que consiste en la suma total de los conocimientos

basados en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, utilizadas
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para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y

mentales (Yuan et al., 2016; Moreira et al., 2014).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, entre el 70 y 95% de los habitantes
en la mayoria de los paises en vias de desarrollo, en especial en China, India, Africa y
América Latina, utilizan la medicina tradicional como recurso primario en cuanto a las
necesidades de salud. Asimismo, en algunas naciones industrializadas, como Estados
Unidos y la Union Europea, también se usa la medicina tradicional, aunque bajo el
nombre de medicina complementaria, alternativa o no convencional, reportandose asi que

el 80% de la poblacién ha utilizado medicina tradicional (Cragg y Newman, 2002).

El descubrimiento de farmacos a partir de plantas medicinales ha jugado un papel
importante en el tratamiento del cancer, ya que las plantas tienen una larga historia para
combatir esta enfermedad; si bien, el término “cancer” para diversas culturas puede no ser
tan apropiado como una entidad de enfermedad especifica, debido a una mala definicién
o traduccién en términos folcléricos, por lo cual es importante estudiar sintomatologias
gue sugieran esta enfermedad (Ramawat et al., 2009; Gurib-Fakim, 2006; Balunas vy
Douglas Kinghorn, 2005; Graham et al., 2000).

Como ejemplo de esto es el estudio llevado a cabo en el Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales de la Unidad de Biotecnologia del CICY en conjunto con el
Departamento de Investigacion del IMSS, en el cual se evaluaron 21 plantas usadas en la
medicina tradicional maya para sintomatologias sugerentes al cancer, observandose que
el extracto metandlico de Phoradendron vernicosum presentd una actividad citotoxica
media de 29 pg/mL sobre la linea de cancer nasofaringeo (KB), la cual es considerada
una actividad biolégica alta; por lo anterior, es importante continuar con el aislamiento y
purificacién de los compuestos que le pudieran conferir esta actividad (Caamal-Fuentes et
al., 2011).

5. Género Phoradendron

El género Phoradendron pertenece a la familia Santalaceae y consta de 300 especies a
nivel mundial, de las cuales 234 se encuentran presentes en el continente americano. En

México se encuentran en casi todos los estados de la Republica, con 57 especies, con
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una distribucion que va desde el nivel del mar hasta los 3,000 m (Vazquez-Collazo et al.,
2006; Kuijt, 2003; Garcia-Regalado, 1998).

Las especies del género Phoradendron son principalmente arbustos erectos o colgantes,
de varios metros de longitud y hemipardsitos de dicotiledéneas. Poseen ramas
redondeadas, glabras, de color verde, amarillo o verde amarillento; las hojas son opuestas
de color verde o amarillentas, lanceoladas u oblongas; sus flores son pequefias y
unisexuales (Vazquez-Collazo et al., 2006; Garcia-Regalado, 1998).

El género Phoradendron ha sido poco estudiado desde el punto de vista quimico y
biolégico, por lo tanto, el nimero de reportes de este género es limitado. En general, el
género Phoradendron ha mostrado poseer actividad citotéxica importante, ejemplo de
esto es la especie P. serotinum, la cual mostré una Clsy de 28 ug/mL y de 1.9 pg/mL
frente a células tumorales de cancer de mama MCF-7 y células epiteliales de ratén TC-1,
respectivamente (Alonso-Castro et al.,, 2012; Jacobo-Salcedo et al.,, 2011). De igual
manera, esta misma especie mostré actividad antitumoral en ratones, al administrarse el
extracto acuoso, observandose una disminucion del tumor TC-1 (Alonso-Castro et al.,
2012).

Con respecto a estudios fitoquimicos de las especies de Phoradendron, se han aislado
principalmente terpenoides y compuestos polihidroxilados; como ejemplo se puede citar
que de las partes aéreas de P. reichenbachianum se aislaron los triterpenos &cido
moronico, el acido 3,4-seco-olean-18-en-3,28-dioico, acido mordlico, lupeol,
betulonaldehido, betulinaldehido (Figura 1.9), asi como los esteroles [-sitosterol, (-
sitosterol glucopiranésido (Figura 1.10) y escualeno. Entre éstos, el acido moronico
mostrd actividad citotoxica frente a diversas lineas celulares, con Cls, de 7.9 uM, 8.6 upM y
11.7 uM sobre adenocarcinoma colorrectal humano (HCT-15), carcinoma de piel (UISO) y

carcinoma nasofaringeo humano (KB), respectivamente (Rios et al., 2001).
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) Acido 3,4-seco-olean-18-en-3,28- Acido moroélico
Acido morénico dioi
ioico

Lupeol Betulonaldehido Betulinaldehido

Figura 1.9 Triterpenos aislados de P. reichenbachianum (Rios et al., 2001).

B-Sitosterol B-Sitosterol glucopirandsido

Figura 1.10 Esteroles aislados de P. reichenbachianum (Rios et al., 2001).

En otro estudio, de P. juniperinum se aislo el &cido oleandlico que presento actividad anti-
VIH (Kashiwada et al., 1998), asi como también un derivado de acido cafeico, el acido 5-

cafeoil-epi-quinico con potencial antineoplasico (Furbacher, 2001) (Figura 1.11).
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Acido oleandlico Acido 5-cafeoil-epi-quinico

Figura 1.11 Compuestos aislados de P. juniperinum (Furbacher, 2001; Kashiwada et al., 1998).

De P. brachystachyum se han aislado terpenoides tales como: lupenona, acido betulinico,
acido betuldnico, &cido oleandlico, aldehido del acido oleandlico, dos flavonoides, la
acacetina y la acacetina 7-metil-éter, y como componente mayoritario el acido morénico,
el cual, ademas de presentar actividad citotoxica, ha mostrado actividad antihipertensiva,
antidiabética y anti-VIH (Lépez-Martinez et al., 2013) (Figura 1.12).

De P. tomentosum se aislaron los flavonoides vitexina, schaftosida (6-C-glucosil-8-C-
arabinosil-apigenina), isoschaftosida (6-C-arabinosil-8-C-glucosil-apigenina), apigenina y

apigenina-4’-O-glucopirandsido (Dossaji et al., 1983) (Figura 1.13).

Por dltimo, de P. liga se identific la presencia de flavonoides y antocianidinas (Figura
1.14), tales como apigenina-6-C-glicésido, apigenina-8-C-glicésido, luteolina-6-C-xilosa-8-

C-glucésido y la apigeninidina (Varela et al., 2004).
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Lupenona Acido betulinico

Acacetina Acacetina 7-metil-éter

Figura 1.12 Compuestos aislados de P. brachystachyum (L6pez-Martinez et al., 2013).

Ri R: R;

Vitexina H H -Glu

Schaftosida H -Ara -Glu

Isoschaftosida H -Glu -Ara
Apigenina H H H
Apigenina-4’-O-glucopiranésido | -Glu H H

Figura 1.13 Flavonoides aislados de P. tomentosum. -Ara: Arabinosa, -Glu: Glucosa

(Dossaiji et al., 1983).
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Luteolina-6-C-xilosa-8-C-glucdsido Apigeninidina
Figura 1.14 Compuestos identificados de P. liga. -Xil: Xilosa, -Glu: Glucosa (Varela et al., 2004).

6. Phoradendron vernicosum

La especie Phoradendron vernicosum Greenm. (Figura 1.15), sinonimia de Phoradendron
decussatum Trel., Phoradendron vulcanicum Trel., Phoradendron wattii Krug & Urb, se
desarrolla en un hébitat tropical, abarcando desde un clima subhimedo hasta tropical
calido. Esta especie se encuentra distribuida en Centroamérica, las Antillas y en la
Republica Mexicana en los estados de Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Oaxaca, Quintana Roo, Veracruz y Yucatan, en este Ultimo principalmente en el centro
(Alvarado-Cardenas, 2010; Trelease, 1916).

Es conocida comunmente como “caballero” en espafol, y como “k'awis k'k'ew” o “ya‘'ax
k'ew” en maya. Es un arbusto, con tallos de ramificacion erecta, glabros y con hojas de
color verde y lustrosas, lanceoladas-ovaladas o elipticas, y frutos ovoides, de ruguloso a
verrugoso, de color blanco a amarillo, los cuales contienen varias semillas incrustadas.
Sus flores son discretas, de color amarillo verdoso de 1-3 mm de didmetro (Arellano-
Rodriguez et al., 2003; Barrera-Marin et al., 1976; Osadao, 1834, 2010; Trelease, 1916).

14
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Figura 1.15 Especie Phoradendron vernicosum en su habitat natural.

Es una planta hemiparasita, esto quiere decir que es parcialmente parasita, provista de
clorofila lo cual le permite realizar la fotosintesis, pero necesita obtener de su huésped
agua y sales por medio de su haustorio, en donde sélo el xilema entra en contacto con el
hospedero (Hull y Leonard, 1964a; 1964b).

Esta planta es utilizada en la medicina tradicional maya para el tratamiento de los
abscesos, los cuales son afecciones en la piel caracterizadas por la acumulacién de
material purulento, inflamacion y enrojecimiento (Arellano-Rodriguez et al., 2003; Barrera-
Marin et al., 1976; Osadao, 1834).

Hasta el momento, la informacién obtenida de la investigacion bibliogréfica realizada en
diversas bases de datos respecto a estudios quimicos o bioldgicos de esta especie es
limitada. Sin embargo, en un estudio preliminar efectuado en el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY) en conjunto con la Unidad de Investigacion del Hospital
General Regional No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) “Lic. Ignacio
Garcia Téllez”, se realizé el aislamiento y la elucidacion estructural de tres triterpenos con
esqueleto lupano (Figura 1.16): acido betulinico, 2,24-epoxi-2,3-dihidroxilup-20(29)-en-28-
oico y acido 24-hidroxibetulinico, de los cuales se evalué su efecto citotéxico (Cuadro 1.1)
y antiproliferativo (Cuadro 1.2), con su respectivos indices de selectividad, frente a
diversas lineas celulares de cancer humano, observdndose que las concentraciones
presentadas en la linea celular de cancer nasofarigeo (KB) son cercanas al corte

establecido por el Instituto Nacional del Cancer y con indices de selectividad altos (IS =
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10), teniendo esta especie el potencial para producir metabolitos de interés
anticancerigeno (Garcia-Camara, 2014; Mena-Rejon et al., 2009).

Acido betulinico Acido 2,24-epoxi-2,3-dihidroxi-20(29)-lupen-28-

oico

Acido 24-hidroxibetulinico

Figura 1.16 Compuestos aislados de la especie P. vernicosum (Garcia-Camara, 2014).

Cuadro 1.1 Actividad citotoxica e indice de selectividad de los compuestos aislados de la planta
entera P. vernicosum.

Lineas celulares CCsy uM * DE (IS)

_ Compuesto Hek-293 SiHa KB MCF-7 Hep-2
Acido betulinico 80.0+ 115 38.8+1.1 156+1.8 56.6 + 4.4 482 +1.3
, (2.1) (5.1) (1.4) (1.6)

Acido 2,24- 442.4 +21.8 24.1+2.6 89.1+3.8
epoxi-2,3- (18.3) (5.0)
dihidroxi-20(29)-
lupen-28-oico
Acido 24- 95.8+9.0 20.3+0.8 108+ 1.1 31.7+1.7 341+£2.0
hidroxibetulinico (4.7) (8.9) (3.0) (2.8)
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Cuadro 1.2 Actividad antiproliferativa e indice de selectividad de los compuestos aislados de la
planta entera P. vernicosum.

Lineas celulares Clso uM % DS (IS)

~ Compuesto
Acido betulinico

Acido 2,24
epoxi-2,3-
dihidroxi-20(29)-
en-28-oico
Acido 24-
hidroxibetulinico

Hek-293
336.2+13.8

692.0 £ 25.4

95.5+11.6

SiHa
90.3+6.7
(3.7)
613+ 2.3
(11.3)

57.8+1.5
(1.6)

KB MCF-7 Hep-2

28.1+2.1 66.2+1.8 -
(12.0) (5.1)

17.3+1.8 - -
(40.0)

125+ 1.4 48.9 £ 6.6 75.2 2.0
(7.6) (1.9) (1.3)

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se plantea continuar con el estudio

fitoquimico de la especie P. vernicosum con el fin de aislar e identificar otros metabolitos

secundarios que pudieran presentar una mayor actividad citotéxica y antiproliferativa.
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JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad que se encuentra entre las principales causas de mortalidad
a nivel mundial. Las alternativas existentes para el tratamiento de esta enfermedad tienen
como objetivo primordial la mejora de la calidad de vida de los pacientes y la reduccién de
las tasas de mortalidad. Sin embargo, éstos presentan serias desventajas, tales como
multiples efectos secundarios, costos elevados, mecanismos de resistencia de las células
tumorales ante compuestos anticancerigenos y poca eficacia de los tratamientos contra la
metastasis. Debido a esto, es necesario encontrar nuevas alternativas para el tratamiento

del cancer.

Actualmente existen muchas investigaciones dedicadas a la busqueda de nuevos
farmacos mas eficaces y con menos efectos adversos. Entre una de las principales
fuentes para esta blsqueda, son las plantas superiores, de las cuales se ha obtenido la

mayoria de los farmacos usados para la quimioterapia del cancer.

La especie P. vernicosum es una planta utilizada en la medicina tradicional maya y que ha
sido utilizada para el tratamiento de sintomatologia sugerente al cancer. Aunado a esto,
en un estudio previo se evaluaron tanto el extracto metandlico como tres triterpenos
aislados de esta planta en los bioensayos de citotoxicidad y antiproliferativo, presentando
actividad citotoxica importante, aunque se piensa que pueden estar presentes otros
metabolitos que sean responsables de la actividad bioldgica que se observa en el extracto
metandlico original y en algunas fracciones del mismo, por lo que en este trabajo se
plantea continuar con el estudio fitoquimico de P. vernicosum con el objetivo de aislar e

identificar mas compuestos con actividad citotdxica y antiproliferativa.
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HIPOTESIS

El extracto metandlico de Phoradendron vernicosum tiene metabolitos, tales como

triterpenos y flavonoides, con actividad citotoxica y antiproliferativa.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad citotoxica y antiproliferativa de compuestos obtenidos de las partes

aéreas de la especie Phoradendron vernicosum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2.

3.

4,

Evaluar en el bioensayo in vitro de actividad citotoxica las fracciones del extracto
metanodlico de Phoradendron vernicosum para obtener sus concentraciones
citotoxicas medias.

Aislar por técnicas cromatograficas metabolitos secundarios presentes en las
fracciones activas del extracto metandlico de Phoradendron vernicosum.

Elucidar las estructuras moleculares de los metabolitos aislados por medio de
técnicas espectroscopicas y espectrométricas

Evaluar los compuestos puros obtenidos en bioensayos in vitro contra células
normales de rifion de mono verde (Vero) y tumorales de mama (MCF-7 y MDA-
MB-231), cérvix (HeLa y SiHa) y préstata (DU-145) para obtener sus
concentraciones citotéxicas y antiproliferativas medias.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental del presente trabajo (Figura 1.17) inici6 con extracciones
liquido-liquido del extracto metandlico con disolventes de polaridad ascendente para la
obtencién de las particiones organicas. El extracto metandlico y las fracciones resultantes
de las particiones organicas se evaluaron frente a la linea celular de cancer cervicouterino
(HeLa) por medio del ensayo de citotoxicidad. Las tres fracciones organicas fueron
purificadas mediante diferentes técnicas cromatograficas hasta la obtencion de
compuestos puros, cuyas estructuras fueron elucidadas mediante técnicas

espectroscopicas y espectrométricas y son presentadas en este trabajo.

FExlracio MeOH

Obtencion de las
pariiciones
organicas

Ensayo de
citotoxicidad

Aislamiento y
purificacion de
metabolitos

Ensayo de
citotoxicidad y
antiproliferativo

ldentificacion de
los compuestos
(RMN, EM, etc)

Figura 1.17 Estrategia experimental planteada para este trabajo.
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CAPITULO Il

AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS
AISLADOS DE Phoradendron vernicosum

2.1 INTRODUCCION

Como consecuencia de los beneficios a la salud que la medicina tradicional ha
demostrado tener, los cientificos y profesionales de la salud han manifestado un aumento
en su interés sobre plantas medicinales utilizadas en este campo. Por tal motivo, se
desarrollan estudios fitoquimicos con especies vegetales utilizadas en medicina
tradicional, para lo cual se realiza una serie de investigaciones que requieren varios
métodos para la separacion, purificacion e identificacion de los distintos constituyentes
presentes en las plantas (Harbone, 1998).

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Procedimientos generales

Los disolventes que se utilizaron para los procesos de extraccion, separacion y

purificacion fueron de grado industrial, previamente destilados en el laboratorio.

Los andlisis por cromatografia en capa delgada (ccd) fueron realizados utilizando
cromatofolios impregnados de gel de silice G-60 de 0.25 mm de espesor con indicador
fluorescente F,s,. Los agentes reveladores utilizados en todos los casos fueron luz
ultravioleta (UVass ¥ UVage), 6leum (H,SO,4, AcOH, H,O en proporcion 1:20:4) y acido
fosfomolibdico (0.10 moles de H3[P(M03O10)4], 6.18 x 10° moles de Ce(SO.), y 5% de
H,SO,).

Para las separaciones por cromatografia en columna (cc) se utilizaron columnas de vidrio
empacadas con gel de silice con tamafio de particula 63-200 pm (malla 70-230) y 40-63
um (malla 230-400); y gel de silice para ccd, con tamafio de particula de 2-25 pm, sin
indicador de fluorescencia (Merck). Para las separaciones por métodos cromatograficos
de exclusion molecular se empled Sephadex lipofilico LH-20 (Sigma Aldrich) como fase

estacionaria. De igual manera, se empled un sistema de separacion cromatografica de
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mediana presién (marca Biichi, modelo Sepacore), usando una columna cromatografica
de vidrio de 2 cm de diametro interno y como fase estacionaria gel de silice con tamafio

de particula de 2-25 pm, sin indicador de fluorescencia (Merck).

Los puntos de fusion de los compuestos novedosos fueron determinados por medio de un
aparato de punto de fusion (Laboratory Devices, Inc., modelo Mel-Temp II).

La rotacion oOptica de los compuestos novedosos fue medida por medio de un polarimetro
(Rudolph Research Analytical Autopol).

Para los espectros de infrarrojo (IR) se utiliz6 un espectrofotometro (Nicolet, modelo
Protegé 460).

Los espectros de masas de baja resolucién fueron realizados en un cromatégrafo de
gases (Agilent Technologies 6890N) acoplado a un detector masico (5975B). Los
espectros de masas de alta resolucién fueron medidos por medio de un cromatografo de

gases acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucién (JEOL GCMate II).

Los espectros de resonancia magnética nuclear protdnica (RMN-'H), de carbono trece
(RMN-'3C), los experimentos mono (1D) y bidimensionales (2D), homo (COSY, NOESY y
ROESY) y heteronucleares (HSQC y HMBC) se obtuvieron en un espectrémetro de 400
MHz (Bruker Avance 400 Ultrashield) con una sonda dual de 5 mm y en un espectrometro
de 600 MHz (Varian/Agilent Premium Compact 600), con modulo gradiente de campo
pulsado y sonda de 5 mm 'H-"*F/*°*N-*'P, usando disolventes deuterados (Aldrich). Los
desplazamientos quimicos se proporcionan en partes por millon (ppm) referidos a los

protones residuales del disolvente deuterado utilizado y al tetrametilsilano (TMS).

El experimento 'H-'H COSY (COrrelated SpectroscopY) es una técnica para establecer

las correlaciones spin-spin entre protones vecinos, hasta cuatro enlaces.

El experimento H-'H NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) es una técnica
para determinar qué sefiales surgen de los protones que estan cerca el uno del otro

(hasta 5 A) a través de correlaciones espaciales.
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El experimento 'H-'H ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY) es una
técnica para determinar sefiales que surgen de protones a través de correlaciones

espaciales por medio de la relajacién spin-spin (hasta 5 A).

El experimento HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation) se usa para
determinar las correlaciones entre proton y carbono directamente unidos a través de un

enlace.

El experimento HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) da correlaciones entre

los carbonos y los protones que estan separados de dos a cuatro enlaces.

Las muestras que no se volatilizaban a la temperatura del inyector en el GC-EM fueron
derivatizadas por sililacion, con el propdsito de sustitutir los grupos oxhidrilo a éteres de
sililo, compuestos con menor punto de ebulliciébn y asi obtener sus espectros de masas.
La sililacién se llevd a cabo usando 50 pL de reactivo BSTFA + TMCS, 99:1 (Sigma-
Aldrich) en 50 L de piridina con un 1 mg de la muestra durante 10 min a 100 °C en placa

de calentamiento.
2.2.2 Material vegetal

Varios ejemplares de P. vernicosum fueron recolectados en la carretera Sisal-Hunucma
(21°05'38.0" N, 89°58'21.4" W), Yucatan (México) en el mes de octubre de 2011; la
especie fue identificada por el Técnico Paulino Sima-Polanco. Los especimenes fueron
colectados completamente; un ejemplar fue depositado en el herbario U Najil Tikin Xiw del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, con el nimero PSima-2999 (Garcia-
Camara, 2014).

2.2.3 Obtencién del extracto metandlico y particiones organicas

Los especimenes completos, previamente desecados a una temperatura no mayor de 50
°C, fueron pulverizados en un molino de cuchillas sin enfriamiento hasta un tamafio de
particula correspondiente a un tamiz de malla No. 10, obteniéndose 6.2 kg. El material
vegetal fue sometido a un proceso de extracciéon con metanol (MeOH), por el método de

maceracion (Garcia-Camara, 2014).
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Posteriormente, el extracto metandlico (658 g), disuelto en una mezcla de MeOH:H,0

(2:3) fue sometido a un proceso de particion liquido-liquido con hexano (Hx). A la fase

hexanica se le elimind el disolvente con ayuda de un evaporador rotatorio a presion

reducida, obteniéndose 43.4 g de la fraccion hexanica (PVP-2A).

Este mismo procedimiento también fue realizado con diclorometano (CH,Cl,) y acetato de
etilo (AcOEt), obteniéndose 115.5 g de la fraccién CH,Cl, (PVP-2B) y 71.9 g de la fraccion
de AcOEt (PVP-2C). Finalmente, se tomé una alicuota de 5 mL del residuo acuoso y éste

fue concentrado hasta obtener 149.7 mg de la fraccion acuosa (PVP-2D) (Figura 2.1).

El extracto metandlico, asi como las fracciones obtenidas mediante las diferentes

particiones liquido-liquido, fueron sometidas a un bioensayo de citotoxicidad.

Partes aéreas de
P. vernicosum

] 6.2 kg
‘ MeOH

Extracto MeOH

658 g
| Ext lig-lig Hx
[ !
PVP-2A* Fase acuosa
434 ¢| o
Ext lig-lig CH,Cl,
PVP-2B* Fase acuosa
1155¢
il Ext lig-lig AcOEt
PVP-2C* Fase acuosa*

7199

*Actividad biolégica

Figura 2.1 Fraccionamiento del extracto metandlico de las partes aéreas de Phoradendron

vernicosum.
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2.2.4 Estudio fitoquimico de la fraccion hexanica (PVP-2A)

La fraccion hexanica (43.4 g, Figura 2.2) fue fraccionada en una columna cromatogréfica,
por medio de cromatografia liquida al vacio (CLV) empacada con gel de silice para ccd,
utilizando como fase mévil Hx, mezclas de Hx-AcOEt (98:2 — 1:1), AcOEt y mezclas de
AcOEt-MeOH (7:3 y 1:1). Asi se obtuvieron 10 fracciones (PVP-3A — 3J), las cuales

fueron sometidas a un nuevo bioensayo de citotoxicidad.

La fraccion primaria PVP-3C (200 mg) se fraccioné por medio de una cromatografia en
columna usando como fase estacionaria gel de silice para cc y como eluyente una mezcla
de Hx-AcOEt (98:2), de la cual se obtuvo un total de nueve fracciones (PVP-4A — 4l),
obteniéndose asi el compuesto | (PVP-4g1l, 81.7 mg, lupenona).

La fraccion primaria PVP-3F (11.0 g) fue sometida a un fraccionamiento por medio de una
CLV, usando como fase mévil CH,Cl,, mezclas de CH,Cl,-AcOEt (98:2 — 1:1), AcOEt y
una mezcla de AcOEt-MeOH (7:3). Se obtuvo un total de once fracciones (PVP-5A — 5K).
La fraccion PVP-5D mostré la presencia de un precipitado blanco, el cual fue filtrado a
gravedad, hasta obtener el compuesto Il (PVP-5d1, 198.1 mg, &cido-3 epi-betulinico).

Por otro lado, el sobrenadante de la fraccion PVP-5D fue fraccionado por medio de una
cromatografia en columna, cuya fase estacionaria utilizada fue Sephadex LH-20 y como
fase mévil una mezcla de Hx-cloroformo (CHCI3;)-MeOH (2:1:1), obteniéndose de esta
manera siete fracciones (PVP-6A — 6G).

La fraccion PVP-6D (1.29 g) fue purificada por cromatografia en columna con gel de silice
usando un sistema isocratico con Hx-acetona ((CHs),CO) en proporcion 9:1, de la cual se
obtuvo el compuesto Il (PVP-7el, 16 mg, acido betulinico) y la fraccion PVP-7b (20 mg),

gue es la mezcla de los compuestos V (betulona) y VI (4cido betuldnico).

La fraccién PVP-5F (318 mg) se fracciond por cromatografia en columna y usando como
eluyente CHCI;-AcOEt (2:8), obteniéndose asi cuatro fracciones (PVP-8A — 8D). La
fraccion PVP-8B (252.5 mg) se fracciond por cromatografia en columna con una mezcla
de CHCI;-AcOEt (9:1); de la cual se obtuvieron siete fracciones (PVP-9A — 9G). De la
fraccion PVP-9B se obtuvo el compuesto IV (PVP-9bl, 11 mg, acido 3(3,23-dihidroxilup-
20(29)-en-oico).
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PVP-2A
(- 434 ¢
cLV
PVP-3A —
PVP-3J
| 1
PVP-3C PVP-3F
|
CC Hx-AcOEt | | &
Compuesto | PVP-5D PVP-5F
— — = ‘ CC CHCI;-AcOEt
t°m?|:‘95t° PVP-5D' PVP-8B
198.2 mg
CC Hx-CHCl;-MeOH l ‘ CC CH,Cl,-AcOEt
PVP-6D ComR;Jesto
] 11 mg
CC Hx-An
|
PVP-7B t:om;l)luesto
~20mg| B4 16mg|

ccdp Hx-AcOEt 1
[
Compuesto Compuesto
B v
1 8 mg| | 10 mg

Figura 2.2 Aislamiento de metabolitos de las fracciones primarias PVP-3C y PVP-3F de la fraccion
hexénica (PVP-2A) de Phoradendron vernicosum.

La fraccion primaria PVP-3G (709.4 mg) (Figura 2.3) se fracciond por cromatografia en
columna usando como eluyente CH,Cl,-AcOEt (9:1), obteniendo 11 fracciones, de las
cuales de la fraccion PVP-10K1 se obtuvo el compuesto VIl (88.5 mg, acido oleandlico).
La fracciéon PVP-11l (348.6 mg) se purificd por cromatografia en columna con Hx-AcOEt

(8:2) como fase mévil, obteniendo al compuesto VIl (68.6 mg, betulina).

Con la fraccién primaria PVP-3H (2.9 g) se realiz6 una cromatografia en columna usando
como eluyente Hx-AcOEt isocrético (7:3), obteniéndose trece fracciones (PVP-12A - PVP-
12N), en la mayoria de las cuales se observd la presencia del compuesto VII (acido

oleandlico) y VIII (betulina); en la fraccién PVP-12J (584.7 mg) se observd un precipitado,
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el cual se separ¢ por filtracién a vacio, obteniéndose dos fracciones, PVP-13A (248.9 mg)
y PVP-13B (335.8 mg). La fraccion PVP-13B se fraccioné por medio de una columna
cromatogréfica eluida con Hx-An (8:2), obteniéndose el compuesto IX (PVP-14d1, 215.7
mg, acido 3[3,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-0ico).

Por otro lado, la fraccibn PVP-12N (380.2 mg) se separ6 por cromatografia en columna
eluida con Hx, una mezcla de Hx-AcOEt (98:2 — 1:1) y (CH3),CO, de la cual se obtuvieron
73 fracciones, las cuales por medio de ccd se reunieron por similitud en 15 fracciones
(PVP-15A — PVP-150). La fraccion PVP-15J (66.2 mg) fue fraccionada por cromatografia
en columna usando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y como fase mévil una
mezcla de Hx-CHCI;-MeOH (2:1:1), de la cual se obtuvieron seis fracciones (PVP-16A —
PVP-16F), obteniendo asi el compuesto X (PVP-16cl, 49.1 mg, acido 3a,23-dihidroxi-30-
oxolup-20(29)-en-28-o0ico).

La fraccion primaria PVP-3I (2.5 g) fue separada por cromatografia en columna usando
como fase movil CH,Cl,, CH,Cl,-An (95:5 — 1:1) y se obtuvieron 16 fracciones (PVP-17A —
17P), de las cuales la fraccion PVP-17A (51.3 mg) fue separada por medio de
cromatografia en columna con Sephadex LH-20 usando el sistema Hx-CH,Cl,-MeOH
(2:1:1), obteniéndose siete fracciones (PVP-18A — 18G); la fraccion PVP-18C fue
separada por ccdp obteniéndose el compuesto XI (4.4 mg, PVP-19bl, 4cido 3a,23-O-
isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico).
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Figura 2.3 Aislamiento de metabolitos de las fracciones primarias PVP-3G, PVP-3H y PVP-3I de la
fraccion hexanica (PVP-2A) de Phoradendron vernicosum.

2.2.5 Estudio fitoquimico de la fraccién diclorometanica (PVP-2B)

La fraccién diclorometanica PVP-2B (115.5 g, Figura 2.4), fue fraccionada usando dos
columnas, de 40 g cada una, por la técnica de CLV, empacada con gel de silice para ccd,
utilizando como fase mavil Hx, mezclas de Hx-AcOEt (95:5 - 75:25), CHCI;-AcOEt (9:1 -
4:6), AcOEt y mezcla de AcOEt-MeOH (6:4). De esta columna se obtuvieron 14 fracciones
(PVP-19A — 19N).

Las fracciones primarias obtenidas fueron sometidas a ensayos de citotoxicidad, de las
cuales las més activas seran sometidas a fraccionamientos posteriores para la

purificacién de los metabolitos secundarios que le pudieran conferir dicha actividad.
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La fraccién primaria PVP-19F (8.7 g) present6 un precipitado de color blanco, el cual fue
filtrado a vacio, y fue hombrado como PVP-20A (1.70 g) y las aguas madres como PVP-
21B (7.0 g). La fraccidbn PVP-20A fue separada por una cromatografia en columna con
silice para flash cuya fase estacionaria fue Hx-AcOEt en gradiente (9:1 — 1:1), obteniendo
10 fracciones (PVP-21A — PVP-21J). La fraccibn PVP-21D (4.39 mg) fue separada por
ccdp con un eluyente de Hx-AcOEt (9:1, 5x), obteniendo asi al compuesto XII (PVP-22al,
2.2 mg, 28-norlup-20(29)-en-3a,17p-diol). La fraccion PVP-21J (14.7 mg) fue identificada
como el compuesto Il (4cido-3-epi-betulinico).

La fraccion PVP-20B se fraccion6 mediante una CLV usando como fase mévil Hx, Hx-
AcOEt (95:5 — 1:1) teniendo un total de 10 fracciones; la fraccion PVP-23D (114.5 mg) fue
purificada usando el equipo Sepacore empacada con silice para ccd y como fase movil
Hx-An (9:1) de manera isocratica por 50 min a un flujo de 15 mL/min, obteniendo asi la
fraccion PVP-24al (35.7 mg, compuesto Xlll, 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano) y la fraccion
PV-24b1 (19.7 mg, compuesto XIV, 1-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ilo). La fraccion PVP-
23E (422.5 mg) fue separada por cromatografia en columna, con un sistema de eluyente
de Hx-CO(CHs), isocréatico (9:1) obteniendo 12 fracciones, de las cuales se obtuvo el
compuesto XV (PVP-25h1, 2.0 mg, 2-metilpentano-2,3,4-triol), el compuesto XVI (PVP-
25k1, 2.0 mg, 2-metilpentano-2,3,4-triol) y compuesto XVII (PVP-25j1, 3.0 mg, 2,3-
dimetilbutano-1,2,3-triol).
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Figura 2.4 Aislamiento de metabolitos de la fraccién diclorometanica (PVP-2B) de Phoradendron

vernicosum.
2.2.6 Estudio fitoquimico de la fraccion de acetato de etilo (PVP-2C)

La fraccién de acetato de etilo (PVP-2C, 71 g, Figura 2.5) fue fraccionada por la técnica
de CLV, empacada con gel de silice para ccd, utilizando como fase movil mezclas de
CH,CI,-MeOH (9:1 - 1:1); de esta columna se obtuvieron siete fracciones (PVP-26A —
26G).

La fraccion PVP-26A (102.3 mg) fue separada por CC utilizando como fase moévil Hx,
mezclas de Hx-An (9:1 — 1:1) y An, obteniendo asi cuatro fracciones (PVP-27A — 27D), la
fraccion PVP-27B fue separada por ccdp usando como eluyente Hx-An (9:1, 2x),
obteniendo tres fracciones (PVP-28A — 28C), en la fraccion PVP-28al se obtuvo el

compuesto | (lupenona, 11.7 mg).

La fraccion PVP-26B (94.5 mg) fue fraccionada por CC usando el sistema Hx-An (9:1) de
forma isocratica, obteniendo cinco fracciones (PVP-29A — 29E); la fraccion PVP-29B (111
mg) resulté ser una mezcla muy compleja, por lo que se decidio realizar la separacion por
CCDP, obteniendo nueve fracciones (PVP-30A — 30I). La fraccion PVP-30A result6 ser el
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compuesto | (lupenona, 2 mg), de la fraccion PVP-30C1 (7.5 mg) fue obtenido el
compuesto XIX (28-O-acetil-betulona). De la fraccion PVP-30F (10 mg) fue separado por
CCDP y como fase movil Hx-AcOEt (95:5, 6x) obteniendo tres fracciones mayoritarias
(PVP-31A — 31C); de las cuales de la fraccion PVP-31B1 se obtuvo el compuesto Xl (1.5
mg, acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico). Por otra parte, la
fraccion PVP-30E (15 mg) fue separada por CCDP, cuya fase mévil fue Hx-AcOEt (95:5,
7x), obteniendo cuatro fracciones (PVP-32A — 32D); de la fraccion PVP-32A1 (3.3 mg) se
obtuvo el compuesto XVIII (lupeol).

La fraccion PVP-26C (6.66 g) fue separada por CLV utilizando el sistema Hx, mezclas de
Hx-(CHs3),CO (95:5 — 1:1) y (CHs),CO, obteniendo 11 fracciones (PVP-33A — 33K). La
fraccion PVP-33E (641.2 mg) se fracciond por CC y como fase mévil CH,Cl, y mezclas de
CH,CI,-(CH3),CO (99:1 — 66:34), obteniendo 15 fracciones (PVP-34A — 340). De la
fraccion PVP-34D1 (15.9 mg) se obtuvo el compuesto XX (naringenina, 5.4 mg) por CCDP
y como fase movil Hx-(CH3),CO (8:2, 2x). La fraccion PVP-34E (27 mg) fue separada por
CCDP usando como fase movil Hx-AcOEt (8:2) obteniendo el compuesto XI (PVP-35A1,
2.2 mg, acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico.

PVP-2C
B 719g
CLV |
PVP-26A —
PVP-26G
I
| e e |
PVP-26A PVP-26B PVP-26C
| CC Hx-ACOEt | CC Hx-An cLv
PVP-27B PVP-29B PVP-33E
e ced
|ccdp Hx-An | | j P CC CH,Cl,-An |
Comr:uesto Eompluesto \iom);zﬁesto PVP-30F PVP-330E Eom)[&esto PVP-34E
= 11.7 mg| 2.0 mg 7.5mg : ' | 04 mg] N
ccdp Hx-AcOEt |ccdp Hx-AcOEt| ccdp HX-ACOEt |
Compuesto Compuesto Compuesto
Xl Xvi Xl
B 15mg] =4 3.3 mg| = 1.5mg|

Figura 2.5 Aislamiento de metabolitos de las fracciones primarias PVP-26A y PVP-26B de la
fraccion de acetato de etilo (PVP-2C) de Phoradendron vernicosum.
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2.2.7 Datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos

Compuesto | (Lupenona): IR (KBr) vms 3000, 2912, 1702 cm™. EM (70 eV) 424 (47),
409 (46), 205 (100), 189 (48) m/z. RMN-'H (400 MHz, CDCl;) & 2.45 (1H, m, H-19B), 1.06
(3H, s, H-23), 1.05 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s, H-25), 1.01 (3H, s, H-26), 0.78 (3H, s, H-27),
0.92 (3H, s, H-28), 4.68 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-29a), 4.56 (1H, dd, J = 2.4, 1.2 Hz, H-29b),
1.67 (3H, s, H-30). RMN-**C (100 MHz, CDCl;) & 218.4 (C, C-3), 43.0 (CH, C-19), 34.0
(CHs, C-23), 33.7 (CHs, C-24), 19.4 (CHs, C-25), 18.1 (CHs, C-26), 14.6 (CH3, C-27), 19.8
(CHs, C-28), 109.5 (CH,, C-29), 21.1 (CHj3, C-30).

Compuesto Il (Acido betulinico): IR (KBr) vma 3100, 1687 cm™. EM [sililado] (70 eV)
600 (2), 189 (73), 73 (100) m/z. RMN-'H (600 MHz, piridina-ds) & 3.47 (1H, t, J = 7.8 Hz,
H-3), 3.55 (1H, ddd, J = 11.4, 11.4, 6.0 Hz, H-198), 1.24 (3H, s, H-23), 1.09 (3H, s, H-24),
1.02 (3H, s, H-25), 1.08 (3H, s, H-26), 0.84 (3H, s, H-27), 4.96 (1H, s, H-29a), 4.78 (1H, s,
H-29b), 1.81 (3H, s, H-30). RMN-'*C (150 MHz, piridina-ds) & 78.5 (C, C-3), 48.2 (CH, C-
19), 26.5 (CH3, C-23), 15.3 (CH3, C-24), 16.7 (CHs, C-25), 16.8 (CH3, C-26), 15.3 (CHs, C-
27), 179.2 (CH3, C-28), 110.3 (CH,, C-29), 19.8 (CHjs, C-30).

Compuesto Il (Acido 3-epi-betulinico): IR (KBr) vmns 3444, 1694 cm™. EM [sililado] (70
eV) 600 (2), 189 (60), 73 (100) m/z. RMN-'H (600 MHz, acetona-ds) 5 3.30 (1H, pt, J = 2.8
Hz, H-3), 3.05 (1H, ddd, J = 10.8, 5.4, 5.4 Hz, H-19B), 1.03 (3H, s, H-23), 0.95 (3H, s, H-
24), 0.86 (3H, s, H-25), 0.91 (3H, s, H-26), 0.80 (3H, s, H-27), 4.72 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-
29a), 4.58 (1H, s, H-29b), 1.69 (3H, s, H-30). RMN-"3C (150 MHz, Acetona-ds) 8 75.7 (C,
C-3), 47.9 (CH, C-19), 26.4 (CHs, C-23), 15.0 (CH3, C-24), 16.4 (CHs, C-25), 16.5 (CH3, C-
26), 15.0 (CHs, C-27), 177.5 (CHj, C-28), 109.9 (CH,, C-29), 19.4 (CH3, C-30).

Compuesto IV (Acido dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico): RMN-'H (600 MHz, CDCl;)
3.67 (1H, pt, J = 2.4 Hz, H-3), 3.00 (1H, m, H-19B), 3.53 (1H, d, J = 11.4 Hz, H-23a), 3.40
(1H, d, J = 11.4 Hz, H-23b), 0.68 (3H, s, H-24), 0.86 (3H, s, H-25), 0.95 (3H, s, H-26), 1.01
(3H, s, H-27), 4.74 (1H, sa, H-29a), 4.61 (1H, sa, H-29b), 1.60 (3H, s, H-30). RMN-3C
(150 MHz, CDCly) 8 76.6 (C, C-3), 46.9 (CH, C-19), 71.4 (CH,, C-23), 18.0 (CH,, C-24),
16.2 (CHs, C-25), 16.2 (CHs, C-26), 14.8 (CHs, C-27), 180.0 (CHs, C-28), 109.7 (CH,, C-
29), 19.4 (CHs, C-30).
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Compuesto V (Betulona): IR (KBr) vma 3500, 1702 cm™. RMN-'H (600 MHz, CDCls) &
1.07 (3H, s, H-23), 1.02 (3H, d, H-24), 0.92 (3H, s, H-25), 1.06 (3H, s, H-26), 0.99 (3H, s,
H-27), 3.79 (1H, s, H-28a), 3.33 (1H, s, H-28b), 4.68 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-29a), 4.58 (1H,
s, H-29b), 1.68 (3H, s, H-30). RMN-"*C (150 MHz, CDCl;) & 218.2 (C, C-3), 25.4 (CHs, C-
23), 21.2 (CH3, C-24), 15.9 (CHs, C-25), 16.1 (CH3, C-26), 14.8 (CH3, C-27), 60.7 (CH,, C-
28), 109.9 (CH,, C-29), 19.2 (CHs, C-30).

Compuesto VI (Acido betuldnico): IR (KBr) vms 2942, 1697 cm™. RMN-'H (400 MHz,
CDCl;) 5 3.01 (1H, td, J = 10.8, 4.4 Hz, H-19B), 1.06 (3H, s, H-23), 1.01 (3H, s, H-24), 0.92
(3H, s, H-25), 0.96 (3H, s, H-26), 0.98 (3H, s, H-27), 4.73 (1H, s, H-29a), 4.60 (1H, s, H-
29b), 1.68 (3H, s, H-30). RMN-*3C (100 MHz, CDCl;) & 218.6 (C, C-3), 47.0 (CH, C-19),
26.7 (CHs, C-23), 21.1 (CHs, C-24), 16.1 (CHs, C-25), 15.9 (CHs, C-26), 14.7 (CHs, C-27),
181.9 (CHs, C-28), 109.9 (CH,, C-29), 19.5 (CHs, C-30).

Compuesto VIl (Acido oleandlico): Ry 0.51 en CH,Cl,-CO(CHs), (98:2, 2x). IR (KBr) vmax
3500, 3068, 1692 cm™. EM [sililado] (70 eV) 600 (2), 585 (5), 482 (25), 320 (26), 203
(100), 189 (40), 73 (60) m/z.

Compuesto VIII (Betulina): R¢ 0.70 en Hx-AcOEt (8:2), IR (KBr) vmax 3500, 3075, 1684
cm™. EM [sililado] (70 eV) 586 (5), 496 (30), 393 (30), 203 (80), 189 (90), 73 (100) m/z.

Compuesto IX (Acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico): pf 199-200 °C. [a]*°,
-35.0 (c 0.2, CHCIy). IR (KBr) vmax 3500, 3070, 2942, 1699, 1635 cm™. EM (70 eV)
[sililado] 688 (1), 598 (20), 189 (25), 73 (100) m/z. EMAR (FAB) m/z 472.3545 (calcd para
CsoHag04, 472.3552). RMN-'H (600 MHz, piridina-ds) & 1.79 (1H, m, H-1a), 1.37 (1H, m, H-
1b), 1.97 (1H, m, H-2a), 1.76 (1H, m, H-2b), 3.95 (1H, sa, H-3), 2.12 (1H, d, J = 12.0 Hz,
H-5), 1.59 (1H, m, H-6a), 1.39 (1H, m, H-6b), 1.65 (1H, t, J = 11.4 Hz, H-9), 1.51 (1H, m,
H-11a), 1.22 (1H, m, H-11b), 1.95 (1H, m, H-12a), 1.19 (1H, m, H-12b), 2.74 (1H, t, J =
12.0 Hz, H-13), 1.86 (1H, t, J = 13.2 Hz, H-15a), 1.21 (1H, d, J = 13.2 Hz, H-15b), 2.61
(1H, d, J = 12.6 Hz, H-16), 1.70 (1H, m, H-18), 3.55 (1H, m, H-19), 2.25 (1H, m, H-21a),
1.51 (1H, m, H-21b), 2.25 (1H, m, H-22a), 1.59 (1H, m, H-22b), 0.78 (3H, s, H-23), 3.89
(1H, d, J = 11.4 Hz, H-24a), 3.70 (1H, d, J = 11.4 Hz, H-24b), 0.89 (3H, s, H-25), 0.99 (3H,
s, H-26), 1.11 (3H, s, H-27), 4.95 (1H, sa, H-29a), 4.78 (1H, sa, H-29b), 1.79 (3H, s, H-30).
RMN-'3C (150 MHz, piridina-ds) & 34.2 (CH,, C-1), 27.2 (CH,, C-2), 76.3 (CH, C-3), 41.4
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(C, C-4), 44.2 (CH, C-5), 18.9 (CH,, C-6), 35.0 (CH,, C-7), 41.8 (C, C-8), 51.4 (CH, C-9),
38.1 (C, C-10), 21.7 (CH,, C-11), 26.6 (CH,, C-12), 39.1 (CH, C-13), 43.4 (C, C-14), 30.7
(CH,, C-15), 33.3 (CH,, C-16), 57.1 (C, C-17), 50.2 (CH, C-18), 48.3 (CH, C-19), 151.8 (C,
C-20), 31.7 (CH,, C-21), 38.0 (CH,, C-22), 18.5 (CHa, C-23), 71.9 (CH,, C-24), 17.0 (CHa,
C-25), 15.4 (CHa, C-26), 17.1 (CHa, C-27), 179.4 (C, C-28), 110.4 (CH,, C-29), 19.9 (CHa,
C-30).

Compuesto X (Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico): pf 188-190 °C.
[a]?®5 —30.9 (c 0.5, CHCl;-MeOH, 1:1). IR (KBr) vmax 3500, 2942, 1692 cm ™. EMAR (FAB)
m/z 486.3338 (calcd para CzoH.s0s, 486.3345). RMN-'H (600 MHz, piridina-ds) & 1.73 (1H,
m, H-1a), 1.45 (1H, m, H-1b), 1.93 (1H, m, H-2a), 1.75 (1H, m, H-2b), 3.94 (1H, sa, H-3),
2.10 (1H, m, H-5), 1.58 (1H, m, H-6a), 1.37 (1H, m, H-6b), 1.60 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-9),
1.44 (1H, m, H-11a), 1.12 (1H, m, H-11b), 1.42 (1H, m, H-12a), 1.02 (1H, m, H-12b), 2.69
(1H, ddd, J = 12.6, 12.6, 2.4 Hz, H-13), 1.85 (1H, m, H-15a), 1.22 (1H, m, H-15b), 2.23
(1H, m, H-16a), 1.55 (1H, m, H-16b), 2.60 (1H, m, H-18), 3.97 (1H, m, H-19), 2.45 (1H, m,
H-21a), 1.56 (1H, m, H-21b), 2.24 (1H, m, H-22a), 1.81 (1H, m, H-22b), 3.88 (1H, d, J =
10.8 Hz, H-23a), 3.69 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-23b), 0.77 (3H, s, H-24), 0.86 (3H, s, H-25),
1.06 (3H, s, H-26), 0.96 (3H, s, H-27), 6.37 (1H, s, H-29a), 6.00 (1H, sa, H-29b), 9.73 (1H,
s, H-30). RMN-C (150 MHz, piridina-ds) & 34.2 (CH,, C-1), 27.2 (CH,, C-2), 76.2 (CH, C-
3), 41.3 (C, C-4), 56.2 (CH, C-5), 18.9 (CH,, C-6), 35.0 (CH,, C-7), 41.7 (C, C-8), 51.3
(CH, C-9), 37.9 (C, C-10), 21.6 (CH,, C-11), 28.4 (CH,, C-12), 38.9 (CH, C-13), 43.3 (C, C-
14), 30.7 (CH,, C-15), 33.1 (CH,, C-16), 57.3 (C, C-17), 51.7 (CH, C-18), 51.2 (CH, C-19),
158.1 (C, C-20), 32.7 (CH,, C-21), 37.9 (CH,, C-22), 71.8 (CH,, C-23), 18.5 (CHs;, C-24),
17.1 (CHjs, C-25), 16.9 (CHjs, C-26), 15.3 (CHs, C-27), 179.2 (C, C-28), 134.2 (CH,, C-29),
195.8 (CH, C-30).

Compuesto Xl (Acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-28-oico): pf
111-113 °C. [a]*5 —14.8 (¢ 0.5, CHCl3-MeOH, 1:1). IR (KBr) vma 3068, 2984, 2937, 2870,
1731, 1699, 1650, 1195 cm™. EMAR (FAB) m/z 512.3841 (calcd para Cg3Hs,0.,
512.3865). RMN-'H (600 MHz, CDCls) & 1.35 (1H, m, H-1a), 1.28 (1H, m, H-1b), 1.83 (1H,
t, J = 13.5 Hz, H-2a), 1.43 (1H, m, H-2b), 3.61 (1H, sa, H-3), 1.78 (1H, d, J = 12.6 Hz, H-
5), 1.36 (1H, t, J = 7.2 Hz, H-6a), 1.29 (1H, d, J = 13.5 Hz, H-6b), 1.52 (1H, m, H-7a), 1.33
(1H, m, H-7b), 1.46 (1H, d, J = 11.4 Hz, H-9), 1.46 (1H, m, H-11a), 1.23 (1H, m, H-11b),
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1.69 (1H, m, H-12a), 1.06 (1H, dd, J = 12.6, 3.6 Hz, H-12b), 2.17 (1H, td, J = 12.6, 1.8 Hz,
H-13), 1.52 (1H, m, H-15a), 1.19 (1H, m, H-15b), 2.26 (1H, m, H-16a), 1.41 (1H, m, H-
16b), 1.61 (1H, t, J = 11.4 Hz, H-18), 3.01 (1H, ddd, J = 10.8, 10.8, 4.8 Hz, H-19), 1.98
(1H, m, H-21a), 1.40 (1H, m, H-21b), 1.96 (1H, m, H-22a), 1.47 (1H, m, H-22b), 3.66 (1H,
d, J=11.4 Hz, H-23a), 3.23 (1H, d, J = 11.4 Hz, H-23b), 0.68 (3H, s, H-24), 0.85 (3H, s, H-
25), 0.93 (3H, s, H-26), 1.01 (3H, s, H-27), 4.74 (1H, s, H-29a), 4.61 (1H, s, H-29b), 1.69
(1H, s, H-30), acetonido 1.41 (3H, s), 1.41 (3H, s). RMN-2C (150 MHz, CDCl;) 6 33.1
(CH,, C-1), 23.6 (CH,, C-2), 73.0 (CH, C-3), 35.1 (C, C-4), 43.0 (CH, C-5), 17.7 (CH,, C-
6), 34.0 (CH,, C-7), 40.8 (C, C-8), 50.2 (CH, C-9), 36.9 (C, C-10), 20.6 (CH,, C-11), 25.4
(CH,, C-12), 38.3 (CH, C-13), 42.4 (C, C-14), 29.6 (CH,, C-15), 33.1 (CH,, C-16), 56.3 (C,
C-17), 49.2 (CH, C-18), 46.9 (CH, C-19), 150.4 (C, C-20), 30.5 (CH,, C-21), 37.0 (CH,, C-
22), 68.3 (CH,, C-23), 17.2 (CH,, C-24), 16.5 (CH3, C-25), 16.1 (CHs, C-26), 14.8 (CH3, C-
27), 182.0 (C, C-28), 109.6 (CH,, C-29), 19.3 (CH, C-30), acetonido 29.2 (CHs), 19.3
(CHg), 98.0 (C).

Compuesto Xll (28-norlup-20(29)-en-3a,17B-diol): RMN-'H (600 MHz, CDCl;) & 1.60
(1H, m, H-1a), 1.47 (1H, m, H-1b), 1.93 (1H, m, H-2a), 1.53 (1H, m, H-2b), 3.39 (1H, pt, J
= 2.9 Hz, H-3), 1.20 (1H, m, H-5), 1.39 (1H, m, H-6a), 1.36 (1H, m, H-6b), 1.43 (1H, m, H-
7a), 1.39 (1H, m, H-7b), 1.39 (1H, m, H-9), 1.45 (1H, m, H-11a), 1.23 (1H, m, H-11b), 1.93
(1H, m, H-12a), 1.69 (1H, m, H-12b), 1.82 (1H, m, H-13), 1.39 (1H, m, H-15a), 1.24 (1H,
m, H-15b), 1.79 (1H, m, H-16a), 1.09 (1H, m, H-16b), 1.47 (1H, m, H-18), 2.60 (1H, ddd, J
= 10.8, 10.8, 6.1 Hz, H-19), 2.05 (1H, m, H-21a), 1.40 (1H, m, H-21b), 1.60 (1H, m, H-
22a), 1.48 (1H, m, H-22b), 0.94 (1H, s, H-23), 0.83 (3H, s, H-24), 0.85 (3H, s, H-25), 1.04
(3H, s, H-26), 0.96 (3H, s, H-27), 4.73 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-29a), 4.61 (1H, dd, J = 2.3, 1.4
Hz, H-29b), 1.68 (1H, s, H-30). RMN-**C (150 MHz, CDCl3) & 35.5 (CH,, C-1), 25.6 (CH,,
C-2), 76.4 (CH, C-3), 37.9 (C, C-4), 49.2 (CH, C-5), 18.4 (CH,, C-6), 34.4 (CH,, C-7), 41.1
(C, C-8), 50.5 (CH, C-9), 37.5 (C, C-10), 21.0 (CH,, C-11), 25.3 (CH,, C-12), 37.7 (CH, C-
13), 42.2 (C, C-14), 29.9 (CH,, C-15), 27.0 (CH,, C-16), 80.6 (C, C-17), 48.6 (CH, C-18),
48.3 (CH, C-19), 150.2 (C, C-20), 29.6 (CH,, C-21), 38.6 (CH,, C-22), 28.4 (CH,, C-23),
22.3 (CH,, C-24), 16.3 (CHs, C-25), 16.2 (CHj;, C-26), 14.1 (CHs, C-27), 109.9 (CH,, C-29),
19.4 (CH, C-30).
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Compuesto Xl (3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano): RMN-'H (600 MHz, CDCl;) & 3.23
(1H, t, J = 11.7 Hz, H-1a), 3.02 (1H, d, J = 7.2, H-1b), 4.76 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-3), 2.06
(1H, dhept, J = 4.0, 2.9 Hz, H-4), 0.97 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-5), 1.01 (3H, s, CH3; en C-2),
0.85 (3H, s, CH; en C-2), 0.93 (3H, d, J = 6.8, CH3 en C-5), 2.65 (1H, hept, J = 6.9 Hz, H-
2’), 1.21 (3H, d, J = 7.0 Hz, 2x, isopropilo).

Compuesto XIV (1-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ilo): RMN-'H (600 MHz, CDCI,) & 4.10
(1H, d, J = 10.9 Hz, H-1a), 3.74 (1H, d, J = 13.0, H-1b), 3.23 (1H, sa, H-3), 1.90 (1H,
dhept, J = 7.0, 1.5 Hz, H-4), 0.99 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-5), 0.95 (3H, s, CH3; en C-2), 0.94
(38H, s, CHz en C-2), 0.91 (3H, d, J = 6.7, CH;3 en C-5), 2.56 (1H, hept, J = 7.1 Hz, H-2),
1.17 (3H, d, J = 7.0 Hz, 2x, isopropilo).

Compuesto XV (2-metilpentano-2,3,4-triol): RMN-'H (600 MHz, CDCl;) & 1.30 (3H, s, H-
1), 3.30 (1H, dd, J = 6.0, 0.6 Hz, H-3), 3.92 (1H, cd, J = 6.0, 0.6 Hz, H-4), 1.31 (3H, d, J =
6.0 Hz, H-5), 1.27 (3H, s, H-6). RMN-'*C (150 MHz, CDCl;) 25.8 (CH3, C-1), 73.4 (C, C-2),
80.0 (CH, C-3), 69.3 (CH, C-4), 20.3 (CHj, C-5), 26.8 (CH;, C-6).

Compuesto XVI (2-metilpentano-2,3,4-triol): RMN-'H (600 MHz, CDCl;) & 1.31 (3H, s,
H-1), 3.31 (1H, s, H-3), 4.21 (1H, ¢, J = 6.6, H-4), 1.28 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-5), 1.30 (3H,
s, H-6). RMN-*C (150 MHz, CDCl;) 26.3 (CH,, C-1), 74.3 (C, C-2), 77.9 (CH, C-3), 67.4
(CH, C-4), 20.8 (CHjs, C-5), 27.6 (CH3, C-6).

Compuesto XVII (2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol): RMN-'H (600 MHz, CDCl;) & 3.85 (1H,
d, J = 12.4 Hz, H-1a), 3.83 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1b), 1.27 (3H, s, H-4), 1.26 (3H, s, H-5),
1.20 (3H, s, H-6). RMN-"*C (150 MHz, CDCl;) 73.2 (CH,, C-1), 73.2 (C, C-2), 75.3 (C, C-
3), 18.4 (CHjs, C-4), 18.0 (CHj3, C-5), 18.0 (CHj3, C-6).

Compuesto XVIII (Lupeol): EM (70 eV) 426 (20), 207 (70), 189 (74), 95 (100) m/z.

Compuesto XIX (28-O-acetil-betulona): RMN-'H (600 MHz, piridina-ds) & 1.80 (1H, dd, J
= 11.4, 6.6 Hz, H-1a), 1.35 (1H, m, H-1b), 2.54 (1H, dd, J = 6.6, 4.2 Hz, H-2a), 2.50 (1H, t,
J = 6.6 Hz, H-2b), 1.34 (1H, m, H-5), 1.39 (2H, m, H-6), 1.37 (2H, m, H-7), 1.36 (2H, m, H-
9), 1.33 (1H, m, H-11), 1.72 (2H, m, H-12), 1.71 (2H, m, H-13), 1.03 (2H, m, H-15), 1.76
(2H, m, H-16), 1.69 (2H, m, H-18), 2.58 (1H, m, H-19), 2.00 (1H, m, H-21a), 1.34 (1H, m,
H-21b), 1.95 (1H, m, H-22a), 1.19 (1H, m, H-22b), 1.15 (3H, s, H-23), 1.06 (3H, s, H-24),
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1.02 (3H, s, H-25), 0.88 (3H, s, H-26), 1.00 (3H, s, H-27), 4.25 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-28a),
4.10 (3H, d, J = 12.0 Hz, H-28Db), 4.91 (1H, s, H-29a), 4.78 (1H, s, H-29b), 1.76 (3H, s, 30),
acetilo 2.14 (3H, s, H-32), RMN-C (150 MHz, CDCl5) & 40.1 (CH,, C-1), 34.6 (CH,, C-2),
217.0 (C, C-3), 48.4 (C, C-4), 55.4 (CH, C-5), 19.7 (CH,, C-6), 34.2 (CH,, C-7), 41.4 (C, C-
8), 50.4 (CH, C-9), 35.3 (C, C-10), 21.7 (CH,, C-11), 26.0 (CH,, C-12), 38.2 (CH, C-13),
43.3 (C, C-14), 27.2 (CH,, C-15), 27.9 (CH,, C-16), 47.2 (C, C-17), 49.3 (CH, C-18), 47.9
(CH, C-19), 151.0 (C, C-20), 30.5 (CH,, C-21), 34.8 (CH,, C-22), 26.8 (CHs, C-23), 21.4
(CHs, C-24), 16.1 (CHa, C-25), 16.3 (CH3, C-26), 15.2 (CHa, C-27), 63.2 (CH,, C-28), 110.8
(CH,, C-29), 18.8 (CH, C-30), acetilo 171.1 (C, C-31), 21.4 (CH; C-32).

Compuesto XX (Naringenina): RMN-'H (600 MHz, CD;0D: D,O 1:1) & 5.44 (1H, dd, J =
12.6, 1.8 Hz, H-2), 2.71 (1H, dd, J = 16.8, 3.0 Hz, H-3,), 3.16 (1H, dd, J = 16.8, 12.6 Hz,
H-3eq), 5.93 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-6), 5.94 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 7.37 (1H, d, J = 8.4 Hz,
H-2), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3), 6.88 (1H, s, J = 8.4 Hz, H-5"), 7.37 (1H, s, J = 8.4 Hz,
H-6").
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Después de repetidas corridas cromatogréficas se aislaron 20 metabolitos de los cuales,
cinco han resultado novedosos.

Lupenona (1)

Del compuesto | se obtuvo 81.4 mg como un sélido en forma de agujas de color blanco,
soluble en diclorometano.

En el espectro de IR (Figura 2.6) se observaron las siguientes sefiales: a 3000 cm™ una
sefial atribuible al estiramiento C-H de carbonos sp? a 2912 cm™ una sefial caracteristica
de estiramiento C-H de alcanos y una sefial a 1702 cm™ correspondiente al estiramiento
de un grupo carbonilo de cetona. De igual manera, una muestra del compuesto | fue

inyectada al CG-EM mostrando un ion molecular de 424 m/z y un pico base de 205 m/z
(Figura 2.7).

1264.79
881.81

1459.9
1383.39

%T

1702.13
740.9?\

2846.12

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 2.6 Espectro de IR (pelicula) del compuesto I.
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Figura 2.7 Espectro de masas obtenido por CG-EM y propuestas de fragmentos del compuesto .

El espectro de RMN-'H (Figura 2.8) del compuesto | presentd siete sefiales simples
correspondientes al mismo numero de metilos angulares (& 1.67, 1.06, 1.05, 1.01, 0.94,
0.92 y 0.78), una sefial multiple a & 2.40 caracteristica de protones alfa a carbonilo, asi
también se observaron dos sefiales, una sefal doble a & 4.68 (J = 2.4 Hz) y una sefial

doble de dobles a & 4.56 (J = 2.4, 1.2 Hz), correspondientes a protones de grupos

olefinicos.
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Figura 2.8 Espectro de RMN-"H del compuesto | en CDClz a 400 MHz.

En el espectro de RMN-3C se observaron sefiales a & 218.4, caracteristica de un grupo
cetona, y a © 151.0 y 109.5 de carbonos olefinicos (Figura 2.9), ademas de las sefiales de

carbonos alifaticos a un menor desplazamiento quimico.

ppm (u?OO 150 100 50

Figura 2.9 Espectro de RMN-"*C en CDCl; a 100 MHz del compuesto .
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Estas caracteristicas sugirieron que el esqueleto del compuesto | corresponde al de un
triterpeno de tipo lupano, posiblemente con un grupo carbonilo en la posicion 3. Con base
en los datos espectroscépicos obtenidos y de acuerdo a lo descrito en la literatura
(Pereira et al., 1996) (Cuadro 2.1) se identificé al compuesto | como lupenona (Figura
2.10).

Cuadro 2.1 Comparacion de los datos espectroscopicos parciales de RMN-"H (400 MHz2) y
RMN-"3C (100 MHz) determinados en CDCl; del compuesto | con lupenona.

Posicion Lupenona Compuesto |
1H 13C 1H 13C

3 218.2 218.4
198 2.48 (sex) 42.6 2.45 (m) 43.0
23 1.12 (s) 32.3 1.06 (s) 34.0
24 1.02 (s) 32.0 1.05 (s) 33.7
25 0.94 (s) 18.9 0.94 (s) 19.4
26 0.98 (s) 18.0 1.01 (s) 18.1
27 0.77 (s) 15.1 0.78 (s) 14.6
28 0.85 (s) 20.2 0.92 (s) 19.8
29 4.91 (d), 4.79 (dd) 108.8 4.68 (d, J = 2.4 Hz), 4.56 (dd, J = 2.4, 1.2 Hz) 109.5
30 1.75 (s) 21.0 1.67 (s) 21.1

Figura 2.10 Estructura del compuesto | (lupenona) (Pereira et al., 1996).

La lupenona es un compuesto ampliamente distribuido en las plantas; fue aislada por

primera vez de la corteza de Albus incana en 1961 (Pereira et al., 1996).
Acido betulinico (Il)

El compuesto Il (16.0 mg) se obtuvo como un sélido en forma de agujas de color blanco,
soluble en CHCI;-MeOH (1:1). En el espectro de IR se puede observar una sefial ancha a
aproximadamente 3100 cm™, caracteristica de oxhidrilos, y una sefial aguda a 1687 cm™

correspondiente a carbonilo de tipo acido (Figura 2.11).
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Figura 2.11 Espectro de IR (pastilla KBr) del compuesto II.

Adicionalmente, el compuesto |l fue derivatizado por medio de una sililaciéon para poder
ser inyectado en el CG-EM, en cuyo cromatograma se observo una sefial con tiempo de
retencion (tr) de 17.44 min (Figura 2.12) y se obtuvo en el espectro de masas (Figura
2.13) un ion molecular de 600 m/z correspondiente a la masa molecular del compuesto
derivatizado, asi como un pico base de 73 m/z caracteristica del grupo trimetilsilil. Estos
fragmentos fueron comparados con lo reportado en la literatura (Moldoveanu, 2014;
Caligiani et al., 2013; Ayatollahi et al., 2011) y con los espectros de masas de estandares
de la biblioteca NIST del equipo, observandose un alto porcentaje (98%) de coincidencia

con el acido betulinico, por lo cual es posible que se trate del mismo compuesto.
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Abundancia

4000000 17.449

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

17.734

: : —— — — —
Tiempo 500 1000 1500 20 00 2500 20 00 35 00 40 00

Figura 2.12 Cromatograma obtenido por CG-EM del compuesto |I.
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Figura 2.13 Espectro de masas obtenido por CG-EM y propuestas de fragmentos del compuesto |l.

En el espectro de RMN-'H se observaron sefiales caracteristicas de un triterpeno de
esqueleto de tipo lupano (Figura 2.14), lo cual concuerda con lo observado en el espectro

de masas.

Las sefales observadas fueron: dos senales simples a & 4.96 y 4.78 caracteristicas de
protones olefinicos; en la regién de protones geminales a hidroxilos se observo una sefal
triple a & 3.47 (J = 7.8 Hz), adicionalmente se observo una sefial doble de doble de dobles
a 0 3.55 (J = 11.4, 11.4, 6.0 Hz) correspondiente al H-19, y en la region de metilos se
observaron seis sefiales simples a & 1.81, 1.24, 1.09, 1.08, 1.02 y 0.84, cada una con una

integral de tres.
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Figura 2.14 Espectro de RMN-"H del compuesto Il en piridina-ds a 600 MHz.

Por otra parte, en el espectro de RMN-'*C (Figura 2.15) se observ6 un total de 30
carbonos, de los cuales, la sefial a & 179.2 es caracteristica de un carbono de acido
carboxilico, y las dos sefales a & 151.7 y 110.3 son caracteristicas de carbonos
olefinicos. Estas sefiales concuerdan con lo observado en el espectro de IR y en el
espectro de EM, indicando que el compuesto Il corresponde al acido betulinico (Figura
2.15).
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Figura 2.15 Espectro de RMN-"C del compuesto Il en piridina-ds a 150 MHz.

Estas sefiales fueron comparadas con la de espectros publicados en la literatura (Peng et

al, 1998), observandose que se trataba del acido betulinico (Figura 2.16, Cuadro 2.2).

Figura 2.16 Estructura del compuesto Il (4cido betulinico) (Peng et al, 1998).
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Cuadro 2.2. Comparacion de los datos espectroscopicos parciales de RMN-'H (600
MHz) y RMN-"*C (150 MHz) determinados en piridina-ds del compuesto Il con el &cido

betulinico.

Posicion Acido betulinico Compuesto Il
6 'H (m) o 1C 0 'H (m) o 1C
3 3.46 (t, J = 8 Hz) 78.9 3.47 (t,J = 7.8 Hz) 78.5
198 3.55 (m) 49.2 3.55(ddd,J=11.4,11.4,6.0Hz) 48.2
23 1.23 (s) 27.9 1.24 (s) 26.5
24 1.08 (s) 15.3 1.09 (s) 15.3
25 1.02 (s) 16.0 1.02 (s) 16.7
26 1.07 (s) 16.1 1.08 (s) 16.8
27 0.83 (s) 14.7 0.84 (s) 15.3
28 === 180.5 179.2
29 4.95(d, J =2 Hz), 4.78 (s) 109.6 4.96 (s), 4.78 (s) 110.3
30 1.80 (s) 19.4 1.81 (s) 19.8

El acido betulinico fue aislado por primera vez de Betula alba en 1788. Este metabolito se
encuentra en la corteza de varias especies de plantas, principalmente en Betula spp.
(Fulda, 2008).

Acido 3-epi-betulinico (lIl)

El compuesto Il fue aislado como un sdlido blanco en forma de agujas, solubles en

acetona; de este compuesto se obtuvieron 198.2 mg.

En el espectro de IR (Figura 2.17) se observé una sefial ancha a 3444 cm™
correspondiente a grupos oxhidrilos, asi como también una sefial aguda a 1694 cm™,

indicando la presencia de grupo carbonilo de acido carboxilico.
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Figura 2.17 Espectro de IR (pelicula) del compuesto IlI.

El compuesto Il fue modificado quimicamente por medio de una sililacion para inyectarse
en el CG-EM; en el cromatograma se observé su presencia a un tg de 20.7 min (Figura
2.18). Por otro lado, en el espectro de masas (Figura 2.19) se observo un patron de
sefales similares a las observadas para el compuesto Il derivatizado, siendo éstas un ion
molecular de 600 m/z, un pico a 189 m/z con intensidad similar para el acido betulinico
sillado y un pico base de 73 m/z correspondiente al fragmento del grupo trimetilsilil;
debido a la similitud entre las sefiales e intensidades de los espectros, se propone que el

compuesto Il sea un isémero del acido betulinico.
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En el espectro de RMN-'H (Figura 2.20) se observaron seis sefiales simples (5 0.80, 0.86,
0.91, 0.95, 1.03 y 1.69), correspondientes a un namero igual de metilos angulares, cada
una integrando para tres protones. Asimismo, se observé una sefial pseudo triple a d 3.30
(J = 2.8 Hz), cuyo desplazamiento quimico indica la presencia de un protén de metino
base de un grupo oxhidrilo, una sefnal doble de doble de dobles a & 3.05 (J =5.2,5.2y
10.8 Hz) correspondiente al H-19 de un triterpeno de esqueleto lupano; adicionalmente,
se observo una sefial doble a & 4.72 (d, J = 2.0 Hz) y una sefal simple ancha a © 4.58,

correspondientes a protones de grupos olefinicos.

b WA

ppm (t1) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.20 Espectro de RMN-"H del compuesto IIl en (CD3),CO a 400 MHz.

En el espectro de RMN-*3C (Figura 2.21) se observo un total de 30 sefiales, de las cuales
sobresalen una sefal a & 176.6, caracteristica de un carbono de acido carboxilico, y dos

senales a 6 150.6 y 109.0, las cuales son caracteristicas de carbonos olefinicos.

Como se puede observar, las sefiales presentadas tanto en el espectro de RMN-'H y *C
son similares para el acido betulinico (compuesto 1), a excepcion de la sefial a & 3.30 (t, J
= 2.8 Hz), lo cual indica que el compuesto lll corresponde a un epimero del acido
betulinico en posicién tres, es decir, el acido 3-epi-betulinico (Figura 2.22); esto datos

fueron comparados (Cuadro 2.3) con lo reportado en la literatura (Wang et al., 2014).
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El &cido 3-epi-betulinico fue aislado por primera vez de Canthium dicoccum en 1972
(Herz, 1972).

l MM‘

T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 2.21 Espectro de RMN-"C del compuesto Il en (CD3),CO a 150 MHz.

Figura 2.22 Estructura del compuesto Il (4cido 3-epi-betulinico) (Herz, 1972).
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Cuadro 2.3 Comparacion de los datos espectroscopicos parciales de RMN-'H
(600 MHz) y RMN-"*C (150 MHz) del compuesto Ill con el &cido 3-epi-

betulinico.
Posicion  Acido 3-epi-betulinico Compuesto llic

0 'Ha(m) o BCh o 'H (m) o 1C

3 3.39 (s) 76.1 3.30 (pt, J = 2.8 Hz) 75.7
198 3.02-2.96 (m)  49.4 3.05(ddd, J=10.8,5.2,5.2 Hz) 47.9
23 1.00 (s) 27.2 1.03 (s) 26.4

24 0.94 (s) 14.7 0.95 (s) 15.0

25 0.87 (s) 18.4 0.86 (s) 16.4

26 0.91 (s) 16.1 0.91 (s) 16.5
27 0.84 (s) 14.6 0.80 (s) 15.0

28 === 179.3 177.5
29 4.73(s), 460 (s) 109.5 4.72(d,J=2.0Hz),4.58(s) 109.9
30 1.68 (s) 19.3 1.69 (s) 19.4

% determinado en CDCl,
® determinado en CDCl; + CD;0D
¢ determinado en (CD3),CO

Acido dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico (IV)

El compuesto IV se obtuvo como un sélido en forma de agujas (11.0 mg) de color blanco
soluble en CH,Cl,. En su espectro de RMN-'H (Figura 2.23) se observaron sefiales
similares a las observadas en los espectros de RMN-"H para los compuestos anteriores,
indicando la presencia de un triterpeno de esqueleto lupano, con cinco sefales cada una
generada por tres protones, debido a su integral, caracteristicas de grupos metilo (5 1.69
— 0.68), una sefal multiple a & 3.00 caracteristica del H-19, dos sefales dobles a & 3.52 (J
= 11.4 Hz) y 3.39 (J = 11.4 Hz), caracteristicas de un grupo hidroximetileno; de igual
manera, se observo una sefial pseudo triple con 6 3.67 (J = 2.4 Hz) correspondiente al H-
3, asi como también dos sefiales simples anchas a © 4.74 y 4.61 caracteristica de los

protones en H-29.
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Figura 2.23 Espectro de RMN-"H del compuesto IV en CDCl; a 600 MHz.

En el espectro de RMN-C, se observé un total de 30 sefiales, de las cuales las mas
caracteristicas son: una sefial a & 180.0 correspondiente a un grupo carbonilo, dos
sefales correspondientes a los C-20 y C-29 a 6 150.4 y 109.7, respectivamente; y dos
sefiales a 6 76.6 y 71.4 indicando la presencia de dos carbonos unidos a oxigeno (Figura
2.24).
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Figura 2.24 Espectro de RMN-"C del compuesto IV con CDCl; a 150 MHz.

Para determinar la posicién del grupo hidroximetileno se recurrié al experimento NOESY
(Figura 2.25), en donde se observé la interaccién entre el H-3 con el CHs-24 (5 0.68); y el
CHs-24 con la sefial del grupo hidroximetileno H-23 (& 3.86, 3.66) y con el CH3-25 (o

0.86).
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Figura 2.25 Experimento NOESY del compuesto IV con CDCls,

Estas sefiales indicaron la identidad del compuesto IV como &cido 3a,23-dihidroxi-lup-
20(29)-en-28-oico (Figura 2.26), el cual ya se encuentra reportado en la literatura (Yook et

al, 2002) (Cuadro 2.4).

Figura 2.26 Estructura del compuesto IV (acido dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico) (Yook et al, 2002).
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Cuadro 2.4 Comparacion de los datos espectroscopicos parciales de RMN-'H (600
MHz) y RMN-"*C (150 MHz) del compuesto IV con el 4cido dihidroxi-lup-20(29)-en-

28-oico.
Posicion  Acido dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico® Compuesto IV*

5 'H(m) 5 °c 5 'H (m) 5 °c

3 3.92 (s) 758  3.67(pt,J=2.4HzZ) 76.6
198 3.39 (m) 47.5 3.00 (m) 46.9

3.86 (d, J = 11.2 Hz), 3.53 (d, J = 11.4 HZ),

23 3.66 (d, J = 11.2 Hz) L4 340(d,3=114H7) 4
24 0.79 (s) 18.0 0.68 (s) 18.0
25 1.19 (s) 16.7 0.86 (s) 16.2
26 0.86 (s) 16.5 0.95 (s) 16.2

27 0.95 (s) 14.9 1.01 (s) 14.8
28 179.3 180.0
29 4.85 (sa), 4.73 (sa) 110.0 4.74 (sa), 4.61 (sa) 109.7
30 1.65 (s) 19.4 1.69 (s) 19.4

® determinado en Py-ds
® determinado en CDCl;

Betulona (V)

El compuesto V fue aislado como sélido blanco soluble en CHCl;, obteniéndose de éste 8
mg. Este compuesto fue analizado por espectroscopia de IR en el cual se observaron
sefales similares a las de los compuestos anteriores, tales como una sefal ancha a 3500
cm™ caracteristica del estiramiento O-H de grupos oxhidrilos, a 1702 cm™ una sefial

correspondiente al estiramiento C=0 de cetona (Figura 2.27).
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Figura 2.27 Espectro de IR (pelicula) del compuesto V.

En el espectro de RMN-'H (Figura 2.28) se puede observar la presencia de seis sefiales
simples en la regién de grupos metilos, cada una integrando para tres protones (o 1.68,
1.07, 1.06, 1.02, 0.99 y 0.92); a & 2.50 se observd una sefal multiple correspondiente a un
metileno a a carbonilo; en la regién de protones de metinos base de grupos oxhidrilo se
observaron dos sefiales dobles de un sistema AXa § 3.79y 3.33(J=10.8 Hz); ya 6 4.68
una sefal doble (J = 1.6 Hz) y una senal simple a & 4.58 correspondientes a los protones

olefinicos caracteristicos de los triterpenos de esqueleto lupano.
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Figura 2.28 Espectro de RMN-'H del compuesto V a 600 MHz en CDCl.

En el espectro de RMN-*3C (Figura 2.29) se observo un total de 30 sefiales, de las cuales
una sefial a & 218.2 indica la presencia de cetona, lo cual confirma lo observado en el
espectro de IR, asi como dos sefiales caracteristicas de carbonos sp? a  150.6 y 109.9

correspondiente a los C-20 y C-29 de un triterpeno de esqueleto lupano.
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Figura 2.29 Espectro de RMN-"C del compuesto V a 150 MHz en CDCls.

Con base en las sefiales observadas en el espectro de RMN-*H y *3C y con lo comparado
en la literatura (Satiraphan et al., 2012) (Cuadro 2.5) se identifico al compuesto V como
betulona (Figura 2.30).

Cuadro 2.5 Comparacion de los datos espectroscépicos parciales de RMN-
'H (600 MHz) determinados en CDCl; del compuesto V con la betulona.

Posicion Betulona Compuesto V

5 'H (m) 0 13C &'H (m) 013C
3 218.3 218.2
23 1.08 (s) 26.6 1.07 (s) 25.4
24 1.03 (s) 21.1 1.02 (s) 21.2
25 0.93 (s) 15.8 0.92 (s) 15.9
26 1.07 (s) 16.0 1.06 (s) 16.1
27 1.00 (s) 14.7 0.99 (s) 14.8

28 3.81(d),3.36(d) 60.5 3.79(s), 3.33(d,J=10.8Hz) 60.7
29 4.69 (s), 459 (s) 109.8 4.68(d,J=1.6Hz),458(s) 109.9
30 1.70 (s) 19.1 1.68 (s) 19.2
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Figura 2.30 Estructura del compuesto V (betulona) (Satiraphan et al., 2012).
Acido betulénico (VI)

El compuesto VI fue aislado como un sélido blanco, soluble en CHCI; (10 mg). En el
espectro de IR (Figura 2.31) se observé una sefial intensa a 1697 cm™, la cual es

caracteristica de grupo cetona.
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Figura 2.31 Espectro de IR (pelicula) del compuesto VI.

El espectro de RMN-'H (Figura 2.32) mostro las siguientes sefiales: en la region de

metilos se observaron seis sefales simples, cada una integrando para tres protones a &
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1.68, 1.06, 1.01, 0.98, 0.96 y 0.92; de igual manera a & 2.44 se observé una sefal multiple
correspondiente a protones a a carbonilo; a & 3.01 (J = 10.8, 4.4 Hz) se observo una sefial
triple de dobles correspondiente al H-19; por ultimo, se ven dos sefiales simples a  4.73 y
4.60 correspondientes a los protones olefinicos H-29 caracteristicos de triterpenos de

esqueleto lupano.

4‘.8 4‘.6 4‘.4 4‘.2 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3“.4 Z;.Z I;.O 2‘.8 2‘.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4 1‘.2 1‘.0 [;.8
Figura 2.32 Espectro de RMN-"H del compuesto VI en CDCl; (400 MHz).
En el espectro de RMN-'3C (Figura 2.33) se observo un total de 30 sefiales, sobresaliendo
las siguientes sefiales: a & 218.6 correspondiente a una sefial de carbono sp? de cetona, a

® 181.9 una sefal de carbono sp2 de acido carboxilico, a & 150.5 y & 109.9 sefales

correspondientes a carbonos olefinicos.
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Figura 2.33 Espectro de RMN-"*C del compuesto VI en CDCl; (150 MHz).

Con base en los datos observados y lo reportado en la literatura (Satiraphan et al., 2012)

(Cuadro 2.6) se identificé al compuesto VI como acido betulénico (Figura 2.34).

Cuadro 2.6 Comparacion de los datos espectroscépicos parciales de RMN-'H
(400 MHz) determinado en CDCl; del compuesto VI con los del acido betulénico.

Posicion Acido betulénico Compuesto VI

&'H (m) 51C &'H (m) 513C
3 218.2 218.6
19 3.02 (td, J=10.7; 4.8 Hz) 46.9 3.01(td,J=10.8,4.4Hz) 47.0
23 1.08 (s) 26.6 1.06 (s) 26.7
24 1.03 (s) 21.0 1.01 (s) 21.1
25 0.94 (s) 16.0 0.92 (s) 16.1
26 0.99 (s) 15.8 0.96 (s) 15.9
27 1.00 (s) 14.6 0.98 (s) 14.7
28 --- 180.8 181.9
29 4.75 (s), 4.62 (s) 109.8 4.73 (s), 4.60 (s) 109.9
30 1.70 (s) 19.4 1.68 (s) 19.5
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Figura 2.34 Estructura del compuesto VI (acido betulénico) (Satiraphan et al., 2012).
Acido oleandlico (VII)

El compuesto VII (88.5 mg) se obtuvo como un sélido blanco, soluble en CHCIl;-MeOH
(1:1). Este compuesto fue comparado en ccd con estandar del acido oleandlico en un
sistema de elucion de CH,Cl,-CO(CHa), (98:2, 2x); ambos presentaron un R; = 0.51, lo

gque apoya de que posiblemente el compuesto VIl se trate de éste (Figura 2.35).

Acdo Comp. Vil
oleandlico

Figura 2.35 Placa cromatografica del compuesto VII comparado con acido oleandlico.

En el espectro de IR se observaron las siguientes sefiales: a 3500 cm™ una sefial ancha
caracteristica del estiramiento O-H de grupos oxhidrilos, a 3068 cm™ correspondiente al
estiramiento C-H de un carbono sp? a 1692 cm™ una sefial correspondiente a

estiramiento C-C de carbonos sp? (Figura 2.36).
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Figura 2.36 Espectro de IR (pastilla KBr) del compuesto VII.

De igual manera, este compuesto fue sometido a una sililacién para poder ser detectado
en el equipo CG-EM, en cuyo cromatograma se observé una sefial a tg = 17.25 min
(Figura 2.37). Asimismo, se obtuvo en el espectro de masas (Figura 2.38) un ion
molecular de 600 m/z correspondiente a la masa molecular del compuesto derivatizado,
asi como un pico base de 203 m/z caracteristico de una ruptura retro Diels-Alder. Estos
fragmentos fueron comparados con lo reportado en la literatura (Moldoveanu, 2014;
Caligiani et al., 2013; Ayatollahi et al., 2011) y los espectros de masas de estandares de la
biblioteca NIST del equipo, observandose un alto porcentaje de coincidencia (99%), por lo

cual es posible que se trate del mismo compuesto.
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Figura 2.37 Cromatograma obtenido por CG-EM del compuesto VII.
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Figura 2.38 Espectro de masas obtenido por CG-EM y propuestas de fragmentos del

compuesto VII.
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Con base en lo anterior, el compuesto VIl se identific6 como &cido oleandlico (Figura
2.39).

Figura 2.39 Estructura del compuesto VII (cido oleandlico) (Moldoveanu, 2014).
Betulina (VIII)

El compuesto VIII fue obtenido como un sélido blanco. Este compuesto, al igual que el
compuesto anterior (VII), fue comparado con estandares por medio de ccd (Figura 2.40),
mostrando un R; = 0.70 en un sistema de elucién de Hx-AcOEt (8:2) y observandose que

posiblemente corresponda a la betulina.

Figura 2.40 Placa cromatogréfica del compuesto VIII comparado con betulina.
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En el espectro de IR (Figura 2.41) se observé una sefial fuerte ancha a 3500 cm™
correspondiente al estiramiento O-H de grupos oxhidrilos, a 3075 cm™ una sefial
caracteristica del estiramiento C-H de carbonos sp?, asi como una sefial a 1684 cm™ de

carbonos sp? de grupos olefinicos.
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Figura 2.41 Espectro de IR (pelicula) del compuesto VIII.

De igual manera, este compuesto fue sililado para poder ser inyectado al equipo CG-EM,

en el cual se obtuvo un cromatograma que muestra un pico a tg = 17.28 min (Figura 2.42).
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Figura 2.42 Cromatograma obtenido por CG-EM del compuesto VIII.

Por otro lado, en el espectro de masas del compuesto VIl (Figura 2.43) se observé un ion
molecular de 586 m/z atribuible al peso molecular de la betulina sililada, asi como un pico
base de 73 m/z correspondiente al grupo trimetilsilil. En la Figura 2.43 se muestran
propuestas de fragmentos que generan los picos del espectro de masas del compuesto

VIII derivatizado.
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Figura 2.43 Espectro de masas y propuestas de fragmentos del compuesto VIII.
Este metabolito fue comparado con lo reportado en la biblioteca NIST del equipo CG-EM,

asi como con lo reportado en la literatura (Tijjani et al., 2012), observandose un gran
porcentaje de coincidencia (98%), por lo cual el compuesto VIII fue identificado como

betulina (Figura 2.44).

Figura 2.44 Estructura del compuesto VIII (betulina) (Tijjani et al., 2012).
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Acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (IX)

El compuesto 1X (215.7 mg) fue obtenido como un soélido cristalino en forma de agujas de
color blanco, soluble en CH,Cl,. Este fue sililado e inyectado al CG-EM, en el cual se
obtuvo un cromatograma con un pico a un tg de 24.4 min (Figura 2.45); de igual manera
se obtuvo su espectro de masas (Figura 2.46), en el cual se determin6 un ion molecular
de 688 m/z, asi como un pico base de 73 m/z, correspondiente al grupo trimetilsilil.
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Figura 2.45 Cromatograma obtenido por CG-EM del compuesto IX.
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Figura 2.46 Espectro de masas y propuestas de fragmentos del compuesto IX.
Por otra parte, en el analisis por espectrometria de masas de alta resolucién por

bombardeo de atomos rapidos (FAB), en el espectro se observé un ion molecular de

472.3545 m/z con una formula molecular correspondiente a CsH404 (Figura 2.47).
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Figura 2.47 Espectro de masas de alta resolucién del compuesto IX.

En el espectro de IR (Figura 2.48) se observaron sefiales similares a las observadas para
los compuestos anteriores, una sefial a 3500 cm™ caracteristico del estiramiento O-H, una
sefial a 3070 cm™ atribuible al estiramiento C-H de carbonos sp?, a 1699 cm™
correspondiente al estiramiento C-O de un grupo acido y una sefial de carbonos olefinicos

a1635cm™.
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Figura 2.48 Espectro de IR (pelicula) del compuesto IX.

En el espectro de RMN-'H (Figura 2.49) se observaron dos sefiales simples a & 4.95 y
4.77 indicando la presencia de protones olefinicos; entre & 4.00 y 3.50 se observaron
cuatro sefiales con integral de un protén; a & 3.95 una sefial simple ancha
correspondiente a un protén de grupo metino base de oxhidrilo; a & 3.87 y 3.70 dos
sefales dobles, cada una con una J de 11.4 Hz, lo cual se deduce por la presencia de un
metileno unido directamente a oxigeno; y una sefial multiple a & 3.55 caracteristica del H-
19 de un triterpeno pentaciclico de tipo lupano; por ultimo, se observaron cinco sefiales,
cada una integrando para tres protones, correspondiente a un namero igual de metilos
angulares, a 8 1.79, 1.11, 0.99, 0.89 y 0.76.
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Figura 2.49 Espectro de RMN-'H del compuesto IX en piridina-ds (600 MHz).

0.5

En el espectro de RMN-"*C del compuesto IX (Figura 2.50) se observaron 30 sefiales. Se

determind la presencia de un carbono de acido carboxilico debido a una sefial a & 179.4,

lo cual concuerda con lo observado en el espectro de IR. Por otro lado, se observaron

sefiales a & 151.8 y & 110.4, pertenecientes a carbonos olefinicos, corroborando la

presencia de un radical isopropenilo, caracteristico de triterpenos de esqueleto lupano.

Finalmente, fue posible observar dos sefiales a & 72.0 y 76.5, correspondientes a

carbonos unidos directamente a oxigeno, las cuales pertenecen a un metileno y a un

metino, sugiriendo la presencia de un alcohol primario y un alcohol secundario,

respectivamente.
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Figura 2.50 Espectro de RMN-C del compuesto I1X a 150 MHz en piridina-ds.
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Las sefiales observadas se compararon y se observaron similares con las reportadas
previamente del &cido 24-hidroxibetulinico, triterpeno aislado del extracto diclorometanico
de las partes aéreas de P. vernicosum (Garcia-Camara, 2014); sin embargo, en este
trabajo se corrobora la orientacion del H-3 en B, ya que se observa en el espectro de
RMN-'H una sefal pseudo simple, indicando la orientacion del grupo oxhidrilo en

orientacion a (Figura 2.51).

,,fH OH

HH
OH
Figura 2.51 Orientacién del anillo A del compuesto IX.

La posicion del alcohol primario se determin6é por medio del experimento NOESY (Figura
2.52), en el cual se observa el acoplamiento entre el H-24 con el metilo en posicion 25;
debido a los experimentos obtenidos y con lo reportado previamente, se determiné que el
compuesto IX es el acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico, no reportado previamente

en la literatura (Figura 2.53, Cuadro 2.7).
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Figura 2.53 Estructura del compuesto IX (acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-0ico).
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Cuadro 2.7 Asignacién completa de los datos espectroscopicos de RMN-"H (600 MHz) y -**C (150
MHz) determinado en piridina-ds del compuesto IX.

Posicion

—

ooo~NOoOTGOA~,OWDND

—
- O

12
13
14
15

6 'H (m)

1.79 (m), 1.37 (m)
1.97 (m), 1.76 (m)
3.95 (sa)

2.12 (d, J =12.0 Hz)
1.59 (m), 1.39 (m)
1.63 (m), 1.35 (m)

1.65 (t, J = 11.4 Hz)

1.51 (m), 1.22 (m)
1.95 (m), 1.19 (m)
2.74 (t, J = 12.0 Hz)
1.86 (t, J =13.2 Hz), 1.21
(d, J=13.2 Hz)

513C
34.2
27.2
76.3
41.3
44.2
18.9
35.0
41.8
51.3

37.9
21.7
26.6
39.1
43.4
30.7

Posicion
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30

6'H (m)
2.61 (d, J =12.6 Hz), 1.48 (m)
1.70 (m)
3.55 (m)
2.25 (m), 1.51 (m)
2.25 (m), 1.59 (m)
0.78 (s)
3.89 (d, J=11.4 Hz), 3.70 (d,
J=11.4 Hz)
0.89 (s)
0.99 (s)
1.11 (s)
4.95 (sa), 4.78 (sa)
1.79 (s)

Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (X)

51C
33.3
57.1
50.2
48.3
151.8
317
38.0
18.5
71.9

17.0
154
17.1
179.4
110.4
19.9

El compuesto X fue aislado como un soélido de apariencia cristalina de color blanco,

obteniéndose 49.1 mg, el cual fue analizado por espectroscopia de IR (Figura 2.54) y en

el espectro se observo una sefial a 3500 cm™ de estiramiento O-H, a 1692 cm™* una sefial

intensa caracteristica al estiramiento C=0 de aldehido a,B-insaturado. En el experimento

por espectrometria de masas de alta resolucién (modo FAB) mostré un ion molecular de

486.3338 m/z el cual corresponde a una formula molecular de C3oH4605 (Figura 2.55).
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Figura 2.54 Espectro de IR (pastila KBr) del compuesto X.
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Figura 2.55 Espectro de masas de alta resolucién del compuesto X.

En su espectro de RMN-'H (Figura 2.56) se observaron sefiales similares a las
observadas anteriormente para el compuesto IX, tales como la presencia de dos sefales
simples a 6 6.37 y 6.00, correspondientes a los protones olefinicos caracteristicos de H-29
de un triterpeno con esqueleto lupano; a & 3.94 se observd una senal simple ancha de un
proton de metileno base de grupo oxhidrilo (H-3); a & 3.97 se observé una sefial multiple,
indicando la presencia de H-19; en la regiébn de grupos metilo se observaron cuatro
sefiales simples, cada una integrando para tres protones; a ® 9.73 una seial
caracteristica de un protén de aldehido; por ultimo, a 6 3.88 (J = 10.8 Hz) y & 3.68 (J =

10.8 Hz) dos sefiales dobles, caracteristicas de protones de metileno base de oxhidrilo.
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Figura 2.56 Espectro de RMN-"H del compuesto X en piridina-ds (600 MHz).

Estas sefiales sugirieron que el compuesto X es un triterpeno pentaciclico de esqueleto
lupano con cuatro metilos; por lo anterior, de los siete metilos correspondientes al
esqueleto base de lupano, tres se encuentran oxidados: como 4cido carboxilico, aldehido

y alcohol primario, respectivamente.

En el espectro de RMN-*3C (Figura 2.57) se observo un total de 30 sefiales, de las cuales
una sefial a & 195.8 corresponde a un carbono sp® de grupo aldehido; a & 179.2, una
sefial de carbono sp® de acido carboxilico; a & 158.2 y 0 134.2, dos sefiales de carbonos
sp® de un grupo olefinico caracteristico de los carbonos C-20 y C-29, respectivamente; a &
76.2, una sefial de carbono base de grupo oxhidrilo; y a & 71.8, sefal correspondiente a

un metileno base de grupo oxhidrilo.
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Figura 2.57 Espectro de RMN-"*C del compuesto XI en piridina-ds (150 MHz).

Debido a que la sefial del proton en posicion 3 se observé como una sefial simple ancha,

se determind que la posicién del grupo oxhidrilo se encuentra con orientacion a.

Para determinar la posicion de los grupos funcionales se obtuvieron experimentos
bidimensionales de RMN, tales como HMBC, en donde se observo el acoplamiento entre
los protones en posicion 16 (& 2.23 y 1.55) con el carbono de grupo acido (& 179.2)
(Figura 2.58), determinandose que el carbono de acido carboxilico se encuentra en la

posicion 28.
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Figura 2.58 Ampliacion del experimento HMBC del compuesto X.

Por su parte, el protébn del grupo formilo (& 9.73) muestra un acoplamiento en el
experimento COSY con los protones H-29, asi como con el H-19 (Figura 2.59), esto de
igual manera se confirma con el acoplamiento entre el protén del aldehido con C-20 y C-
29 mostrado en el experimento HMBC (Figura 2.60), asignando al grupo formilo en el C-
30.
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Figura 2.60 Ampliacion del experimento HMBC del compuesto X.
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Se determind la posicion del hidroximetileno (6 3.88, J = 10.8 Hz y 6 3.68, J = 10.8 Hz)
con base en el acoplamiento observado en HMBC con el C-3, asi como con un metilo a &
18.5 (Figura 2.61); de igual manera, esto se confirmd al observarse por medio del
experimento COSY el acoplamiento entre los protones del hidroximetileno con el H-3 y los
protones del metilo a & 0.77 (Figura 2.61). De esta manera, se comprob6 que el grupo

hidroximetileno se encuentra en el anillo A.
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Figura 2.61 Ampliacion del experimento HMBC del compuesto X.
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Figura 2.62 Ampliacion del experimento COSY del compuesto X.

La determinacion de la posicion del grupo hidroximetileno, se realizé por medio del
experimento NOESY-1D (Figura 2.63), que consistié en irradiar al metilo a & 0.77 a una
frecuencia de 463.95 Hz con un tiempo de mezclado de 500 milisegundos (ms) (128
scans), observando la presencia del H-3 (& 3.95) con el grupo hidroximetileno (6 3.88 y
3.68) y el CH3-25 (5 0.89); debido a la correlacion entre el CHz a & 0.77 y el CH;-25, se
determiné que el grupo hidroximetileno se encuentra en posicion 23. Con base en los
espectros obtenidos, se determiné que el compuesto X corresponde al acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico, el cual es nuevo para la literatura (Figura 2.64). En
la Cuadro 2.8 se encuentra la asignacion completa del compuesto X.
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Figura 2.63 Espectro selectivo NOESY-1D del compuesto X (A). RMN-'H (600 MHz) del

compuesto X (B).

Figura 2.64 Estructura del compuesto X (acido 3a,23-dihidroxi-30-oxo-lup-20(29)-en-28-0ico).
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Cuadro 2.8 Asignacién completa de los datos espectroscopicos de RMN-"H (600 MHz) y -**C (150
MHz) determinado en piridina-ds del compuesto X.

Posicion
1

co~NOoOGTh~howDbdD

10
11
12
13

14
15

6 'H (m)

1.73 (m), 1.45 (m)
1.93 (m), 1.75 (m)
3.94 (sa)
2.10 (m)
1.58 (m), 1.37 (m)
1.61 (m), 1.35 (m)

1.60 (d, J = 10.8 Hz)
1.44 (m), 1.12 (m)
1.42 (m), 1.02 (m)
2.69 (ddd, J =12.6,
12.6, 2.4 Hz)

1.85 (m), 1.22 (m)

53C
34.2
27.2
76.2
41.3
56.2
18.9
35.0
41.7

51.3
37.9
21.6
28.4
38.9

43.3
30.7

Posicion
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28

29
30

6'H (m)

2.23 (m), 1.55 (m)
2.06 (m)
3.97 (m)

2.45 (m), 1.56 (m)

2.24 (m), 1.81 (m)

3.88 (d, J = 10.8 Hz), 3.69 (d, J =
10.8 Hz)
0.77 (s)
0.86 (s)
1.06 (s)
0.96 (s)

6.37 (s), 6.00 (s)
9.73

Acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-28-oico (XI)

51C
33.1
57.3
51.7
51.2
158.1
32.7
37.9
71.8

18.5
17.1
16.9
15.3
179.2

134.2
195.8

El compuesto Xl se obtuvo como un sdélido blanco, soluble en CH,Cl,. EI compuesto fue

analizado por medio de espectrometria de masas de alta resolucion (Figura 2.65)

determinando para éste una férmula molecular de Cs3Hs,0, con una masa molecular de

512.3841 m/z (calculada para 512.3865).
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Figura 2.65 Espectro de masas de alta resolucién del compuesto XI.

En su espectro de RMN-'H (Figura 2.66) se observaron sefiales caracteristicas de un
triterpeno de esqueleto lupano, tales como una sefal doble de doble de dobles a & 3.01 (J
=10.8, 10.8, 4.8 Hz) de H-19 y dos sefiales simples a & 4.61 y 4.74, pertenecientes a dos
protones vinilicos de H-29. En la region de metilos se observaron seis sefiales simples
correspondientes a siete metilos (6 0.68, 0.85, 0.93, 1.01, 1.41 x 2, 1.69); dos sefales
dobles a® 3.23 (J =114 Hz) y © 3.66 (J = 11.4 Hz), las cuales sugieren la presencia de
un metileno unido directamente a oxigeno; una sefial simple ancha a & 3.61, la cual

pertenece a un protén base de alcohol con orientacion 3.
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Figura 2.66 Espectro de RMN-"H (400 MHz) en CDCl; del compuesto XI.

En el espectro de RMN-*C (Figura 2.67) se observaron 33 sefiales, de las cuales se
observé una sefial a ® 182.0 indicando la presencia de un grupo carbonilo de éacido
carboxilico; de igual manera, se observaron sefiales a 6 150.4 y 6 109.6, pertenecientes a
los carbonos olefinicos C-29 y C-20; asi mismo, se observaron dos sefiales a & 68.3 y
73.0, correspondientes a carbonos unidos directamente a oxigeno, las cuales pertenecen
a un metileno y a un metino unidos a oxigeno cada uno. Finalmente, se observé una sefial
a 0 98.1, correspondiente a un carbono cuaternario, cuyo desplazamiento indica que éste

se encuentra unido directamente a dos oxigenos.
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Figura 2.67 Espectro de RMN-"C del compuesto Xl a 100 MHz con CDCls.

Estas sefiales fueron comparadas con los del compuesto IX, encontrandose que el
compuesto Xl tiene un anillo adicional formado por un isopropilideno (8¢ 98.0, 29.2, 19.3)

unido a los oxigenos de alcohol primario y de alcohol secundario.

Los protones de metileno oxigenado H-23 (& 3.66, d, J = 11.4 Hz; 3.23, d, J = 11.4 Hz)
mostrd las correlaciones en el experimento HMBC con el carbono cuaternario a d¢ 98.0,
asi como con los carbonos C-2 (8¢ 23.6), C-3 (8¢ 73.0), C-4 (6¢ 35.1), C-5 (6¢c 43.0) y C-
24 (¢ 17.2), de esta manera se determind que el carbono cuaternario (6c 98.0) se
encuentra unido entre C-3 y C-23 como un grupo acetdénido que forma un grupo 1,3-

dioxano (Figura 2.68).
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Figura 2.68 Ampliacion del espectro HMBC del compuesto XI.

Para poder determinar la orientacion del grupo 1,3-dioxano se realiz6 el experimento
ROESY, observando una interaccion entre H-23 y H-5 (Figura 2.69), mientras que un
experimento NOESY-1D selectivo confirmé correlacién espacial entre CHs-24 y CHs-25
(Figura 2.70); para el experimento selectivo se irradié a 396.91 Hz (0.68 ppm) el CH;-24 a
un tiempo de mezclado de 250 ms (32 scans).
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Figura 2.69 Ampliacion del espectro ROESY del compuesto XI.
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Figura 2.70 A) Espectro del experimento selectivo NOESY-1D del compuesto XI. B) Espectro de
RMN-'H (600 MHz) del compuesto XI.

Estos dos experimentos *H-'H RMN ayudaron en la asignacion del grupo aceténido a una
orientacion a-cis. Ademas, se compararon las sefiales para el grupo aceténido con los
reportados en la literatura para tales analogos por Tsuda et al. (1974), ayudando a
establecer que el grupo O,0O-isopropilideno y el anillo A tienen una conformacién cis-
decalina (tipo D). Con base en esta evidencia, la estructura del nuevo compuesto Xl se
elucidé como acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-28-oico (Figura
2.71). Este compuesto fue aislado anteriormente del extracto metandlico de esta especie
(Garcia-Camara, 2014) e identificado como &cido 2,24-epoxi-2,3-dihidroxi-20(29)-en-28-
oico (Figura 2.72), sin embargo, en el presente trabajo se identifica y corrobora la
identidad del compuesto como el acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-
28-oico debido a los datos espectroscOpicos anteriormente mencionados, el cual no ha

sido reportado previamente en la literatura (Cuadro 2.9).
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Figura 2.71 Estructura del compuesto XI (acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-
28-0ico).

Cuadro 2.9 Asignacién completa de los datos espectroscopicos de RMN-"H (600 MHz) y -*C (150
MHz) determinado en CDCI; del compuesto XI.

Posicion
1
2

oA W

oo ~

10
11
12

13
14
15

16
17

5 H (m)

1.32 (m), 1.28 (m)
1.83 (t, J=13.3 Hz), 1.43
(m)

3.61, sa

1.78 (d,J = 12.6 Hz)
1.36 (t, J = 7.2 Hz), 1.29 (d,
J=13.5Hz)

1.52 (m), 1.33 (m)
1.46 (d, J = 11.4 Hz)
1.46 (m), 1.23 (m)
1.69 (m), 1.06 (dd, J = 12.6,
3.6 Hz)

2.17 (1d, J = 12.6, 1.8 Hz)

1.52 (m), 119 (d, J=12.6
Hz)
2.26 (m), 1.41 (m)

5C  Posicion

323.1
23.6

73.0
35.1
43.0
17.7

34.0
40.8
50.2
36.9
20.6
25.4

38.3
42.4
29.6

33.1
56.3

18
19

20
21
22
23

24
25
26
27
28
29

30
(CHs),C
(CHs).C

(CHs).C

O'H (m)
1.61(t,J=11.4 Hz)
3.01 (ddd, J = 10.8, 10.8, 4.8
Hz)

1.98 (m), 1.48 (m)

1.96 (m), 1.47 (m)

3.66 (d, J =11.4 Hz), 3.23 (d,
J=11.4 Hz)

0.68 (s)

0.85 (s)

0.93 (s)

1.01 (s)

4.74 (s), 4.61 (s)

1.69 (s)
1.41 (s)
1.41 (s)

51C
49.2
46.9

150.4
30.5
37.0
68.3

17.2
16.5
16.1
14.8
182.0
109.6

19.3
29.2
19.3

98.0
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Figura 2.72 Estructura propuesta por Garcia-Camara (2014), para el compuesto XI (acido 2,24-
epoxi-2,3-dihidroxi-20(29)-en-28-oico).

28-norlup-20(29)-en-3a,17B-diol (XII)

El compuesto XII fue analizado por RMN-'H (Figura 2.73) en donde se observaron las
siguientes sefiales caracteristicas de un triterpeno de esqueleto lupano: a & 4.73 una
sefial doble (J = 2.3 Hz), a & 4.60 una sefial doble de doble (J = 2.3, 1.4 Hz)
correspondientes a los protones en posicién H-29; a & 3.39 se observo una sefal pseudo
triple del proton base de grupo oxhidrilo en posicion H-3, que debido a la multiplicidad
observada se determind que deberia estar el protén en orientacion 3, y por lo tanto con el
grupo oxhidrilo en a; de igual forma, se observé una sefal doble de doble de dobles a &
2.60 (J =10.8, 10.8, 6.2 Hz) asignada al H-19; por ultimo, en la regién de grupos metilo se
observé un total de seis sefiales simples correspondientes cada una a un grupo metilo (&
1.68, 1.04, 0.96, 0.94, 0.85 y 0.83).
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Figura 2.73 Ampliacién del espectro de RMN-"H del compuesto XIl en CDCl; a 600 MHz.

Con estas sefiales observadas en el espectro de RMN-'H se puede determinar que la
estructura del compuesto corresponde a un triterpeno de esqueleto lupano con el OH en
C-3 con orientacion a, con seis grupos metilo, indicando la pérdida de un grupo metilo por
una oxidacién, o por ser un triterpeno de tipo nor; ademas, se observé proteccion en el
desplazamiento quimico de H-19 (de & 3.00 pas6 a & 2.60), indicando que el C-28 no
deberia estar oxidado con un grupo carbonilo para causar un efecto de desproteccién a H-

19 debido a los efectos de los conos de desproteccion del grupo carbonilo.

En el espectro de RMN-*3C (Figura 2.74) se observaron 29 sefiales de carbono, en
particular las sefiales caracteristicas a & 150.2 y & 109.9 correspondientes a los carbonos
20 y 29, respectivamente; a 0 80.6 y & 76.4 dos sefiales de carbonos unidos a oxigeno,
indicando que el compuesto XII posee en su estructura quimica dos grupos oxhidrilo, sin

embargo, en el espectro de RMN-'H solamente se observd una sefial indicativa de
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protones base de grupo oxhidrilo, pudiendo deberse a que la estructura del compuesto no
posee el C-28 y ahi se encuentre el grupo oxhidrilo.

1502

1098
—B80.6
K
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155 145 135 125 115 105 95 9?1 (85 )ED 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
ppm

Figura 2.74 Ampliacion del espectro de RMN-"C del compuesto Xl en CDCl; a 150 MHz.

Para determinar la posicion del grupo oxhidrilo, se observaron las correlaciones del H-3 (&
3.39) en el experimento bidimensional heteronuclear HMBC (Figura 2.75), con el C-1 (&
33.6), asi como las de los CH3-23 (6 0.94) y CH3-24 (8 0.83) con el C-3 (6 76.4).
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Figura 2.75 Ampliacion del espectro HMBC del compuesto XII.

Para corroborar que efectivamente el grupo oxhidrilo se encuentra sobre el C-17 (d 80.6)
y se trata de un triterpeno de tipo nor-lupano, se observé en el espectro HMBC (Figura
2.76) las siguientes correlaciones: H-12 (6 1.69)/C-17, H-22 (& 1.60)/C-17, H-15 (b
1.39)/C-17 y H-16 (& 1.09)/C-17, ademas de observar las correlaciones entre el CH;-27
con los C-12 (& 27.0), C-13 (86 37.7) y C-8 (5 41.1).
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Figura 2.76 Ampliacion del espectro HMBC del compuesto XII.

Por ultimo, la orientacién del grupo oxhidrilo en el C-17 no se puede establecer de manera
explicita, debido a que no posee protones detectables para poder ser visualizados por
medio de un experimento NOESY; sin embargo, se observd un cambio significativo en el
desplazamiento quimico al comparar los carbonos en posicién 13, cuando la orientacién
del sustituyente en el C-17 es a (& ~ 44.0) (Abdel Bar et al., 2008; Shiojima et al., 1994) y
cuando estos se encuentran en orientacion B (6 ~ 38.0) (Du et al., 2009; Ching-Kuo,
1998). Otra evidencia importante es el desplazamiento peculiar del H-19 a 6 2.60 (ddd, J =
10.8, 10.8, 6.1 Hz), el cual fue determinado con orientacién (3, por medio del experimento
ROESY (Figura 2.77), observando las correlaciones de H-19 con H-13 (6 1.82), H-21 (&
2.05) y H-29 (6 4.73), y adicionalmente observando los siguientes acoplamientos: H-29/H-
18, H-29/H-30; esto es importante debido a que la presencia de oxigeno, como es el caso
del grupo OH en el C-17, afecta el desplazamiento quimico de Hg-19, como se puede ver
en la literatura al comparar la sustitucion en el C-17 cuando la orientacion es a, el Hg-19

se observa a § 2.34 (ddd, J = 8.1, 7.7, 3.7 Hz), mientras que cuando el sustituyente se
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encuentra en orientacion 3, Hg-19 se observa a 6 2.57 (ddd, J = 10.6, 10.4, 5.9 Hz) (Abdel
Bar et al. 2008). Dado estas evidencias, se pudo identificar al compuesto XIl como 28-
norlup-20(29)-en-3a,17B-diol (Figura 2.78, Cuadro 2.10), siendo este el segundo
aislamiento de este metabolito, ya que fue aislado anteriormente de los tallos de
Perrottetia arisanensis (Du et al., 2009), y éste es el primer reporte en P. vernicosum.
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Figura 2.77 Espectro ROESY del compuesto XII.

Figura 2.78 Estructura del compuesto XII (28-norlup-20(29)-en-3a,173-diol) (Du et al., 2009).
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Cuadro 2.10 Asignacién completa de los datos espectroscopicos de RMN-"H (600 MHz) y -*C
(150 MHz) determinado en CDCl; del compuesto XII.

Posicion 6 'H (m) 51C Posicion O'H (m) 613C
1 1.60 (m), 1.47 (m) 33.5 16 1.79 (m), 1.09 (m) 27.0
2 1.93(m),1.53(m) 25.6 17 80.6
3 3.39, (pt,J=29 76.4 18 1.47 (m) 48.6

Hz)

4 37.9 19 2.60 (ddd, J = 10.8, 10.8, 6.1 Hz) 48.3
5 1.20 (m) 49.2 20 150.2
6 1.39 (m), 1.36 (m)  18.4 21 2.05 (m), 1.40 (m) 29.6
7 143 (m),1.39(m) 34.4 22 1.60 (m), 1.48 (m) 38.6
8 41.1 23 0.94 (s) 28.4
9 1.39 (m) 50.5 24 0.83 (s) 22.3
10 375 25 0.85 (s) 16.3
11 1.45(m), 1.23(m) 21.0 26 1.04 (s) 16.2
12 1.93(m),1.69(m) 25.3 27 0.96 (s) 14.1
13 1.82 (m) 37.7 28

14 --- 42.2 29 4.73 (d,J =2.3 Hz), 4.61 (dd, J = 2.3, 109.9

1.4 HZ)
15 1.39 (m), 1.24 (m)  29.9 30 1.68 (s) 19.4

3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano (XIIl) y 1-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ilo (XIV)

Los compuestos Xl y XIV se obtuvieron por separado, y cada uno con apariencia
aceitosa de color transparente, solubles en CH,Cl,, resultando ser el isobutirato de 3-
hidroxi-2,2,4-trimetilpentano y el isobutirato de 1-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ilo,

respectivamente (Figura 2.79).

Estos compuestos son conocidos comUnmente como texanol o 2,2,4-trimetil-1,3-
pentanodiol monoisobutirato, utilizado en la industria como agente coalescente para las
pinturas de latex (Eastman Chemical Products, 1962). Este se comercializa como una
mezcla de isébmeros R y S con el alcohol secundario (Figura 2.79A) y de la mezcla de
isdbmeros R y S del compuesto con el alcohol primario (Figura 2.79B).

El compuesto XIV ha sido reportado previamente por Garcia-Camara (2014), sin
embargo, debido a su origen sintético, es probable que haya sido obtenido debido a
contaminaciéon del material vegetal. Es necesario realizar mas estudios para aclarar la

procedencia de este compuesto.
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En la figura 2.79 se muestran los espectros de RMN-'H de los dos isémeros.
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Figura 2.79 Espectros de RMN-"H del compuesto XIII (A) y compuesto XIV (B) en CDCl; a
600 MHz.

2-metilpentano-2,3,4-triol (XV) y 2-metilpentano-2,3,4-triol (XVI)

Los compuestos XV y XVI se obtuvieron por separado, y cada uno con apariencia
aceitosa de color transparente, solubles en CH,CI,, e identificado cada uno como un

diasteromero de 2-metilpentano-2,3,4-triol (Figura 2.80).
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Figura 2.80 Estructuras posibles para los compuestos XV y XVI (2-metilpentano-2,3,4-triol).

El compuesto XV ha sido reportado previamente por Garcia-Camara (2014),
observandose en el espectro de RMN-'H (Figura 2.81) una sefial cuadruple de dobles a &
3.92 (J = 6.0, 0.6 Hz) correspondiente al proton del metino de H-4; a & 3.30 una sefal
doble de dobles (J = 6.0, 0.6 Hz, H-3); por ultimo, en la region de metilos se observo una
senal doble a & 1.31 (J = 6.0 Hz) y dos senales simples a & 1.30 y 1.27. Este compuesto
fue comparado con el compuesto XVI por su espectro de RMN-'H (Figura 2.82),
observandose sefales similares; a & 4.21 se observd una sefal cuadruple (J = 6.0 Hz);
una senal simple ancha a & 3.01, correspondiente a un metino base de grupo oxhidrilo; a
® 1.31 y 1.30 mostrd la presencia de dos sefales simples integrando cada una para tres
protones; por ultimo, a & 1.28 (J = 6.6 Hz) se observé una sefial doble correspondiente a
un metilo. Debido a las sefales observadas en ambos espectros se pudo determinar que
las conectividades son iguales, haciendo una diferencia en las multiplicidades y
desplazamientos, indicando de esta manera que el compuesto XV y XVI son
diasteromeros; sin embargo, por la informacion espectroscopica no se puede determinar

su configuracion relativa ni absoluta.
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Figura 2.81 Ampliacién del espectro de RMN-"H (600 MHz) del compuesto XV en CDCls.
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Figura 2.82 Ampliacion del espectro de RMN-"H (600 MHz) del compuesto XVI en CDCls.

En la Figura 2.83 se muestra la comparacion de los espectros de RMN-'H y en la Figura
2.84 la comparacion de los espectros de RMN-**C, en donde se puede observar para el
compuesto XV (Figura 2.83 A) seis sefiales, de las cuales, tres sefiales corresponden a
carbonos unidos a oxhidrilos (& 80.0, 73.4 y 69.3) y tres sefiales a grupos metilo (& 26.8,
25.8 y 20.3); en contraste, en el espectro de RMN-*C de XVI (Figura 2.84 B) se
observaron de igual forma seis sefales, tres correspondientes a carbonos unidos a
grupos oxhidrilo (& 77.9, 74.3 y 67.4) y tres sefales de metilos (6 27.6, 26.3 y 20.8),

siendo el mismo nimero de sefiales, pero con diferente desplazamiento quimico.

En la Cuadro 2.11 se hace una comparacion de los datos espectroscépicos del
compuesto XV, XVIy 2-metilpentano-2,3,4-triol aislado por Garcia-Camara (2014).
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Figura 2.83 Comparacion de los espectros por RMN-'H (600 MHZz) del compuesto XV (A) y el

compuesto XVI (B) en CDCls.
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Figura 2.84 Comparacion de los espectros por RMN-C (150 MHz) del compuesto XV (A) y el
compuesto XVI (B) en CDCls.

Cuadro 2.11 Comparacién de los datos espectroscopicos de RMN-'H (600 MHz) y RMN-"*C
(150 MHz) determinado en CDCl; del compuesto XV, XVI con los de 2-metilpentano-2,3,4-triol.

Posicion Compuesto XV Compuesto XVI 2-metilpentano-2,3,4-triol

8 'H (m) 5 1C O'H (m) o 1C O'H (m) o 1C

1 1.30 (s) 25.8 1.31 (s) 26.3 1.30 (s) 25.7

2 73.4 74.3 73.2

3 3.30(dd,J=6.0, 80.0 3.31(s) 779 331(m, J=66  79.9
0.6 Hz) Hz)

4 3.92 (cd, J =6.0, 69.3 4.21(c,J=6.0 67.4 3.93(m,J=6.6 69.2
0.6 Hz) Hz) Hz)

5 1.31(d,J=6.0 20.3 1.28(d,J=6.6 20.8 1.31(d, J=6.6 20.1
Hz) Hz) Hz)

6 1.27 (s) 26.8 1.30 (s) 27.6 1.28 (s) 26.6

Estos compuestos pudieran estar presentes en la planta debido a la modificacion
estructural derivada de un polialcohol, tales como arabitol, ribitol, xilitol, por mencionar

algunos, debido a la reduccién en los carbonos 1y 2 y la introduccion de un grupo metilo
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por medio de SAM (Dewick, 2002). Estos compuestos no han sido reportados

previamente en la literatura.

2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol (XVII)

El compuesto XVII se obtuvo como un soélido de apariencia viscosa de color blanco,
soluble en CH,CI, y (CH3),CO, el cual fue identificado como 2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol
(Figura 2.85), y ha sido aislado anteriormente de las partes aéreas de Vernonia chalybaea
(Da Costa et al., 2008).

Figura 2.85 Estructura del compuesto XVII (2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol) (Da Costa et al., 2008).

El compuesto XVII fue identificado por medio del espectro de RMN-'H (Figura 2.86) en el
cual a & 3.85 y 3.84 se observaron dos senales dobles (J = 12.4 Hz), cuya integral
pertenece a un protén, correspondientes a dos hidrégenos de un mismo carbono de un
grupo metileno, y tres sefiales simples a 6 1.27, 1.26 y 1.20 cada una integrando para tres
protones, correspondiente a tres grupos metilo. Por otra parte, en el espectro de RMN-'*C
(Figura 2.87) se observaron cuatro sefiales, las cuales indican la presencia de carbonos
unidos a grupos oxhidrilos (& 75.3 y 73.2), y dos sefiales a & 18.4 y 18.0 correspondientes

cada una a un grupo metilo.
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Figura 2.86 Ampliacion del espectro de RMN-"H (600 MHz) del compuesto XVII en CDCls.
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Figura 2.87 Ampliacion del espectro de RMN-"*C (150 MHZz) del compuesto XVII en CDCls.

Estas sefales fueron comparadas con lo reportado en la literatura, las cuales se muestran
en la Cuadro 2.12 (Da Costa et al., 2008).

Cuadro 2.12 Comparacion de los datos espectroscopicos de RMN-'H (600
MHz) y RMN-"*C (150 MHz) en CDCl; del compuesto XVII con los de 2,3-
dimetilbutano-1,2,3-triol en An-ds.

Posicion Compuesto XVII 2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol

& 'H (m) 5 13C &'H (m) o 1C

1 3.85(d, J=12.4Hz), 73.2* 3.71(dd,J=10.8,4.1Hz), 68.4
3.83(d, J=12.4 Hz) 3.51 (dd, J = 10.8, 5.9 Hz)

2 73.2* 75.5
3 75.3* 75.8
4 1.27 (s)* 18.4* 1.21 (s) 25.6
5 1.26 (s)* 18.0* 1.20 (s) 25.4
6 1.20 (s)* 18.0* 1.12 (s) 20.5

i

*Sefnales intercambiables.
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Lupeol (XVIII)

El compuesto XVIII se obtuvo como un soélido cristalino en forma de agujas y éste fue
identificado como lupeol por medio de CG-EM (Figura 2.88), a un tg de 19.26 min y
obteniendo un porcentaje de coincidencia del 98% comparado con la base de datos del

equipo.
100- 95
69| 107
| 121
©
(&}
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[4v]
2 509
>3
2 147
161 218
426
257 315 411
0 341 365 451 503
— _'v—!—f—|—|—|—|—|—|—'1—

mz 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490

Figura 2.88 Espectro de masas del compuesto XVIII.

28-0O-acetil-betulona (XIX)

El compuesto XIX fue aislado como un sélido de apariencia cristalina de color blanco,
obteniéndose 7.5 mg. En el espectro de RMN-'H (Figura 2.89) se observaron sefiales
caracteristicas de un triterpeno de esqueleto lupano, en donde se observa las sefiales de
los protones en posicion H-29 a 6 4.91 y 4.78; de igual maneraa 6 4.52 (J =12 Hz) y 4.10
(J = 12 Hz) se observo la presencia de dos sefiales dobles caracteristicas de los protones
de un grupo metileno unido a un heteroatomo; adicionalmente, en la region de metilos se
observo la presencia de siete senales simples (6 2.14, 1.76, 1.15, 1.06, 1.02, 1.00 y 0.88),

de las cuales se pudo ver la presencia de un metilo caracteristico de un grupo acetilo (d
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2.14), indicando asi que el compuesto XIX posee en su estructura un grupo acetilo;
igualmente, se observo la presencia de sefales caracteristicas de metilenos a a carbonilo

(6 2.54 — 2.50) y la ausencia de un proton base de grupo oxhidrilo en posicion 3.

-

Figura 2.89 Ampliacion del espectro de RMN-'H del compuesto XIX en piridina-ds a 600 MHz.

En el espectro de RMN-"*C (Figura 2.90) se observo un total de 32 sefiales: a  217.0 una
sefial de cetona; a & 171.7 una senal de carbonilo de grupo éster; dos sefales de los C-20
y C-29 a & 151.0 y 110.8, respectivamente; y una sefal a & 63.2 correspondiente a un
carbono unido a oxigeno. Las sefales observadas en ambos espectros indicaron que el
compuesto posee en su estructura un grupo acetilo y un grupo cetona, posiblemente en

posicion 3.
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Figura 2.90 Espectro de RMN-"*C del compuesto XIX en piridina-ds a 150 MHz.

Se determiné que en el carbono en posicién 3 se encuentra un grupo cetona, esto debido
a que se observo acoplamientos en el experimento HMBC (Figura 2.91) entre las sefiales
de los protones H-2 (5 2.54, 2.50), H-1 (5 1.80, 1.35) y los CH3-23, 24y 25 (8 1.15,1.06 y
1.02) con la sefal de la cetona a & 217.0.
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Figura 2.91 Experimento HMBC del compuesto XIX en piridina-ds.

De igual manera, gracias al experimento HMBC se pudo determinar la posicién del grupo

acetilo, observando que éste se encuentra unido al oxi

metileno (8 4.52, 4.10), ya que se

observo el acoplamiento entre los protones del oximetileno con C-19 (& 47.9), C-22 (&

34.8) y C-21 (6 30.5), a su vez se observaron los siguientes acoplamientos; entre el metilo

del grupo acetilo (6 2.14) con el carbono a 6 63.2 del grupo oximetileno, asi como el H-22

® 1.95, 1.19), H-18 (5 1.69) y H-21 (5 1.34) con

el C-28 (5 63.2) (Figura 2.92),

determinandose la posicién del grupo oximetileno en posicion 28; adicionalmente, se

corrobor6 el acoplamiento entre los protones H-28 con
COSY (Figura 2.93).

el H-22 y H-21, en el experimento
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Figura 2.92 Ampliacion del experimento HMBC del compuesto XIX en piridina-ds.
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Figura 2.93 Ampliacion del experimento COSY del compuesto XIX en piridina-ds.

Debido a los datos espectroscépicos observados se determiné que el compuesto XIX
corresponde a la 28-O-acetil-betulona (Figura 2.94), siendo éste el primer reporte de este
compuesto en la naturaleza, ya que los reportes de la 28-O-acetil-betulona son originados
de la derivatizacion de lupanos (Wiemann et al., 2015; Pettit et al., 2014; Alakurtii et al.,
2010; Salin et al. 2010; Pohjala et al., 2009; Korovin y Tkachev, 2001). En la Cuadro 2.13
se realiza a asignacion completa del compuesto XIX y su comparacién con los datos

reportados en la literatura (Korovin y Tkachev, 2001).
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Cuadro 2.13 Comparacién de los datos espectroscopicos de RMN-'H (600 MHz) y -**C (150 MHz)
determinado en piridina-ds del compuesto XI1X con los del 28-O-acetil-betulona en CDCls.

Posicion

N =

S©YWoo~NOG AW

1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32

Compuesto XIX

5 H (m)

2.50 (t, J = 6.6 Hz)

1.34
1.39

1.37

1.36
1.33
1.72
1.71
1.03
1.76
1.69
2.58
2.00,1.34
1.95,1.19
1.15(s)
1.06 (s)
1.02 (s)
0.88 (s)
1.00 (s)

4.25 (d, J = 12 Hz),
4.10 (d, J =12 Hz)
4.91 (s), 4.78 (s)
1.76 (s)

2. 1_;1 (s)

513C

1.80 (dd, J = 11.4, 6.6 Hz), 1.35  40.1
2.54 (dd, J = 6.6, 4.2 Hz)

34.6

217.0
48.4
55.4
19.7

34.2
41.4
50.4
35.3
21.7
26.0
38.2
43.3
27.2
27.9
47.2
49.3
47.9
151.0
30.5
34.8
26.8
21.4
16.1
16.3
15.2
63.2

110.8
18.8
1711
21.4

5'H (m)
1.86, 1.35
2.45, 2.37

1.28
1.45

141

1.35
1.30,1.41
1.04, 1.30

1.68
1.04,1.67
1.23,1.83

1.59

2.42
1.38,1.95
1.06, 1.76

1.04 (s)
1.00 (s)
0.91 (s)
1.05 (s)
0.96 (s)

4.26 (d, J =11 Hz),
3.84 (d, J =11 Hz)
4.67 (s), 4.57(s)
1.66 (s)

2.04

28-0-acetil-betulona (Korovin y Tkachev, 2001)

51C
39.5
33.9

217.6
47.2
54.9
19.5

33.4
40.8
49.7
36.7
21.2
25.2
37.6
42.7
27.0
29.6
46.2
48.7
47.6
149.9
295
34.4
26.5
20.9
15.7
15.7
14.6
62.6

109.8
19.0
171.3
20.8
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Figura 2.94. Estructura del compuesto XIX (28-O-acetil-betulona) (Korovin y Tkachev, 2001).

Naringenina (XX)

El compuesto XX se obtuvo como un sélido de color amarillo soluble en acetona,
obteniéndose 5.4 mg. En el espectro de RMN-'H (Figura 2.95) se observaron sefiales
caracteristicas de un flavonoide de tipo flavanona, esto debido a la presencia de una
sefal a ® 12.16 correspondiente a un protdon de grupo hidroxilo que se encuentra
guelatado; en la region de protones aromaticos se observaron cuatro sefiales dobles a &
737 (J=84Hz), 56.88 (J=84Hz), 5594 (J=18Hz)yd 5.93 (J =1.8 Hz), lo cual
indica, por las constantes de acoplamiento, que los protones se encuentran en posicion
orto y meta, respectivamente; por otro lado, se observaron tres sefiales doble de dobles a
0544 (J =126, 1.8 Hz), 5 3.16 (J = 16.8, 12.6 Hz) y  2.71 (J = 16.8, 3.0 Hz); debido a
los datos espectroscopicos obtenidos se identificé al compuesto XX como naringenina
(Figuras 2.96, 2.97). En el Cuadro 2.14 se muestra la comparacion de las sefales
espectroscopicas del compuesto XX con las reportadas en la literatura (Maltese et al.,
2009).
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Figura 2.95 Espectro de RMN-'H del compuesto XX en An-dg a 600 MHz.
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Figura 2.96 Ampliacion del espectro de RMN-"H del compuesto XX en An-ds a 600 MHz.

Figura 2.97 Estructura del compuesto XX (naringenina) (Maltese et al., 2009).
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Cuadro 2.14 Comparacion de los datos espectroscopicos de RMN-'H
(600 MHz) determinado en An-ds del compuesto XX con los de la
naringenina en CD;0D:D,0 (1:1).

Posicion Compuesto XX Naringenina
8 'H (m) &'H (m)
2 5.44 (dd, J=12.6, 1.8 Hz)  5.47 (dd, J = 12.6, 2.7 Hz)

3 2.71(dd, J=16.8,3.0Hz)  2.71(dd, J = 17.0, 3.0 Hz)
3, | 3.16(dd,J=16.8,12.6 Hz) 3.30(dd, J = 17.0, 12.9 H)

6 5.93 (d, J = 1.8 Hz) 5.91 (s)
8 5.94 (d, J = 1.8 Hz) 5.91 (s)
2 7.37 (d, J = 8.4 Hz) 7.35 (d, J = 8,4 Hz)
3 6.88 (d, J = 8.4 Hz) 6.82 (d, J = 8.4 Hz)
5 6.88 (d, J = 8.4 Hz) 6.82 (d, J = 8.4 Hz)
6 7.37 (d, J = 8.4 Hz) 7.35 (d, J = 8,4 Hz)
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CAPITULO IlI

EVALUACION CITOTOXICA Y ANTIPROLIFERATIVA SOBRE CELULAS TUMORALES
DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE Phoradendron vernicosum

3.1 INTRODUCCION

En la actualidad, se estan llevando a cabo investigaciones quimicas en plantas superiores
de las cuales se tiene registro de algun uso etnobotanico. De manera particular, la
medicina tradicional maya cuenta con al menos 800 especies de plantas descritas, las
cuales podrian proveer nuevos farmacos anticancerigenos. Por lo tanto, dichas plantas
son sometidas a estudios fitoquimicos, de los cuales los metabolitos aislados son

posteriormente evaluados frente a diversas lineas celulares de cancer.
3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Procedimientos generales

Los bioensayos fueron realizados dentro de una campana de flujo laminar (NuAire clase
I, tipo A2). Las lineas celulares se mantuvieron dentro de una incubadora de CO, con
camisa de agua vy filtro HEPA (NuAire). Para la determinacion del efecto biol6gico se
utilizé sulforodamina B (SRB, Sigma). Se determiné la densidad 6ptica en las células
previamente tratadas y tefiidas con SRB mediante un lector de microplacas multimodo

GloMax (Promega).
3.2.2 Lineas celulares

Las lineas celulares normales y tumorales fueron crecidas bajo la supervision de la Dra.
Rosa Esther Moo Puc de la Unidad Médica de Alta Especialidad del Instituto Mexicano del
Seguro Social. Para los ensayos citotoxicos y antiproliferativos se utilizaron las lineas
celulares tumorales de mama (MCF-7 y MDA-MB-231), cérvix (HeLa y SiHa) y prostata

(DU-145) y células normales de rifidn de mono verde (Vero).

Las lineas celulares fueron cultivadas y mantenidas en fase logaritmica de crecimiento
con medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). También se
empled 10,000 U de penicilina y 10 mg/mL de estreptomicina para inhibir el crecimiento

de bacterias Gram negativas y positivas, respectivamente. Igualmente, se utilizé6 2.5
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pMg/mL de anfotericina B para inhibir el crecimiento de hongos, a una atmésfera del cultivo
con 95% de humedad y 5% de CO, a 37 °C.

3.2.3 Bioensayo de actividad citotoxica

Las células fueron incubadas en placas para cultivo celular de 96 pozos. A cada pozo se

le adicion6 100 yL de medio con una densidad celular de 50,000 células/mL.

Transcurridas 24 h (confluencia celular de 90%), el medio fue retirado para afiadir a cada
pozo 100 uL de nuevo medio sin SFB. A su vez, se adicioné cada concentracion de los
extractos o compuestos a evaluar (50, 25, 12.5, 6.25 ug/mL), y se incubd durante un
periodo de 48 h.

Al cabo de este tiempo, se adicioné a cada pozo 100 yL de &cido tricloroacético al 10%
con la finalidad de fijar las células; se incub6 a 4 °C por 30 min. Seguidamente se retiré el
sobrenadante, y se adicioné a cada pozo 100 uL de la disolucién de SRB (0.1% SRB en
acido acético al 1%), dejando transcurrir 15 min. Posteriormente, se retird el sobrenadante
y se realizaron cuatro lavados con acido acético al 1% para eliminar el exceso de

colorante.

La tincién se solubilizé con 200 pL de tris-base (10 mM). Consecutivamente, se midi6 la
densidad Optica de la disoluciéon a 560 nm, empleando un espectrofotometro. La inhibicion
del crecimiento se determind usando la férmula [(D.O control — D.O extracto o producto

puro) / D.O control] x 100. Cada evaluacion se realiz6 por triplicado.
3.2.4 Bioensayo de actividad antiproliferativa

Al igual que el ensayo anterior, las células fueron incubadas en placas para cultivo celular
de 96 pozos. A cada pozo se le adicionaron 100 yL de medio con una densidad celular de
50,000 células/mL.

Transcurridas 24 h (confluencia celular de 60 — 70 %), el medio fue retirado para afiadir a
cada pozo 100 pL de nuevo medio con SFB. A su vez, se adicioné cada concentracion de
los extractos o compuestos a evaluar (50, 25, 12.5, 6.25 pyg/mL), y se incub6 durante un
periodo de 48 h. Al cabo de este tiempo, se realizd la técnica de tinciobn descrita para
SRB.
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Los resultados de la actividad antiproliferativa se reportan como concentracion inhibitoria

media (Clso) en pg/mL.
3.2.5 Andlisis de los resultados

Los resultados fueron sometidos a un andlisis del modelo de log(inhibidor) vs. respuesta
normalizada, empleando el paquete estadistico Prisma 5 (GraphPad Software), para
obtener las concentraciones citotoxicas del 50% (CCsy) 0 concentraciones inhibitorias

medias (Clsg) del crecimiento celular.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Actividad citotéxica de las fracciones obtenidas de la particion del extracto
metanolico

El extracto metandlico y las fracciones obtenidas de las particiones fueron evaluadas
frente a la linea celular HeLa (Cuadro 3.1), en la cual se puede observar que el extracto
metandlico no posee efecto citotoxico, sin embargo, las fracciones de las particiones
hexanica y diclorometénica si poseen dicho efecto, mostrando un aumento en la actividad

al compararlas con el extracto organico de origen.

Cuadro 3.1 Efecto citotoxico del extracto metandlico y las
fracciones de P. vernicosum evaluadas frente a la linea
celular HeLa (ug/mL + DE).

Extracto o fraccion CCso pg/mL * DE

PVP-1A (MeOH)

PVP-2A (Hx) 53.0 1.0

PVP-2B (CH.Cl.) 59.3 +1.1

PVP-2C (AcOEt)

PVP-2D (Acuosa)

Docetaxel 0.33

CCsy = concentracion citotoxica media en pg/mL; -- = > 100

pg/mL; DE = desviacion estandar

3.3.2 Actividad citotéxica de las fracciones primarias

De acuerdo con los efectos observados, se realizé la purificaciéon de las fracciones
hexanica y diclorometanica para posteriormente ser evaluadas frente a la linea celular
HelLa. Las subfracciones obtenidas de las fracciones primarias presentaron un mejor
efecto citotoxico en comparaciéon con las fracciones organicas de origen, lo cual indica
que al purificarse la actividad incrementa en las fracciones resultantes menos complejas
(Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2 Actividad citotoxica de las fracciones primarias de
la particibn hexanica (PVP-2A) y diclorometanica (PVP-2B)
frente a la linea celular HeLa (ug/mL + DE).

PVP-2A (Hx) PVP-2B (CH:Cly)
Fracciones | CCs ug/mL * DE = Fracciones | CCsy pug/mL * DE

PVP-3A PVP-19A
PVP-3B PVP-19B 324+1.0
PVP-3C PVP-19C
PVP-3D PVP-19D
PVP-3E PVP-19E 17.8+1.0
PVP-3F 232+1.2 PVP-19F 155+1.1
PVP-3G 21.2+1.1 PVP-19G 189+1.1
PVP-3H 205+1.1 PVP-19H 205+1.1
PVP-3I 29.2+1.2 PVP-19I 228+1.1
PVP-3J 35.2+1.1 PVP-19J 31.1+1.0

PVP-19K 174+11
PVP-19L 37.6+1.0

PVP-19M
PVP-19N
Docetaxel 0.33
CCs, = concentracion citotéxica media en pg/mL; -- = > 100

pg/mL; DE = desviacién estandar

3.3.3 Actividad citotoxica de los metabolitos

Se realiz6 el estudio fitoquimico de las fracciones primarias PVP-3F, PVP-3G, PVP-3H y
PVP-3I, de la fraccion hexanica (PVP-2A) ya que son las que mostraron un mayor efecto
citotéxico (CCsy < 30 pg/mL) (Mena-Rejon et al., 2009). De igual manera, se obtuvo un
metabolito (compuesto |) de la fraccion PVP-3C, aunque esta fraccibn no mostré tener

efecto citotdxico frente a la linea celular HelLa.

Con base en el estudio fitoquimico realizado de la fraccion PVP-2A, se obtuvo un total de
11 metabolitos (compuesto I-XI), los cuales fueron evaluados frente a cinco lineas
celulares de cancer (HelLa, SiHa, MCF-7, MDA-MB-231 y DU-145) y frente a una linea

celular normal (Vero).

Los resultados de la actividad citotoxica e indice de selectividad (IS) de los compuestos
evaluados sobre las seis lineas celulares utilizando el bioensayo de SRB mostraron un
efecto citotoxico en un rango de 20.3 — 197.4 uM y presentaron CCs, > 10 pM (Cuadro
3.3), clasificandose como compuestos inactivos segun el Instituto Nacional de Céncer
(Bugelski et al., 2000).
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Cuadro 3.3 Actividad citotéxica e indice de selectividad de los compuestos aislados de la planta entera de P. vernicosum.

Compuesto Lineas celulares CCs uM % DE (1S)
HelLa SiHa MCF-7 MDA DU-145 Vero
Lupenona (I) >588.8
Acido betulinico (ll) 326+23 28.9+25 49.6 +£3.1 94.3+ 2.7 38.1+23
] (1.1) (1.3) (0.7) (0.4)
Acido 3-epi-betulinico (lll) 1179+28 113.1+29 153.7+3.1 106.6
] (0.9) (0.9) (0.7) 2.3
Acido 3a,23-dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico (IV) 120.4+1.3 109.7+1.0 98.5+1.2 91.1+1.1 97.2+1.0 >487.9
(4.0) (4.4) (4.9) (5.3) (5.0)
Betulona (V) 135.7+1.1 1974 +£1.2 -=* 1358+ 1.1 1024 +£1.1 -=-*
Acido betulénico (V) 116.8 + 1.06 - 60.9 £ 1.2 139.0+1.1 -
Acido oleanélico (Vi) 108.7 £ 1.0 - 106.0 £ 1.0 65.6 +1.2 -
Betulina (Vill) ---* 161.8+2.2 --*
Acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (IX) 152.6 £1.5 20.3+0.8 31.7+1.7 71.2+1.1 53.1+1.1 .
Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxo-lup-20(29)-en-28-oico (X) 182.2+15 922+10 ===" 1058+ 1.1 526+1.1 —--*
Acido 3a,23-0-isopropilidenil-3a,23 dihidroxilup-20(29)- 84.6 (5.0) 442.4 +
en-28-oico (XI) 1.1
28-norlup-20(29)-en-3a-173-diol (XII) 109.2+1.0 - >583.6
(5.3)
3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano (XIll) ¥ >1156.5
isobutirato de 1-hidroxi-2,2,4-trimetilpentan-3-ilo (XIV) ¥ >1156.5
2-metilpentano-2,3,4-triol (XV) ---* >1864.4
2-metilpentano-2,3,4-triol (XVI) ¥ >1864.4
2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol (XVII) ---* >1864.4
Lupeol (XVIII) 163.3+1.1 —--* >585.9
(3.6)
28-0O-acetil-betulona (XIX) 26.6+1.0 106.9+1.0 - >898.5
(33.8) (8.4)
Naringenina (XX) ¥ >918.9
Docetaxel 0.09 (14.4) 0.22 (5.9) 0.01 (130) 0.19 (6.8) 0.81 (1.6) 1.3
CCsqg = concentracion citotéxica media en uM; (IS) = indice de selectividad; --- = > 250 pg/mL; DE = desviacion estandar; * no evaluado
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3.3.4 Actividad antiproliferativa de los metabolitos

Los resultados de la actividad antiproliferativa e indice de selectividad (IS) de los
compuestos evaluados sobre las seis lineas celulares utilizando el bioensayo de SRB
(Cuadro 3.4) indican que el efecto antiproliferativo de todos los compuestos evaluados se
encuentran en un rango de 47.6 - 261.4 uM; al igual los compuestos fueron considerados
inactivos (Bugelski et al. 2000).

Aunque se observa que los compuestos presentan un mayor efecto citotoxico que
antiproliferativo, se calculé la razén entre la actividad citotéxica y actividad antiproliferativa
(C/A), para determinar la tendecia del posible mecanismo de acciéon de cada compuesto,
de modo que si la razén obtenida es menor a la unidad (C/A < 1) indica un mecanismo
citotdxico, mientras que una razén mayor a la unidad (C/A = 1) indica un mecanismo

basicamente antiproliferativo (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.4 Actividad antiproliferativa e indice de selectividad de los compuestos aislados de la planta entera de P. vernicosum.

Compuesto Lineas celulares Clso uM % DE (IS)
Hela SiHa MCF-7 MDA Du-145 Vero
~ Lupenona (I) >588.8
Acido betulinico (Il) 47.6 + 2.36 70.1 +2.30 (1.0) 56.3 +2.41 (1.2) 72.1+23
(1.2)
Acido 3-epi-betulinico (Ill) 91.8+2.47 117.1 £ 2.36 (1.0) 91.6 + 2.69 (1.2) 116.7 £ 2.36
(1.3)
Acido 30,23-dihidroxi-lup-20(29)-
en-28-oico (IV)
_ Betulona (V) % o
Acido betuldnico (VI) 2045+ 1.3 110.2+1.0 % 134.0+1.1 1240+1.1 et
Acido oleandlico (VII) N 136.7 + 1.3 -
Betulina (VIII) ===t 165.5+ 1.66 --*
Acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en- 57.8+15 489+ 6.6 169.2+1.6 ¥
28-oico (IX)
Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxo-lup- 106.2+1.0 126.7+1.0 ==t 122.8+1.0 89.7+1.0 -
20(29)-en-28-oico (X)
Acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23 58.2 + 2.3 (11.3) 629.0 + 1.3
dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (XI)
28-norlup-20(29)-en-3a-17p-diol 209.8+1.1(2.8) -k >583.6
(XIn)
3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano (XIII) - >1156.5
isobutirato de 1-hidroxi-2,2,4- - >1156.5
trimetilpentan-3-ilo (XIV)
2-metilpentano-2,3,4-triol (XV) --* >1864.4
2-metilpentano-2,3,4-triol (XVI) ¥ >1864.4
2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol (XVII) ¥ >1864.4
Lupeol (XVIII) 152.8+1.0 - >585.9
(3.8)
28-0-acetil-betulona (XIX) 165.8 £ 1.0 (5.4) 261.4+1.1(3.4) 95.3+1.0 ---* >898.5
(9.4)
Naringenina (XX) - >918.9
Docetaxel 0.07 (1.9) 0.09 (1.3) 0.01 (12) 0.07 (1.78) 0.01 (11) 0.13
Clso = concentracion antiproliferativa media en pM; (IS) = indice de selectividad; --- = > 250 pg/mL; DE = desviacidn estandar; * no evaluado
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Cuadro 3.5 Razon entre la actividad citotdxica y antiproliferativa de los compuestos aislados de la

planta entera de P. vernicosum.

Compuesto Lineas celulares
HeLa SiHa MCF7 MDA DU-145
Lupenona (1) ---P - - S S
Acido betulinico (ll) 0.68 0.41 0.87 C -P
Acido 3-epi-betulinico (lll) 1.28 0.96 1.67 -P P
Acido 3a,23-dihidroxi-lup-20(29)- C C C C C
en-28-oico (IV)
Betulona (V) C C S C C
Acido betulénico (Vi) A 1.05 0.45 1.12
Acido oleanélico (Vi) -’ C -2 C 0.47
Betulina (VIll) - --P 0.97
Acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en- C 0.35 0.64 0.42 C
28-oico (IX)
Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup- 1.71 0.72 ---2 0.86 0.58
20(29)-en-28-oico (X)
Acido 3a,23-O-isopropilidenil- - A C _— o
3a,23 dihidroxilup-20(29)-en-28-
oico (XI)
28-norlup-20(29)-en-3a-173-diol - — 0.52 I ---2
(XiI)
3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano -0 ---P ---P --P
(Xin)
isobutirato de 1-hidroxi-2,2,4- -—-° - - -
trimetilpentan-3-ilo (XIV)
2-metilpentano-2,3,4-triol (XV) - P --P -P -8
2-metilpentano-2,3,4-triol (XVI) - ---P ---° .
2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol (XVII) P - ---P ---P
Lupeol (XVIIl) - --P C e
28-0-acetil-betulona (XIX) - — 0.40 A -2
Naringenina (XX) A A - A "
Docetaxel 1.40 2.25 1.00 2.66 66.0

A= Antiproliferativo, C= Citotdxico, ---> No evaluado, ---° No calculado

De las razones calculadas se puede observar que en algunos casos no se presentan
valores, sélo los indicadores A (antiproliferativo) o C (citotdxico), puesto que no se tienen
cantidades numéricas reportadas en los Cuadros de Clso y CCsg, Sin embargo, es posible

predecir dicha tendencia.

La mayoria de los compuestos aislados presentan una tendencia de mecanismo
preferentemente citotoxico, con excepcion del &cido epi-betulinico (Ill), en las lineas
celulares HeLa y MCF7, y el 4cido betuldnico (VII), en las lineas celulares SiHa y DU-145,
el acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (X) en la linea Hela, el acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxo-lup-20(29)-en-28-oico (XI), en la linea celular SiHa, el 28-O-acetil-
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betulona (XIX) en la linea celular MDA-MB-231 y la naringenina (XX) en las lineas
celulares HelLa, SiHa y MDA-MB-231.

3.3.5. Informacién previa de actividad frente lineas celulares de cancer de los

compuestos aislados

Lupenona (compuesto |), presenta un numero limitado de estudios de actividad citotdxica
y antiproliferativa, de los cuales sélo existen datos frente a la linea celular de cancer de
colon (HT-29) con una CCs, > 70 uM (Ahmad et al., 2015), mostrando que este metabolito
no presenta un efecto citotoxico frente a lineas celulares de cancer, resultado similar al

obtenido en este estudio.

De los veinte compuestos evaluados frente a las diferentes lineas celulares, se puede
observar que el acido betulinico (compuesto 1) es el que presenta un mayor efecto tanto
citotoxico como antiproliferativo. En la literatura se ha encontrado informaciéon multiple, en
la cual se menciona que el 4cido betulinico se ha evaluado frente a humerosas lineas
celulares; en 1995 se determind como inhibidor selectivo de melanoma humano,
mostrando una actividad citotoxica frente a las lineas celulares MEL-1 (CCso = 2.4 uM),
MEL-2 (CCsp = 4.4 pM) y MEL-3 (CCso = 10.5 pM) (Pisha et al., 1995). Actualmente el
acido betulinico se encuentra en fase clinica (fase |) para melanoma metastastico cutaneo

y fase Il para tratar nevos-displasicos (Salvador et al. 2012).

En numerosos estudios, el acido betulinico se ha demostrado que induce apoptosis
debido a los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, produccién de especies
reactivas de oxigeno y apertura de poros de transicion de permeabilidad mitocondrial, lo
cual produce la liberacion de factores apogénicos mitocondriales, la activacion de
caspasas Y la fragmentacion del ADN (Fulda, 2008). Aunque originalmente se penso6 que
exhibia citotoxicidad especifica contra las células de melanoma, se ha descubierto que
este agente es citotoxico contra tipos de células tumorales no melanomatos, siendo este
compuesto un metabolito prometedor debido a que ha presentado actividad frente a las
lineas celulares, tales como carcinoma de ovario (A2780 Clsy = 3.9 uM), leucemia (H562
Clsg = 21.9 pM), carcinoma en cabeza y cuello (HNSCC Clsq = 17.5 pM) y células de
cancer de pulmon (H460 Clsp = 3.3 uM) (Thurner, 2003; Zuco et al., 2002), por mencionar
algunas; adicionalmente, se determind que puede inducir muerte celular por apoptosis en
células tumorales neuroectodérmicas frente a las lineas SH-EP (neuroblastoma), Daoy
(meduloblastoma) y A17/95 (sarcoma de Ewing) (Fulda et al., 1997).
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Por otra parte, el epimero del &cido betulinico, el acido 3-epi-betulinico (compuesto IIl),
presenta muchos reportes respecto a su actividad frente a lineas celulares de cancer. Se
ha reportado actividad citotoxica frente a la linea celular de carcinoma de ovario (HO-
8910) a una CCs, de 54.7 uM y sobre la linea celular de cancer hepéatico (SMMC-7721)
con una CCso de 26.5 pM (Yang et al., 2009). Con respecto a actividad antiproliferativa se
ha evaluado el acido 3-epi-betulinico sobre la linea celular HeLa, mostrando una Cls, de
6.8 UM (Abbas, 2011); sin embargo, en este trabajo dicho compuesto no muestra efecto

antiproliferativo importante, ya que mostré una Cls, de 91.8 uM.

Con respeto al acido 3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (compuesto V) no existe
mucha informacion en cuanto a su actividad biolégica debido a que este es su segundo
aislamiento, el cual fue obtenido por primera vez por derivatizacion, como aglicona del
acido 3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico-28-0O-a-L-rhamnopyranosyl-(1->4)-3-D-
glucopiranosil (1->6)-B-D-glucopoiranosil éster (Yook et al., 2002).

La betulona (compuesto V) no presenta muchos estudios de actividad citotoxica en lineas
celulares de cancer, encontrdndose un reporte de actividad frente a la linea celular de
cancer broncopulmonar (NSCLC-N6, CCso = 68.1 uM) (Mutai, 2004).

En contraste, del acido betulénico (compuesto VI), se informa en la literatura un amplio
numero de evaluaciones frente a lineas celulares de céncer, tales como la linea celular de
cancer de ovario (SH-OV-3, CCs, = 2.66 uM), cancer de pulmon (A545, CCyo = 14.9 uM),
cancer de colon (HT29, CCs, = 13.2 uM; XF498, CCs, = 1.03 pM; HCT15, CCs, = 0.77
uM), leucemia (K562, CCso = 5.9 uM), cancer de préstata (PC3, CCso = 14.9 uM; DU145,
CCsp = 35.9 pM), melanoma (SK-MEL-2, CCso = 2.7 uM) y cancer de mama (MCF7, CCsg
= 28.8 uM) (Choi et al., 2006; Urban et al., 2004); sin embargo, no posee actividad frente
a la linea celular de mama MDA-MB-231 (Satiraphan et al., 2012), como se expuso en
este trabajo al mostrar una CCs, de 60.9 UM frente a esta linea celular. El acido betulénico
ha exhibido un amplio rango de concentraciones citotoxicas medias, como se muestra en
los datos obtenidos en la literatura y en los presentados en este trabajo, mostrando

actividades desde prometedoras hasta no activas.

Por otra parte, el acido oleandlico (compuesto VII) ha sido evaluado en numerosas lineas
celulares de céncer, tales como de higado (HepG2, CCsy = 72.4 uM), cervicouterino
(HeLa, CCso = 72.4 uM), mama (MCF7, CCs, = 81.1 pM), colon (HTC-16, CCso = 76.7 uUM,;
HCT15, CCs = 59.8 uM; HTC-116, CCsy = 53.0 pM), pulmon (A549, CCyy = 42.7 uM)
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(Hashem et al., 2012; Ibrahim et al., 2011; Li et al., 2002), melanoma de ratén (B16 2F2,
CCs = 6.8 uM) (Hata et al., 2002) y ovario (A2780, CCsg = 17.5 uM) (Cao et al., 2004), por
mencionar algunos, mostrando que no presenta actividad citotdxica, a excepcion de la

linea celular de melanoma de ratén.

En la literatura para la betulina (compuesto VIII) se determinaron las siguientes
actividades: frente a la linea celular de céncer cervicouterino (HeLa, CCsy = 22.6 uM),
cancer hepatico (HepG2, CCg, = 2059.0 uM, SK-HEP-1, CCg, = 131.4 uM), cancer de
pulmén (A545, CCsy = 35.5 uM y NCI-H460, CCsq = 63.5 uM), cancer de mama (MCF7,
CCs = 30.7 pM), cancer de préstata (PC3, CCso = 83.0 uM) (Li et al., 2010), leucemia
(K562, CCso = 14.5 pM; HL60, CCso = 14.7 uM; U937 CCso = 14.2 uM), melanoma (G31,
CCs = 12.2 uM; MEL-28, CCsq = 16.0 uM) y neuroblastoma (GOTO, CCso = 17.2 uM; NB-
1, CCso = 16.0 uM) (Hata et al., 2003), y en este trabajo se reporta su efecto sobre la linea
celular DU-145 (CCsp = 161.8 + 2.2; Clso = 136.7 £ 1.3), mostrando un comportamiento

similar al presentado frente a la linea PC-3, el cual no es activo.

El &cido 3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (compuesto IX) al ser un metabolito
novedoso, aislado por primera vez del extracto diclorometanico de esta especie en un
estudio previo, no existen mas reportes respecto a actividad biol6gica, s6lo el mostrado
por Garcia-Camara (2014), el cual mostré actividad citotoxica y antiproliferativa importante
frente a las lineas celulares de cancer cervicouterino (SiHa, CCso = 20.3 uM; Clsq = 57.8
UM), carcinoma nasofaringeo (KB, CCsy = 10.8 uM; Clsg 12.5 pM), cancer de mama
(MCF7, CCs = 31.7 uM; Clso = 48.9 uM) y cancer laringeo (Hep2, CCso = 34.1 uM; Clgp =
72.5 uM).

Este es el primer reporte del metabolito acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico

(compuesto X), por lo tanto, es el primer reporte de actividad bioldgica.

El acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (compuesto XI),
presentod actividad citotoxica relevante frente a la linea celular KB (CCs, = 10.2 £ 1.1 uM,;
Clsp = 16.4 £ 1.8 uM), con un indice de selectividad alto de 41.0 en el ensayo de
citotoxicidad y 39.9 en el ensayo antiproliferativo; debido a esto se puede considerar como

un compuesto prometedor para seguir estudiando (Valencia-Chan et al., 2017).

El 28-norlup-20(29)-en-3a-17p-diol (compuesto Xll), ha sido evaluado en un panel de
lineas celulares de cancer, como de higado (HepG2, CCs, = 21.50 = 0.01 puM; Hep 3B,
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CCsp = 22.71 = 0.04 uM), mama (MDA-MB-231, CCs, = 29.04 £ 0.07 puM; MCF7, CCs
21.50 £ 0.01 pM), pulmon (A 549, CCso = 24.46 £ 0.14 pM) y gingival (Ca9-22, CCs
31.82 £ 0.09 uM), sin embargo, no mostré actividad citotoxica importante (Du et al., 2009),

como se observd en este trabajo al evaluarlo frente a las lineas celulares.

El compuesto isobutirato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentano (compuesto Xlll), y como se
menciond anteriormente, fue aislado en un estudio previo y evaluado frente a un panel de
lineas celulares de cancer y no mostrd actividad citotoxica (Garcia-Camara 2014). Por
otro lado, su isbmero nombrado como compuesto XIV (isobutirato de 1-hidroxi-2,2,4-

trimetilpentan-3-ilo), se observé que, de igual manera, no mostrd activdad bioldgica.

Como se menciond en el capitulo 2, los compuestos XV y XVI son diasteromeros del 2-
metilpentano-2,3,4-triol, de los cuales el compuesto XV ya habia sido aislado con
anterioridad y no mostré actividad frente a las lineas celulares de cancer, y de igual
manera su diasteromero (compuesto XVI) no mostré actividad citotoxica o antiproliferativa

sobre lineas celulares de cancer.

Con respecto al producto 2,3-dimetilbutano-1,2,3-triol (compuesto XVII), se ha reportado

su aislamiento previamente, sin embargo, no existen reportes de su actividad biolégica.

El lupeol (compuesto XVIII) es un compuesto ubicuo en la naturaleza, y por lo tanto se ha
evaluado frente a diversas lineas celulares de cancer, como por ejemplo melanoma (MEL-
2, CCys 39.4 uM; B16 2F2, Clg, 38.0 uM) (Setzer y Setzer 2003; Hata et al., 2002),
leucemia (HL60, CCsp 19.9 uM; U937, CCsy 16.8 uUM) y neuroblastoma (NB-1, CCsq 19.7
puM) (Hata et al., 2003). Aunado a lo anterior, se le ha realizado diversos estudios para
determinar su mecanismo de accion frente a las diferentes lineas de cancer, siendo su
principal mecanismo la induccién de la apoptosis, bajo diferentes vias, como la activacion
de caspasas 3, 8 y 9 e inhibiciéon de la proteina proto-oncogénica Ras, del receptor de
muerte celular y de la topoisomerasa Il, por mencionar algunos (Rauth et al., 2016; Liu et
al., 2015; Chaturvedi et al., 2008; Mohammad et al., 2005; Wada et al., 2001). Sin

embargo, los efectos observados son mayores a 10 pM.

La 28-O-acetil-betulona (compuesto XIX), como se menciond anteriormente, ha sido
obtenida por medio de la modificacién estructural de compuestos derivados de lupanos,
como el acido betulinico, por lo tanto existen reportes de su evaluacion en lineas celulares

de céncer, mostrando las siguientes CCses: en leucemia (P388, CCsy > 22.0 puM),
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pancreas (BXPC-3, CCg 7.5 uM), mama (MCF7, CCg, 7.0 uM), glioblastoma (SF-268,
CCsy 7.5 pM), pulmon (NCI-H460, CCs, 6.1 pM), colon (KM20L2, CCsy 9.7 uM) y prostata
(DU-145, CCsy 13.4 uM) (Pettit et al., 2014), y en este trabajo frente a la linea celular de
cancer cervicourterino (HeLa, CCsq 26.6 = 1.0 uM), con un indice de selectividad alto de
33.8. Estos resultados han mostrado a este metabolito prometedor para futuros estudios
frente a otras lineas celulares de cancer, asi como para determinar el mecanismo de

accion del mismo.

Por ultimo, la naringenina (compuesto XX) es un flavonoide altamente encontrado en
diversas especies, el cual ha presentado varias actividades frente a diversas lineas
celulares de cancer (Kocyigit et al., 2016; Sak, 2014; Kanno et al., 2005); asi también se
ha evaluado para determinar sus posibles mecanismos de accién, observandose que
puede inducir la apoptosis por medio de la generacién de sustancias reactivas de
oxigeno, por la activacion de las caspasas 3, 7, 8 y 9, inhibir la proliferacion celular, y
arrestar el ciclo celular en fase GO/G1 en la linea celular A431 de carcinoma de piel y
cancer de higado (HepG2); asi como en fase S en cancer de colon (SW1116, SW837) y
cancer de mama (HTB26, HTB132) (Abaza et al., 2015; Ahamad et al., 2014; Arul y
Subramanian, 2013).

Con lo antes mencionado, se resume que las actividades evaluadas frente a las lineas
celulares en estudio fueron similares a las reportadas en la literatura, mostrando ademas

que poseen un potencial para estudios posteriores.
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CAPITULO IV
4.1 DISCUSION GENERAL

Existen pocos reportes de estudios fitoquimicos de las especies del género
Phoradendron. Entre éstos se puede resaltar la especificidad de las plantas de este
género en la sintesis de triterpenos, principalmente de tipo oleanano y lupano (Lépez-
Martinez et al., 2013; Rios et al., 2001; Kashiwada et al., 1998), siendo estos ultimos los

principales compuestos obtenidos en la especie P. vernicosum.

Los triterpenos son metabolitos que constituyen el grupo mas grande de los productos
vegetales naturales con mas de 20,000 miembros conocidos. En las Figuras 4.1y 4.2 se
expone la posible ruta biogenética de los compuestos obtenidos en este trabajo, y como
se observa, la ruta estd comprendida principalmente por los rearreglos de Wagner—
Meerwein (W-M) y de oxidaciones en la estructura base de los compuestos (Phillips et al.,
2006; Xu et al., 2004; Dewick, 2002).
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W-M 1,2 de alquilo
HO

OH
acil transferasa

28-0-acetil-betulona (XIX)

Figura. 4.1 Ruta biogenética propuesta para los triterpenos de esqueleto lupano
provenientes del lupeol aislados en este trabajo.
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Continuacion...
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Figura. 4.2 Ruta biogenética propuesta para los triterpenos de esqueleto lupano
provenientes del 3-epi-lupeol aislados en este trabajo (continuacion).
Se encuentran mdltiples reportes de actividades anticancerigenas de triterpenos de
esqueleto lupano principalmente del acido betulinico, betulina y lupeol, ya que estos

compuestos son ubicuos en la mayoria de las plantas (Chairez-Ramirez et al., 2016). El
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acido betulinico es un candidato prometedor contra lineas celulares de melanomas
humanos (MEL-1, MEL-2 y MEL-4), al inhibirlos selectivamente (Pisha et al., 1995);
encontrandose en fase clinica Il para el tratamiento de nevos displasicos (lunares

atipicos) con el potencial de transformase en melanoma (Salvador et al., 2012).

La actividad inhibitoria selectiva del acido betulico fue de interés para determinar su modo
de accion, asi como su capacidad para afectar a otras lineas celulares de cancer;
mostrando asi que el principal mecanismo de muerte al que induce el acido betulinico es
por apoptosis celular. Ejemplo de lo anterior, es la activacién de la apoptosis a 10 uM en
la linea celular UISO-Mel-1 derivado de melanoma metastatico, por la activacion de
caspasa 3 y sustancias reactivas de oxigeno (Tan et al.,, 2003), también incrementa la
actividad de las caspasas y suprime la expresion de la proteina pro-apoptética Bax en las
lineas celulares escamosas de cabeza y cuello (SCC9 y SCC25) a 17.5 uM; y a 21.9 uM
sobre la linea celular de leucemia mieloide crénica (K562) (Wu et al., 2010; Thurnher,
2003). De igual manera, mostro especificidad a 21.9 uM por muerte apoptotica en lineas
celulares de neuroblastoma (SH-EP, IMR-32, Kelly y LAN-5) (Fulda et al., 1997); a esta
misma concentracion ha inducido apoptosis en células de cultivo primario de leucemia
mieloide aguda y leucemia linfoide aguda en muestras pediatricas (Ehrhardt et al., 2004).
Sobre la linea celular de céncer cervicouterino CNE2, a 43.8 uM, mostré activacion de
caspasas 3y 9, fragmentacion del ADN vy liberacién del citocromo c (Liu y Luo, 2012); a
21.9 y 46.0 uM se pudo mediar apoptosis, suprimir inflamacion e inhibir la angiogénesis
en las lineas celulares de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 y MDA-MB-468,
respectivamente (Weber et al., 2014). Ademas, se encontrd un incremento del gen pro-
apoptético bax y la mediaciéon de las sustancias reactivas de oxigeno en células Hela al
ser tratadas con &cido betulinico a una concentracion de 30 uM (Xu et al., 2014). Es bien
sabido que las mitocondrias juegan un papel importante en la via intrinseca de la
apoptosis; la ruta mitocondrial esta precedida por la generacion de especies reactivas de
oxigeno y esta regulada por la familia de proteinas Bcl-2, que consiste en proteinas anti-
apoptéticas (Bcl-2, Bel-XL y Mcl-1) y proapoptoéticas (Bax y Bad). Debido a lo expuesto
anteriormente, el acido betulinico ha mostrado inducir apoptosis de manera directa en el
efecto sobre las mitocondrias en diversas lineas celulares de cancer. Sin embargo, este
no es el Unico mecanismo encontrado, debido a que ha mostrado causar necrosis y

autofagia (Potze et al., 2014; Karpova et al., 2006).
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Finalmente, otros estudios in vitro han demostrado que el &cido betulinico es un agente
potentemente efectivo contra una gran variedad de células cancerosas (CCso < 10 pM), sin
embargo, en otras lineas celulares no ha sido tan efectivo, por lo que se puede decir que
es selectivo frente a ciertas lineas celulares cancerigenas, como se muestra en el Cuadro

4.1.
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Cuadro 4.1 Evaluaciones in vitro del acido betulinico en distintas lineas celulares de cancer.

Linea celular

Mama
MCF-7
SKBR3
MDA-MB-468
MDA-MB-231
MDL13E
BT483
BT474

T47D

BT549
ZR-75-1
Ovario
A2780
OVCAR-5
IGROV-1
PA-1
Cervicouterino
A431

CaSki

Hela

SiHa
Melanoma
G361
SK-MEL-28
Me665/2/21
Me665/2/60
B16-F1
Leucemia
U937

HL60

K562

Colon
SW1463
Swa37

RKO

CO115
SW480

T84

HCT81

DLD1

HT29

LS180
Pancreas
EPP85-181P
EPP85-181RNOV
EPP85-181RDB

CCso (uM)

29.5
35.5
46.0
15.2
25.2
28.0
26.5
28.5
12.0
>43.8

3.9
7.2
9.8
8.8

3.9

21.0
31.3
25.8

5.2
6.5
3.3
3.5
16.1

10.0
6.6
9.8

8.3
24.7
20.8
26.7
33.0
24.7
35.9
15.0
>43.8
25.6

7.4
3.1
7.9

Referencia

Damle et al., 2013
Kessler et al., 2007
Weber et al., 2014
Abdel Bar et al., 2009
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007

Zuco et al., 2002
Zuco et al., 2002
Zuco et al., 2002
Mukherjee et al., 2004

Zuco et al., 2002

Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007

Hata et al., 2002
Hata et al., 2002
Zuco et al. 2002
Zuco et al., 2002
Gauthier et al., 2006

Hata et al., 2002
Hata et al., 2002
Hata et al., 2002

Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007
Gauthier et al., 2006
Kessler et al., 2007
Kessler et al., 2007

Drang et al., 2009
Drang et al., 2009
Drang et al., 2009
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Cuadro 4.1 Evaluaciones in vitro del acido betulinico en distintas lineas celulares de céancer
(continuacién).

Pulmén

H460 3.3 Zuco et al. 2002
POGB 9.2 Zuco et al. 2002
POGB/DX 7.0 Zuco et al. 2002
SW1573 > 43.8 Kessler et al., 2007
A549 10.3 Gauthier et al. 2006
H322 26.9 Kessler et al., 2007
GLC-2 19.3 Kessler et al., 2007
GLC-4 21.9 Kessler et al., 2007
GLC-36 21.0 Kessler et al., 2007
H187 19.0 Kessler et al., 2007
N417 13.6 Kessler et al., 2007
MBA9812 16.6 Kessler et al., 2007
L132 2.7 Mukherjee et al., 2004
Préstata

DU-145 25.4 Kessler et al., 2007
PC3 26.9 Kessler et al., 2007
22Rv1 22.1 Kessler et al., 2007
LNCaP 26.0 Kessler et al., 2007
Gastrico

EPG85-257P 6.6 Drang et al., 2009
EPG85-257RDB 2.0 Drang et al., 2009
EPG85-257TRNOV 3.6 Drang et al., 2009
Pancreas

EPP85-181P 7.4 Drang et al., 2009
EPP85-181RNOV 3.1 Drang et al., 2009
EPP85-181RDB 7.9 Drang et al., 2009
Neuroblastoma

GOTO 7.9 Hata et al., 2002
NB-1 9.5 Hata et al., 2002

Otro triterpeno de esqueleto lupano muy representativo es la betulina, el cual se ha
evaluado en un gran numero de lineas celulares de cancer, como se observa en el
Cuadro 4.2.
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Cuadro 4.2 Evaluaciones in vitro de la betulina en distintas lineas celulares de cancer.

Linea celular

Mama
MCF7
T47D
Cervicouterino
Hela
HPCC
Higado
HepG2
SK-HEP-1
Pulmén
A549
NCI-H460
Lu1
Préstata
PC3
LNCaP
Leucemia
CCRF/CEM
P388
K562
Jurat 1E.6
HL60
U937
Neuroblastoma
SK-N-AS
TEG71
GOTO
NB-1
Glioma
C6

Colon
HT-29
Col2
DLD-1
SW707
Tiroides
FTC238

Mieloma multiple

RPMI8226
Ovario

HPOC

A2780
Glioblastoma
HPGBM
Nasofaringeo
KB

CCso (UM)

30.7
5.2

22.6
3.4

22.8
132.1

7.4
63.5
>45.2

82.9
>45.2

24.6
12.4
14.5
6.7

14.7
14.4

2.5
10.3
171
16.5
5.9
4.3
>45.2
6.6
51.7
6.8
6.4

2.8
>45.2

3.4

>45.2

Referencia

Li et al., 2010
Rzeski et al., 2009

Li et al., 2010
Rzeski et al., 2009

Li et al., 2010
Li et al., 2010

Rzeski et al., 2009
Li et al., 2010
Hwang et al., 2003

Li et al., 2010
Hwang et al., 2003

Boryczka et al., 2013
Boryczka et al., 2013
Hata et al., 2003
Rzeski et al., 2009
Hata et al., 2003
Hata et al., 2003

Rzeski et al., 2009
Rzeski et al., 2009
Hata et al., 2003
Hata et al., 2003
Rzeski et al., 2009
Rzeski et al., 2009
Hwang et al., 2003
Gauthier et al., 2006
Boryczka et al., 2013
Rzeski et al., 2009
Rzeski, W. et al. 2009

Rzeski W. et al., 2009
Chaturvedula et al., 2003

Rzeski et al., 2009

Hwang et al., 2003
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Cuadro 4.2 Evaluaciones in vitro de la betulina en distintas lineas celulares de cancer
(continuacién).

Pancreas

EPP85-181P 21.1 Drag et al., 2009
EPP85-181RNOV 20.6 Drag et al., 2009
EPP85-181RDB 26.5 Drag et al., 2009
Gastrico

EPG85-257P 18.7 Drag et al., 2009
EPG85-257RDB 11.0 Drag et al., 2009
EPG85-257TRNOV 12.3 Drag et al., 2009
Melanoma

G361 12.4 Hata et al., 2003
SK-MEL-28 16.2 Hata et al., 2003
B16-F1 13.8 Gauthier et al., 2006
B162F2 27.4 Hata et al., 2002
MEL-2 >45.2 Kim et al., 1998

La betulina, al igual que el &cido betulinico, ha inducido muerte celular por apoptosis, en la
linea celular de cancer cervicouterino (HeLa) a 21.9 uM, mostrando cambios morfoldgicos
como condensacion y fragmentacion nuclear, translocacion de la fosfatidilserina de la
membrana celular y formacion de cuerpos apoptéticos. De igual manera, se observo la
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial, la liberacion de citocromo ¢
mitocondrial, la activacion de las caspasas 9, 3 y 7 y la expresion de las proteinas
proapoptéticas Bax y Bak (miembros de la familia Bcl-2) (Li et al., 2010). En otro estudio,
la betulina mostrdé un porcentaje del 20% de células apoptéticas en la linea celular de
melanoma murino B164A5 a 10 uM, mientras que en la linea celular A549 de cancer de
pulmén, a 20 puM, fue de un 27.64%, medidas por citometria de flujo (Soica et al., 2012;
Pyo et al., 2009).

Otro compuesto muy abundante en la naturaleza es el lupeol, el cual es el lupano mas
simple y, al igual que sus analogos lupanos, ha sido evaluado en un gran nimero de
lineas celulares de cancer, sin embargo, y posiblemente debido a su nimero limitado de
grupos funcionales en el C-28, no ha mostrado actividad citotoxica importante, como se

puede observar en el Cuadro 4.3.
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Cuadro 4.3 Evaluaciones in vitro del lupeol en distintas lineas celulares de cancer.

Linea celular CCso (MM) Referencia
Leucemia
HL60 19.9 Hata et al., 2003
U937 16.8 Hata et al., 2003
K562 >20 Hata et al., 2003
Melanoma
G361 >20 Hata et al., 2003
SK-MEL-28 >20 Hata et al., 2003
B16-F1 104.0 Gauthier et al., 2006
B162F2 38.0 Hata et al., 2002
Neuroblastoma
GOTO >20 Hata et al., 2003
NB-1 19.7 Hata et al., 2003
Ovario
A2780 >46.9 Chaturvedula et al., 2003
Pulmén
A549 165.0 Gauthier et al., 2006
Colon
DLD-1 125.0 Gauthier et al., 2006
Préstata
LNCaP 49.2 Saleem et al., 2005a
CWR22Rv1 43.3 Saleem et al, 2005a
Boca
UPCI:SCC131 26.1 Rauth et al., 2016
UPCI:SCC084 21.4 Rauth et al., 2016
Pancreas
AsPC-1 35 Saleem et al., 2005b

A pesar de la baja actividad observada se han realizado experimentos para determinar el
tipo de muerte celular, como el estudio realizado sobre la linea celular PCNA-1 de cancer
de pancreas a una concentracion de 60 puM, en el cual se logré inhibir la proliferacién
celular, indicando por citometria de flujo un mayor porcentaje de muerte celular por
apoptosis (~ 60%), aunado a esto se determind el arresto del ciclo celular en las fases
GO/G1 (~ 80%) (Li et al., 2015). En otra linea celular de pancreas, AsPC-1, se evalué el
compuesto a diversas concentraciones (30-50 uM), en la cual se observé un cambio en la
morfologia celular, siendo que la concentracion mas alta presenté un 20% de poblacion
apoptética, ademas de presentar un aumento significativo en la expresion proteica de Bax
y aumento en la expresion de caspasas 3, 8 y 9 (Saleem et al., 2005a). Por otro lado, se
determin6 que el lupeol induce apoptosis en la linea celular de cancer de préstata a 49.2
UM, en la cual se mostré un cambio en la morfologia celular, ademas de inducir la escision
de la proteina poli (ADP-ribosa) polimerasa y degradacién de la proteina acinus con un

aumento significativo en la expresion de la proteina FADD, ademas de causar un aumento
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significativo en la expresion del receptor Fas (receptor ligando de muerte celular) y la
activacion de las caspasas 8 y 9, habiendo muerte celular por apoptosis por via extrinseca
(Saleem et al., 2005b). En la linea celular de cancer oral (UPCI: SCC131), el lupeol caus6
muerte celular por apoptosis a 50 UM al activar las caspasas 3 y 7, y por citometria de
flujo se observé un 84% de células en apoptosis a las 48 h (Rauth et al., 2016). Como se
puede observar, el principal mecanismo de muerte celular que ejerce el lupeol es por
medio de la induccion de la apoptosis; sin embargo, el principal objetivo de seguir
estudiando el lupeol es por su abundancia en la dieta, debido a que se encuentra en
muchas frutas, cereales, vegetales, aceites vegetales, entre otros alimentos, que son
ampliamente consumidos normalmente, por lo que se propone al lupeol como un
compuesto quimiopreventivo de diversos tipos de cancer (Saleem, 2009; Chaturvedi et al.,
2008).

Haciendo una comparaciéon entre los tres triterpenos de esqueleto lupano antes
mencionados, se puede ver que el grado de oxidacion en el C-28 es de gran importancia,
observandose que el acido betulinico posee un mayor efecto citotdxico que la betulina y
ésta a su vez que el lupeol, mostrando asi que la efectividad de los triterpenos esta
determinada por su funcionalidad. Aunado a esto, y debido al auge observado en estudios
biolégicos de los lupanos, se han disefiado muchos derivados de los lupanos para

determinar relaciones estructura-actividad, teniendo como sitios prometedores el C-28, C-

20, C-29, C-30 y C-3 para modificaciones estructurales (Figura 4.3).

’)

HO

Figura 4.3 Sitios prometedores de los lupanos.

Ejemplo de lo anterior es la introduccion de un grupo amino en el 4cido carboxilico del
acido betulinico, observandose que al agregar aminoacidos especificos como alanina y
valina mejoran la actividad de los derivados resultantes en las lineas celulares de

melanoma (MEL-2) y cancer nasofaringeo (KB) (Figura 4.4) (Jeong et al., 1999).
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MEL-2 (CCs uM) KB (CCso M)
1 9.8 >43.8
2 7.7 >36.9
3 3.7 > 35.1
4 2.8 8.7
5 16.2 16.2
o I Q
tReon  wwode  wepdor  wEfe  wrocos
2 R= 3 3R= 3 4 R= CHs 5 R= CH,

Figura. 4.4 Derivados del acido betulinico con aminoacidos conjugados y su actividad citotoxica
(Jeong et al., 1999).

En otro estudio, continuando con la modificacion en el C-28, se realizo la introduccion de
diversos sustituyentes para monitorear la actividad observada al variar grupos,
observandose que al agregar grupos voluminosos polares con caracteristicas de
electrodonadores aumenta la actividad en diversas lineas celulares (Figura 4.5) (Zhang et
al., 2014).

R
1 OH
2
\OOCN
3
HN\//\NH2

CCso (M)
| HL60 BEL-7402 SF-763 Hela B16

1] 32.2 294 289 321 171
2| 115 9.2 9.1 11.7 9.0
3| 86 7.2 6.2 106 56

Figura. 4.5 Derivados del acetato de acido betuldnico y su actividad citotoxica (Zhang et al., 2014).

En otro ejemplo de modificacion en el C-28 se evaluaron cinco analogos de dos
compuestos con diferente grado de oxidacion, en el que se muestra una tendencia de
mayor a menor efecto citotoxico en este orden: CHO > COOH > COOCH; > CH,0OH > CHj
(Figura 4.6) (Urban et al., 2004; Hata et al., 2003, 2002).
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R R
1 CHO 6 CHO
2 COOH 7 COOH
3 COOCH3 8 COOCH;
4 CH2OH 9 CHOH
5 CHs ’ 10 CHs
CCso (MM)
HL60 U937 K562 G361 SK-MEL-28 GOTO NB-1 B162F2
1111 37 49 96 10.6 75 88 6.4
2| 66 100 98 52 6.5 79 95 7.9
31108 111 88 87 4.8 68 6.3 49
4 | 147 144 145 124 16.2 171 165 274
51199 168 >20 >20 >20 >20 197  38.0
6|05 15 18 94 9.3 52 58 4.1
7| - - 5.9 - - - -
8|78 88 109 85 7.4 94 96
9 | 189 168 187 106 >20 >0 >20 293
10| 158 119 182 >20 >20 >20 >20 254

Figura. 4.6 Derivados en el C-28 de dos triterpenos de esqueleto lupano y su actividad citotéxica
(Urban et al., 2004; Hata et al., 2003, 2002).

Con respecto a modificaciones en los carbonos C-20 y C-29, en un estudio se observo

que al reducir el alqueno a enlace simple hay un aumento en la actividad en la linea
celular de préstata (PC-3) y melanoma (SK-MEL-2) (Figura 4.7) (Choi et al., 2006; Urban
et al., 2004; Kim et al., 2001).

1 2 3 4
| PC-3 (CCs0, M)  SK-MEL-2 (CCso, M)
1 1.9 2.2
2 2.2 2.0
3 14.9 2.7
4 1.3 16

Figura. 4.7 Derivados en los carbonos C-20 y C-29 de triterpenos de esqueleto lupano y su
actividad citotoxica (Urban et al., 2004; Hata et al., 2003, 2002).
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También se han realizado modificaciones en el C-30, observandose que oxidaciones del
metilo a aldehido o &cido carboxilico mejora la actividad, al compararlo con su analogo sin
grupo funcional; la presencia del grupo vinilo es importante para la actividad biologica
(Figura 4.8) (Hata et al., 2008).

/// OHC//’/,, HOOC//’/I,, HOOCJ’*/,

AcO AcO AcO AcO

1 2 3 4
CC50, ”M
| HL60 U937 Lu99 G361 HeLa HepG2 HT-29 MCF7 Saos?2
1| 184 387 390 331 >50 >50 >50  >50  >50
2| 51 7.7 30 189 388 >50 292 421 >50
3| 2.1 44 15 79 267  >50 15.7 254 345
4| 34 47 30 148 288 >50 238 308  >50

Figura. 4.8 Derivados en el C-30 de triterpenos de esqueleto lupano y su actividad citotéxica
(Hata et al., 2008).

En relacion a modificaciones en el C-3, en un estudio se evaluaron cuatro derivados de la
betulina unidos a grupos derivados de coumaroilo, observandose que la presencia de este

grupo afecta positivamente la actividad biol6gica (Figura 4.9) (Hwang et al., 2003).

| R R:
1|-OCH; -OCHs
2| -H -OCHs
3|-0CH; -H
4| -H -H

CCso (M)
Lu1 Col2 KB  LNCaP hTERT-RPE1
Betulina | >45.2 >452 >452  >452 >45.2
1 9.7 8.9 6.6 7.1 25.1
2 250 >323 124 8.2 14.5
3 >323 >323 124  >323 18.1
4 307 >340 170 27.2 >34.0

Figura. 4.9 Derivados de betulina en C-3 y coumaroilo y su actividad citotoxica
(Hwang et al., 2003).
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En un trabajo realizado por Gauthier et al. (2006) se derivatizaron 23 compuestos de
esqueleto lupano a los cuales se unieron monosacaridos en diferentes sitios de su
estructura quimica. De esta manera, se pudo hacer un analisis de la actividad biologica y
de los grupos funcionales presentes en las estructuras de los derivados, observandose
gue para compuestos base de lupeol (Figura 4.10) la presencia en particular de los
monosacéridos B-D-glucopiranosa y a-D-arabinopiranosa incrementa la actividad biol6gica
al compararse con su aglicona analoga, sin embargo, con la presencia de a-L-

rhamnopiranosa la actividad es desfavorable.

/// CCso (M)
1 Ri A-549 DLD-1 B16F1
1| H 1650 1250 104.0
2| Glu 140 140 15.0
3| Rha >178 >178 >178
4| Ara 280 500 27.0

Figura. 4.10 Derivados glicosilados en el C-3 de lupeol y su actividad citotoxica
(Gauthier et al., 2006).

Por otro lado, al hacer la comparacién con analogos de la betulina, la presencia de grupos
acetilo, ya sea en el C-3 o0 en el C-28, decrementa la actividad; efecto similar se observa
al unir monosacéaridos en el C-3 o en el C-28 al ser comparada con su esqueleto base, por
lo tanto, el efecto citotoxico es desfavorable con la presencia ya sea de grupos acetilo o

de monosacaridos (Figura 4.11) (Gauthier et al., 2006).

CCso (uM)

R4 R, A-549 DLD-1 B16F1

1 H H 3.8 6.6 13.8

2 Ac Ac >95 >95 >95

o 3 H Ac 750 56.0 43.0
: 4 Ac H >253  >253 >253
6 | Gl H >200 >200 >200

7 | Rha H 22.0 5.0 18.0

8 | Ara H 410 630 38.0

9 H Glu >248 >248 >248

10 H Rha >228 >228 >228

11 H Ara  >175 >175 >175

Figura. 4.11 Derivados glicosilados y acetilados de betulina en el C-3 y C-28 y su actividad
citotoxica (Gauthier et al., 2006).
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Estos resultados sugieren que la presencia del alcohol en C-28 de la betulina es
importante para la citotoxicidad y, por lo tanto, el acoplamiento de un monosacérido no es

una modificacion deseable en esta posicion.

En cuanto al &cido betulinico, la actividad se mejora considerablemente al realizar la union
con a-L-rhamnopiranosa en el C-3, caso contrario al unir B-D-glucopiranosa en la misma
posicion, mostrando una nula actividad bioldgica (Figura 4.12) (Gauthier et al., 2006).

CCso (uM)
Ri A-549 DLD-1 B16F1
H 10.3 15.0 16.1
Glu >178 320 49.0
Rha 2.6 3.9 3.9
Ara  10.0 17.0 11.0

HON -

Figura. 4.12 Derivados glicosilados de acido betulinico en el C-3 y su actividad citotdxica
(Gauthier et al., 2006).

Por dltimo, el derivado del acido betulinico, el metil betulinato, mejora su efecto al
presentar p-D-glucopiranosa en el C-3 y éste es desfavorecido al tener en el C-3 a a-L-
rhamnopiranosa (Figura 4.13) (Gauthier et al., 2006).

CCso (uM)
Ri A-549 DLD-1 B16F1
H 19.0 250 26.1
Glu 84 3.9 7.1
Rha 59 >183 55
Ara 135 18.0 13.3

BWON -

Figura. 4.13 Derivados glicosilados de metil betulinato en el C-3 y su actividad citotoxica
(Gauthier et al., 2006).

Siguiendo con las modificaciones en la estructura quimica de los lupanos, en un estudio
realizado por Kim et al. (1998) se realizaron modificaciones quimicas en los C-3, C-20, C-
29 y C-28 del acido betulinico (Figura 4.14), en donde se observé que solamente dos
compuestos mostraron una mejora en la citotoxicidad en la linea celular de melanoma
(MEL-2), los cuales tienen como caracteristica principal la oxidacion en el C-3 de alcohol a
cetona y la presencia del &cido carboxilico en el C-28, y, ademas, la actividad es

potenciada al reducir el doble enlace entre los C-20 y C-29.
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Figura. 4.14 Derivados de 4cido betulinico y su actividad citotéxica en células de melanoma
(MEL-2) (Kim et al., 1998).
Recopilando la informacion anterior, se demuestra que las simples modificaciones de la
estructura original de un triterpeno de esqueleto lupano, como por ejemplo del acido

betulinico, pueden mejorar el perfil de citotoxicidad. Sin embargo, es necesario realizar
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investigaciones mas extensas, utilizando un mayor nidmero de analogos y evaluando en
un grupo similar de lineas celulares, para poder realizar una mejor comparacion entre
ellos y para posteriormente poder hacer un efectivo estudio de relacion estructura
actividad (SAR) y un disefio de modificacion para un mejor agente citotéxico.

Con base en los resultados obtenidos en la evaluacion de los metabolitos aislados (I-XI)
no es posible concluir que dichos metabolitos sean o no citotoxicos, pues como se
observé en los ejemplos anteriormente presentados, aquellos compuestos que no
presentaron actividad en estas lineas celulares podrian tener actividad en otras lineas de
células cancerigenas, en especial el compuesto I1X (acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-
0ico), ya que resultd ser el mas abundante de la especie P. vernicosum, y es uno de los
compuestos que presentd un mayor efecto citotoxico (KB, CCsy = 11.4 pg/mL) vy
posiblemente es el compuesto que le estd confiriendo actividad al extracto metandlico
crudo (KB, CCs, = 29 pg/mL), e incluso, debido a la presencia de oxidaciones en C-3, C-
24 y C-28, seria un buen candidato a modificaciones estructurales para modular asi su

actividad biolégica.
4.2 CONCLUSIONES

Las fracciones orgénicas, hexanica, diclorometéanica y de acetato de etilo, del extracto de
las partes aéreas de Phoradendron vernicosum son ricas en triterpenos, ya que
principalmente se aislaron triterpenos de esqueleto lupano, de los cuales tres son
novedosos: acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (IX), acido 3a,23-dihidroxi-30-
oxolup-20(29)-en-28-oico (X) y acido 3a,23-0O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-
28-oico (XI). Asimismo, se reporta por primera vez el triterpeno 28-O-acetil-betulona (XIX)

a apartir de una fuente natural.

Se aislaron 15 compuestos conocidos, de los cuales diez son de naturaleza terpénica:
lupenona (1), acido betulinico (I1), acido 3-epi-betulinico (lIl), acido dihidroxi-lup-20(29)-en-
28-oico (IV), betulona (V), acido betulénico (VI), acido oleandlico (VII), betulina (VIII), 28-
nor-lup-20(29)-en-3a-17B-diol (XIl) y lupeol (XVI). Debido a la abundancia de
compuestos aislados de esqueleto lupano, se infiere que el metabolismo de la especie P.

vernicosum se concentra principalmente en la produccién de triterpenos.

El aislamiento de cinco compuestos hidroxilados (compuestos XIII-XVII), reportados por

primera vez para el género Phoradendron, constituyen una importante contribucion a la
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fitoquimica del género, siendo novedosos los diasteromeros de 2-metilpentano-2,3,4-triol

(compuestos XV y XVI).

La presencia de la naringenina (XX), un flavonoide ubicuo en la naturaleza, en P.
vernicosum no es sorpresiva, ya que en otras especies del género se reportan diversos

tipos de metabolitos de la ruta del &cido shikimico.

Los tres lupanos novedosos poseen la peculiaridad de tener oxidaciones especificas en
los metilos unidos al C-4 (CH3-23 y CHs-24), lo que indica que en P. vernicosum ocurren

oxidaciones en regiones determinadas.

El compuesto IX, acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico, resulté ser el mas abundante
y esta presente en las tres fracciones organicas (Hx, CH,Cl, y AcOEt), por lo que podria

ser considerado como un marcador quimiotaxondmico de la especie.

Todos los metabolitos evaluados frente al panel de lineas celulares cancerigenas se

clasifican como no activos, debido a que presentan una CCsy y Clso mayor a 10 uM.
4.3 PERSPECTIVAS

Evaluar los metabolitos obtenidos con otras lineas celulares de cancer para determinar

otros posibles blancos.

Con base en el alto rendimento del acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (1X), éste

puede ser utilizado para realizar modificaciones quimicas.

Evaluar las actividades citotdxica y antiproliferativa de los derivados obtenidos de las
modificaciones estructurales realizadas al acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (IX)

en un panel de lineas celulares de cancer.
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