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esta enfermedad se incrementan, implicando serias repercusiones
econémicas (Salmon & Bertino, 1996), por lo que las autoridades sanitarias
y la sociedad misma han considerado al cancer como un problema de salud
publica.

El cancer es causado por modificaciones en la informacioén genética de las
células, provocando cambios en su conducta normal. Entre los principales
genes modificados se encuentran: los protooncogenes y los genes
supresores de tumor (GST). Los primeros controlan actividades habituales
de la célula, pero cuando son alterados por algin agente cancerigeno se
convierten en oncogenes, los cuales codifican para proteinas cuyo efecto es
la pérdida del control en la proliferacion celular. Los GST actian como
inhibidores del crecimiento celular y cuando son modificados pierden su
capacidad para evitar la proliferacion excesiva (Gonzalez et al., 1998; Karp,
1998; Paniagua et al., 2003).

Estas modificaciones g¢ ~ ticas normaimente afectan al ciclo celular, el cual
en células eucariotas cuvsiste de cuatro fases (G1, S, G2 y mitosis) y dos
sitios de control (puntos de restriccién). El primero de estos dultimos
(proteina producto del gen Rb) se encuentra al final de la fase G1 y el
segundo (proteina producto del gen p53) en la fase G2 inmediatamente
antes de entrar en la mitosis (Freshney, 2000; Tachibana et al., 2005). De
hecho, todo tumor no es mas que la consecuencia final de la alteracion del
ciclo celular en alguno de sus puntos de control (Gonzalez et al., 1998).

Entre los tratamientos disponibles para tratar el cancer se encuentran: la
cirugia, radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia. Cuando una o mas de
estas terapias pueden ser administradas, la vida del paciente se extiende
del 20 al 50% (Salmon & Bertino, 1996; Kufe et al., 2003). Cuando el cancer
se ha extendido a otras partes del cuerpo (fendmeno conocido como
metastasis), la quimioterapia es el tratamiento de eleccién. Sin embargo,
esta terapia no ha demostrado ser un tratamiento seguro y eficaz, debido a
sus efectos secundarios (alopecia, diarrea, vémitos, nauseas e
inmunosupresion) 1~ ~ultado de los efectos toxicos sobre células normales y
sus propiedades ....coquimicas. Adicionalmente, se ha observado en
algunos pacientes la aparicion de resistencia a numerosos agentes
antineoplasicos, ocasionando el principal fracaso de fa quimioterapia (Brody
et al., 1998; James et al., 1999; Desoize & Jardillier, 2000; Stavrovskaya,
2000; Kufe et al., 2003). Estos hechos han puesto de manifiesto la
necesidad de buscar nuevos farmacos antineoplasicos mas seguros y
eficaces.

Actualmente, entre las estrategias para combatir esta problematica se
encuentra la busqueda de compuestos antineoplasicos novedosos que
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Tabla 1.1. Farrr =~ 3s anticancerigenos aislados de plant=<

L..ructura

~ tos g . rales

Nompre del compuesto
Camptotecina

Origen

Producto natural

Planta de aislamiento
Camptotheca acuminata
(Nyssaceae)

Tipo de metabolito
Alcaloide

Uso actual

Farmacoforo del
topotecan e irinotecan
(Cragg & Newman, 2005)

Nombre del compuesto
Topotecan

Origen

Semi-sintético

Molécula base
Camptotecina aislada de
Camptotheca acuminata
{Nyssaceae)

Tipo de metabolito
Alcaloide

Uso actual

Tratamiento de cancer de
ovario y pulmoén de
células pequerias (Cragg
& Newman, 2005)

Nombre del compuesto
Irinotecan

Origen

~ mi-sint¢” )

molécula __se
Camptotecina aislada de
Camptotheca acuminata
(Nyssaceae)

Tipo de metabolito
Alcaloide

Uso actual

Tratamiento de cancer
colorectal (Cragg &
Newman, 2005)







Nombre del compuesto
Podofilotoxina

Origen

Producto natural
Planta de aislamiento
Género Podophyllum
(Podophylaceae)

Tipo de metabolito
Lignano

Uso actual
Farmacéforo del
teniposido y etopdsido
(Lee & Xiao, 2003)

Nombre del compuesto:
Etopésido

Origen: Semi-sintético
Molécula base:
Podofilotoxina aislada de
plantas del género
Podophyilum
(Podophylaceae)

Tipo de metabolito:
Lignano

Uso actual: Tratamiento
de linfomas, cancer
testicular y bronquial (Lee
& Xiao, 2003)

Nombre del compuesto:
Tenopésido

Origen: Semi-sintético
Molécula base:
Podofilotoxina aislada de
plantas del género
Podophyilum
(Podophylaceae)

Tipo de metabolito:
Lignano

Uso actual: Tratamiento
de linfomas, cancer
testicular y bronquial
(Lee & Xiao, 2003)
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Nombre del compuesto
Combrestatina A4
Origen

Producto natural

Planta de aislamiento
Combretum caffrum
(Combretaceae)

Tipo de metabolito
Estitbeno

Potencial uso

Agentes anti-angiogénicos
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HO\/?\/ )\

Nombre del compuesto
Roscovitina

Origen

Semi-sintéucu

Molécula base
Olomoucina aislada de la
planta Raphanus sativus
(Brassicaceae)

Tipo de metabolito
Purina

Potencial uso

Inhibidor de ciclinas
dependientes de cinasa

Tabla 1.3. Compuestos citotéxicos aislados de plantas en fase

gearrolle
E..ruct..._

preclinica d

Datos generales

Nombre del compuesto
Criptolepina

Origen

Producto natural

Planta de aislamiento
Cryptolepis sanguinolenta
Tipo de metabolito
Alcaloide

Potencial uso

Inhibidor de la enzima
topoisomerasa Il
favoreciendo la apoptosis
en células cancerosas
(Hanson, 2005)
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Nombre del compuesto
Psorospermina

Origen

Producto natural

Planta de aislamiento
Psorospermum febrifugum
Tipo de metabolito
Xantona

Potencial uso

Marcada actividad en
células de cancer humano
de mama, puimoén y colon
{Cassady, 1990)

Nombre del compuesto
Bruceantina

Origen

Producto natural

P'~nta de aislamiento
E..cea antidysenterica
(Simaroubaceae)

Tipo de metabolito
Triterpeno

Potencial uso

En cancer de leucemia,
linfoma y mieloma (Cragg
& Newman, 2005)

Nombre del compuesto
Curcumina

Origen

Producto natt

Planta de ais.a.niento
Curcuma longa
(Zingiberaceae)

Tipo de metabolito
Polifenol

Potencial uso
Leucemias, melanoma
maligno, cancer de
pulmén, cabeza, cuello,
mama, préstata y
_pancre~- (Lopez, 2008)
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orientada por el uso que tienen en alguna medicina tradicional. Entre las
mas conocidas y las que han arrojado resultados interesantes encontramos:
la de ~hina (Cui ef al., 2005), la de india (Kaur et al., 2005), la de Tailandia
y Mawasia (Houghton, 2005), asi como la del Cercano Oriente (Ljubuncic ef
al., 2005), de Africa (Kamuhabwa et al., 2000; Steenkamp et al., 2001) y la
medicina tradicional de México (Popoca et al., 1998), Argentina (Ruffa ef al.,
2002) y Panama (Gonzales et al., 1994).

En México, un reporte reciente realizado por Alonso-Castro et al. (2010)
sefala que de 300 especies de plantas usadas en la medicina tradicional
mexicana para tratar el cancer, solamente se han estudiado
experimentalmente a 181 plantas (60%). De este porcentaje, 88 plantas
(49%) han resultado ser activas en modelos de citotoxicidad in vitro y 51
(68%) de estas mismas han sido exploradas fitoquimicamente. Aunque la
investigacién de plantas mexicanas para el tratamiento del cancer se
encuentra ave ~~ada 'a situacién en la peninsula de Yucatan es distinta. A
pesar de la v_..a ir...macién etnomédica y la fuerte practica que todavia
tiene la medicina tradicional maya en nuestro tiempo, pocos reportes con
respecto al potencial de plantas medicinales mayas han sido realizados
{Ankli et al., 2002; Mena-Rején ef al., 2009). Es por esto, que posteriores
estudios de tamizaje primario son necesarios con la finalidad de buscar
nuevas plantas prospecto para el aislamiento de compuestos con potencial
aplicacion contra el cancer.

1.3. MEDICINA TRAD.... NAL Y CANCER

Segun la Organizacion Mundial de la Saiud (O....), la medicina tradicional
es la suma de conocimientos, habilidades y practicas basados en teorias,
creencias y experiencias de cada una de las diferentes culturas, usadas
para la prevenciér liagnosis o tratamiento de las enfermedades fisicas o
mentales. La medicina tradicional fundamentalmente se basa en el uso de
plantas que promueven la salud y alivian las enfermedades (Kaur ef al.,
2005).

En la medicina tradicionai maya, las plantas medicinales son de gran
importancia y han sido usadas por nuestro pueblo hasta nuestros dias, lo
cual puede se onsiderado como una evidencia de su eficacia para el
control de mucnos tipos de enfermedades. De igual manera, son una de las
alternativas mas importantes para tratar de llevar salud a un gran nimero de
personas y por otra parte pueden ser ampliamente aprovechadas como un
recurso natural y renovable de facil acceso para toda la poblacion. Aunado a
lo anterior, en los afios setenta, la medicina tradicional de los pueblos
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1.4. OBJETIVOS
1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad citotéxica de extractos de plantas usadas en la medicina
tradicional maya para el tratamiento de sintomas sugerentes de cancer, asi
como realizar el aislamiento, purificacion, elucidacién y evaluacion de la
actividad citotdxica y antiproliferativa de los metabolitos del extracto mas
activo.

1.4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar, identificar, recolectar y procesar las plantas medicinales
mayas usadas en el tratamiento de sintomas asociados al cancer por
medio de una busqueda en la literatura etnoboténica.

e Evaluar la actividad citotéxica a través del ensayo del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) de todos los extractos
metandlicos en lineas celulares normales (MDCK) y tumorales humanas
de tipo nasofaringeo (KB), orofaringeo (Hep-2) y cervicouterino (Hela).

e Realizar particiones con diversos disolventes organicos dellos
extracto(s) que posean una concentracion citotdxica media (CCs) igual 0
menor de 20 yg/mL y evaluarlos en el ensayo citotéxico de MTT.

o Aislar y purificar los metabolitos secundarios de la particién con mayor
actividad en el ensayo citotéxico, mediante métodos cromatograficos y
elucidar las estructuras quimicas mediante métodos fisicos, quimicos y
espectroscépicos.

o Evaluar la actividad citotéxica y antiproliferativa mediante los ensayos de

MTT y sulforodamina B (SRB), respectivamente, de fos metabolitos
aislados.
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1.6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la Figura 1.1 se muestra el diagrama general de flujo que fue empleado
en el presente trabajo.

Revision bibliografica en la literatura
etnobotanica

Recolecta y procesamiento
de las plantas seleccionadas

\

Obtencién de los extractos
metandlicos de las plantas a evaluar

Evaluacién de la actividad citotoéxica de los
extractos contra diferentes lineas celulares de cancer

y

Fraccionamiento liquido-liquido de
los extractos mas activos

Evaluacién de la actividad citotéxica de las
fracciones contra diferentes lineas celulares de cancer

\

Purificacién e identificacion de los compuestos
de las particiones mas activas

Evaluacién de la actividad citotoxica de los compuestos
aislados contra diferentes lineas celulares de cancer

Figura 1.1. Diagrama de la estrategia experimental.
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and root bark extracts showed similar prominent activities on KB cells.
Conclusion: 21 plants were selected according to their use in the treatment
of cancer-like symptom ecorded in the ethnobotanical literature. Plant
extracts prepared from Aeschynomene fascicularis root bark and Bonellia
macrocarpa stem and root bark have been selected for extensive studies
leading to the isolation of the active constituents.

2.1. INTRODUCTION

About three-quarters ¢ he world population have used traditional medicine
for their health care (Giiani and Atta-ur-Rahman, 2005). Plants have been an
important part of sophisticated traditional medicine systems for thousands of
years (Guri ‘akim, 2006). Furthermore, 50% of anticancer drugs used in
clinical trials have bee solated from natural sources {(mostly plants) or are
related to them (Newman and Cragg, 2007). Therefore, traditional medicinal
plants can serve as potential sources in the development of new, more
effective anticancer agents for future therapy. In Mexico, medicinal plants
have been used in urban and rural communities as a common practice for
the control of many types of diseases, including cancer. Yucatan has
extensive records of ethnobotanical bibliography from the middle of the
nineteenth century untilnow (Osadao, 1834; Rnys, 1931; Barrera Marin et
al., 1976; Mendieta and Amo, 1981; Are.....0-Rodriguez et al, 2003).
Moreover, these records describe the most frequently used plants in the
treatment of conditions consistent with cancer symptomatology: abscesses,
calluses, corns, hard swellings, polyps, tumors, or warts. Such symptoms
would generally apply to skin with tangible or visible conditions, and may
indeed sometimes correspond to a cancerous condition (Popoca et al,
1998; Cragg and Newman, 2005). On the other hand, few studies of
potential activity of Mavan medicinal plants have been reported (Ankli et al.,
2002; Mena-Rej = “t¢ 2009). In our continuous effort to search for novel
anticancer agen >m Mayan medicinal plants of the Yucatan peninsula,
we investigated ... ./flayan ethnobotanical literature for medicinal plants with
potential cancer-healing properties and evaluated their cytotoxic activity.

2.2. MATERIALS I IETHODS
2.21. ETHI..E TANIl .SEARCH

The selection of the plants studied in this investigation was based on the
Mayan ethnobotanical information provided by different literature sources.
Plants were chosen according to their use against symptomatology
suggestive of cancer, including: abscesses, chronic fatigue, infected
wounds, inflammation, pain in internal organs, perforations, skin disorders,
and ulcers. Moreover, the following criteria were followed to select the
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Tabla 2.1. Plant species included in the present study.®

Species (voucher number) Plant Family Status  Common Location Some
part name ailments
used” treated
Aechmea bracteata (Sw.) WP Bromeliaceae Native  X-cinta Dzemul, Hard
Griseb. (P. Sima 2974) ku'uk Yucatan swellings
Aeschynomene fasciculans AP, Leguminosae Native  Kabal pich Yaxcaba, Tumors
Schitdi. & Cham. (P. Simd RB Yucatan
2997)
Alvaradoa amorphoides sB Picramniaceae Native  X-bel sinik Mococha, Skin
Liemb. (P. Siméa 2972) ché Yucatan disorders
Bonellia macrocarpa Cav. L, SB, Theophrastaceae  Native  Si'ik Telchac Mouth sores
{P. Sima 2979) RB Puerto,
Yucatan
Bourrena pulchra Millsp. (P. L SB Boraginaceae Native  Bakal che, Chablecal,  Skinrashes
Sima 2969) sak boj Yucatan
Casearna corymbosa Kunth, L, S8 Flacourtiaceae Native  Xi'imché, Othén P. Skin
(P. Sima 2980) ixim ché Blanco, malignancies
Quintana
Roo
Ficus cotinifolia Kunth (P. L. SB Moraceae Native  Sak'awaj, Yaxcaba, Tumors
Sima 3017) akum Yucatan
Gouania lupuloides (L.) L, SB, Rhamnaceae Native  Ich pek’ Mocochéa- Malignant
Urban. (P. Sima 2973) RB Baca, ulcers
Yucatan
Guaiacum sanctum L. (P. L, SB Zygophyllaceae Native  Guayacan Dzemul, Sores
Sima 2976) Yucatan
Hymenocallis littoralis (Jacq.) B Amaryllidaceae Native  Lino k'aax Teichac Tumors
Salisb. (P. Sima 2978) Puerto,
Yucatan
Laetia thamnia L, (P. Sima L, SB Flacourtiaceae Native  Ixim ché, Othén P. Skin
2981) ch’aw ché Blanco, malignancies
Quintana
Roo
Phoradendron vemnicosum L, SB Viscaceae Native  K'awis Kantunil, Abscesses
Greenm. (P. Simé& 2999 Yucatan
Phyllanthus nobilis (L. L Euphorbiaceae Native  Ixim ché, Othén P, Skin
Muill. Arg. (P. Sima 2982) sak Blanco, malignancies
iximché Quintana
Roo
Piper auntum (L.) HBK. (P. L Piperaceae Native  X-makulan,  Baca, Wounds
Siméa 2975) kak'ulan Yucatan
Psittacanthus amencanus L, SB Loranthaceae Native  X-K'awis Chablecal, Abscesses
(L.) Mart. (P. Simé4 2970) Yucatan
Rauvolfia tetraphilla R& S. L, SB Apocynaceae Native  Kaabal Chablecal, Non-healing
{P. Sima 2971) muk Yucatan sore and
ulcers
Serjania gonicarpa Radlk, L, SB Sapindaceae Native  Ch’em Yaxcaba, Sores on
(P. Sima 3000) pe'ek’ Yucatan legs
Stachytarpheta frantzii Pol. AP, Verbenaceae Native  X-polk'uy Othén P. Wounds
(P. Sima 2983) RB Blanco,
Quintana
Roo
Stachytarpheta jamaicensis AP, Verbenaceae Native  Ibin xiu Sotuta , Sores
(L.) Vahl. (P. Sima 2998) R8 Yucatan
Sunana mantima L. (P. Sima L, S8, Simaroubaceae Native  Pats'il Telchac Mouth sores
2977) RB Puerto,
Yucatén
Talinum paniculatum (Jacq.) L, SB, Portulacaceae Native  Kaax, Yaxcaba, Tumors
Gaertn. (P. Sim4 2996) RB ts'un yail Yucatan

* (Osadao, 1834; Barrera ef al., 1976; Mendieta and Amo, 1981; Arrellano et al., 2003).

" AP = aerial part, B = bulb, L = leaves, RB = root bark, SB = stem bark, WP = whole plant.
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Tabl  .2. Plant species not included in the present study.?

Species Family status  Common Some Biological Compound
name ailments activity® records®
treated
Allium cepa L. Lilaceae Exotic  Cucut Cancer 808 825
Allium sativum L. Lilaceae Exotic  Ajo Tumors 2236 741
Artemisia vulganis L. Asteraceae Exotic  Zisim Skin disorders 188 400
Beta vulgaris var. Amaranthaceae Exotic  Acelga Sores 158 353
cicla L.
Bursera simaruba (L.}  Burseraceae Native  Chacah Sores 123 15
Sarg.
Capraria biflora L. Scrophulariaceae  Native  Claudiosa Vaginal 22 7
Xiu swelling
Capsicum annum L. Solanaceae Native  Maax iik Hard swelling 134 85
Carica papaya L. Caricaceae Native  Papaya Skin disorders 462 418
Ceiba pentandra (L.) Bombacaceae Native  Pochote Skin disorders 66 30
Gaertn.
Chromolaena odorata  Asteraceae Native  Tok' abam Sores and 123 184
(L.) R.M. King & H. tumors
Rob.
Citrus aurantium L. Rutaceae Exotic  Pakal Tumors 473 451
Coniandrum sativum Umbelliferae Exotic  Cilantro Sores 358 377
L.
Costus spicatus Costaceae Native  Pahtsab Kidney cancer 91 18
(Jacq.) Sw.
Croton flavens L. Euphorbiaceae Native  EK’ balam Sores and 16 32
swelling
Cynodon dactyfon (L.)  Poaceae Native  Grama Tumors 112 28
Pers.
Datura stramonium L. Solanaceae Exotic  Xtoku Sores, cancer 201 439
and swelling
Dioscorea alata L. Dioscoreaceae Exotic  Makal Tumors 19 22
Ficus carica L. Moraceae Exotic  Higuera Tumors 118 215
Gossypium faivaceae Exotic  Taman Sores and 30 218
barbadense L. cancer
Jasminum officinale Oleaceae Exotic  Jazmin Malignant 26 30
L. sores
Ricinus communis L. Euphorbiaceae Exotic  Higuerrilla Skin disorders 432 258
Momordica charantia Cucurbitaceae Native  Xconte Sores 810 338
L.
Ocimum micranthum Lamiaceae Native  Xcalcaltun Mouth sores 63 62
Wilid.
Orobanche sp Orobanchaceae - Acam Hard swetling - —
Psidium guajava L. Myrtaceae Native  Pichi Skin disorders 444 408
Rosmarinus officinalis ~ Lamiaceae Exotic  Romero Tumors 450 525
L.
Ruellia tuberosa L. Acanthaceae Native  Kabalya'ax Cancer 7 47
niik
Solanum nigrum L. Solanaceae Native  Bacal kan Sores 366 141
Thevetia peruviana Apocynaceae Native  Acitz Skin 113 172
(Pers.) K. Schum. malignant
Urera baccifera (L.) Urticaceae Native  Popox Sores and 45 1
Gaud. malignant
ulcers

}(Osadao, 1834; Barrera et al., 1976; N
"Database (Napralet™, Pubmed™, ScienceDirect™). “Unidentified.

{ Amo, 1981; Arrellano et a/., 2003).
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Tabl&.3. Cytotoxiactivityand sefectivend exof themo stactiveextracts

Cell lines Gg? ug/mL (S)

SpeciegPlanpart)

HE K293 A549 Hela Hep-2 KB MCR7 PC-3 SiHa

Aeschynomene fascicu({BRBg 18.3 —-d 17.0 (1.1) - 14.0 (1.3 - - 24.0 (0.8)
Alvaradoa amo rphoid88) 180.0 - - -~ 22.4 (8) 37.3 (3.6) - -
BonellianacrocarpRB) 42.7 - 39.4 (1. 1) 20.0 (2.1) 15.3 (2.7 33.1 (1.3) 30.3 (1.4) 31.5(1.4)

61.3 — - - 18.6 (3.3 - - -
Casearia corymb o) 98.7 —- 35.4 (2.7) — — — - 32.3 (3.1)
Hymenocallis Iittor§&y 103.6 - — - 34.4 (3.0 - - 33.1(3.1)
Laetia thamn(k) 367.2 - —- — 40.6 (9.0 47.6 (7.7) —- -

67.3 - —~- - 44.0 (1.5 - - -
Phoradendron vernicosum 123.1 - -~ ~—- 29.0 (4.2 - - —--
Serjania gonicarfig 89.7 — - - 23.3 (3.8 - — —-
Stachytarpheta franR®) 67.9 - - - 46.9 (1.4 43.8 (1.6) - -
Suriana mariting@B) 256.8 - - - 41.5 (6.2 - - -
Docetaxel 1.6 0.03 (53] 0.08 (20) 0.2(8) 0.18 (8.8 0.01 (160) 0.1 (16) 0.23 (6.9)

2B = bulb, L = leaves, RB = root bark, SB = sbdift %bartigtoxiconcentration3! = selective index-= CG, >50ug/m)






type diterpenes (Beutler et al., 2000; Sai-Prakash et al., 2002; Shen et al.,
2004; Kanokmedhakul et al., 2007; Williams et al., 2007; Vieira et al., 2009;
Dos Santos et al., 2010).

Extracts of Laetia thamnia leaves and stem bark showed activity on KB cells,

the leaves «* - "1g goo electivity (Sl = 9). Selectivity is important because
most antica frugs c~ntly in use induce serious adverse effects. There
are no che. . _. or bio 2! studies of Laetia thamnia stem bark, but ent-

kaurene diterpenes wi... ..\..2rate activity against a panel of cancer cell
lines have been isolated from the leaves (Henry et al., 2006).

Extract of Stachytarpheta frantzii root bark showed activity on KB and MCF-
7 cells with low selectivity. There are orevious studies on this species.
However, some chemical studies of tt  znus Stachytarpheta indicate the
presence of alka...ds, iridoids, and p.... ylpropanoids (Alice et al., 1991,
Schapoval et -', “998). This plant is interesting for further phytochemical
studies to isolawc -, fotoxic c~~pounds.

Finally, extract of Suriana 1 _ritima root bark showed activity on KB cells,
however, moderate selectivity was observed. Previous sl. ies have reported
from this plant triterpenes and flavonoid glycosides (Mitc--'l and Geissman,
1971). In addition, Reynertson et al. (2011) isolated protcoutechuic acid and
the flavonoids rutin and 7-O-methylrutin with cytotoxic effect.

From the selected plants some have Mayan synonymy, for example:
Casearia corymbosa, Laetia thamnia, and Phyllanthus nobilis species are all
commonly kne~~ as ixim ché (Tabla 2.1); possibly, this designation was
made by the ¢.._ ent inhabitants due to the morphological simifarity of the
three plants ither one or the other could have been used for the treatment
of skin malignancies (Osadao, 1834).

Despite this Mayan synonymy, we showed that only the species Casearia
corymbosa and ' ~efia thamnia have cytotoxic activity. Another Mayan
synonym is appli.- to the parasitic plants Phoradendron vernicosum and
Phoradendron americanus, commonly known as k'awis (Tabla 2.1), of which
only Phoradendron vernicosum showed cytotoxic activity. Mayan synonymy
is an issue to face ir =thnopharmacological studies, and the present work
shows the crucial img .. :iance of updating the bibliographic data with surveys
among the Mayan population or traditional healers, taking into account
herbarium specimens.
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activity of the MeOH extract of B. macrocarpa root bark (Caamal-Fuentes et
al., 2011). This extract showed activity against KB, HelLa and Hep-2 human
cancer cell lines. No phytochemical studies have been conducted on this
species. In this paper, we describe the structure elucidation of one new alkyl
catechol isolated from B. macrocarpa as well as its antiproliferative activity.

3.2, RESULTS AND ...5CUSSION

The active MeOH extract of B. macrocarpa root bark was partitioned into
hexane, CH,Cl,, AcOEt and H,O-soluble fractions. The active hexane-
soluble fraction was submitted to an antiproliferative bioassay-guided
purification using a KB cell lin¢  iffording a new alkyl catechol (bonediol} as
the major constituent.

Bonediol was obtained as brown-reddish oil, showing an [M + HJ" peak at
m/z 295.2267 in the high resolution mass spectrum, corresponding to the
molecular formula CysH3003. A fragment at m/z 77 observed in the EIMS and
bands at 1598 and 1485 cm™' in the IR spectrum demonstrated the
presence of an aromatic ring. The '°C NMR spectrum also indicated six
aromatic carbons (Tabla 3.1). The 'H NMR spectrum showed signals for
only two ortho-coupled aromatic protons at § 6.30 (d, J = 8.6 Hz) and & 6.64
(d, J = 8.6 Hz), indicating the aromatic ring to be tetrasubstituted. The H
NMR spectrum also exhibited a signal for a methoxy group at § 3.75, and
signals due to a lon  ukyl side chain at 5 0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.25-1.31
(16H, overlapped), * 81 (homaobenzyl 2H, m), and 2.61 (benzyl 2H,t, J=7.6
Hz). The °C NMR | actrum showed downfield aromatic signals at 5 137.2,
0 145.3, and & 152.6, which indicated three aromatic carbons to be
oxygenated. The presence of phenolic hydroxyl groups was confirmed by
the IR spectrum, which showed a strong absorption band at 3410 cm™.
Assignment of each substituent in the aromatic ring was determined by the
2D-NMR techniques. Then, from the HSQC spectrum the aromatic protons
at & 6.30 and O 6.64 were assigned to carbons at & 102.1 and & 112.0,
respectively. Two hydroxyl groups were contiguously joined from HMBC
correlations at C- & 137.2) and C-2 (5 145.3), assembling the molecule
with a catechol structure. Also, in the HMBC spectrum, long range
correlations of H-1' to C-2 (5 145.3) and C-4 (5 152.8), and H-2' to C-3 (0
118.5), indicated that the side chain group was attached to C-3, while the
methoxy group was located at C-4. Based on this analysis, the structure of
the new compound was assigned as 4-methoxy-3-undecyl-benzene-1,2-diol
and named as bonediol (Figura 3.1). This is the first report on the isolation of
an alkyl catechol from this genus and family.

Bonediol was assayed for antiproliferative activity on one normal cell line
and four human tumor cell lines (Tabla 3.2). Bonediol showed low
cytotoxicity against KB (11.1 pg/mL), Hep-2 (11.1 pg/mL), and SiHa (8.3
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3.3. EXPERIMENTAL
3.3.1. GENERAL

UV spectra were taken in MeOH using a Beckman Coulter DU-650
spectrophotometer. The IR spectrum was measured with a Nicolet Protégé
spectrometer. NMR spectra ('H, '°C, DEPT, COSY, HSQC, and HMBC)
were acquired on a Bruker Avance 400 Ultra Shield spectrometer, and TMS
was used as an internal standard. Low-resolution mass spectra were taken
on an Agilent Technologies 6890N gas chromatograph coupled to a 5975B
mass spectrometer (GC-MS). High-resolution mass spectra were generated
by positive chemical ionization with a JEOL GCmate 2 mass spectrometer.
Column chromatography was carried out on silica gel 80 (70-230 mesh)
(Merck) and sephadex LH-20 (Sigma). TLC was performed on precoated
silica gel 60 Fysq (0.25 mm) (Merck). Spots on TLC were visualized under
UV light and by spraying with phosphomolybdic acid reagent followed by
heating.The optical density of the developed plates with suiforhodamine B
(SRB) was read in a ThermoSpectronic spectrophotometer.

3.3.2. PLANT MATERIAL

Root bark of B. macrocarpa was collected in October 2007 from Telchac
Puerto, Yucatan (Mexico). The plant material was identified and
authenticated by taxonomists from the Department of Natural Resources of
the Scientific Research Center of Yucatan (CICY). Specimens under the
voucher number P.Sima 2979 were deposited at CICY's U Najil Tikin Xiw
herbarium.

3.3.3. EXTRACTION AND ISOLATION

Dried powdered plant material (10 g) was extracted by maceration at room
temperature with MeOH (3 x 500 mL) for 24 h. The supernatants were
filtered and evaporated under vacuum by means of a rotary evaporator to
obtain a dried extract. The MeOH extract (2 g) was suspended in 150 mL
MeOH-H,O (1:3) and extracted using 300 mL of solvents of increasing
polarity: hexane, CH,Cl,, and EtOAc. The active hexane extract (64 mg) was
chromatographed on a silica gel column (100 x 10 mm) using Hx-An (7:3) as
mobile phase, to yield 10 fractions (I-X). Fraction VII (15 mg) was further
purified by means of a sephadex LH-20 (100 x 10 mm) column using MeOH
as eluent to yield 10 mg of pure bonediol.

3.4. 4-Methoxy-3-undecyl-benzene-1,2-diol: Brown-red oil. UV Anax (MeOH)

nm (log €): 260 (5.66), 288 (5.57); IR (film) Vyax €M™ 3410, 2955, 2919,
2842, 1598, 1485, 1454, 1285, 1250, 1122; 'H (400 MHz, CDCl;) and B¢
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particién de la primera colecta a una concentracion de 25 ug/mL (entre 45-
70%), en las tres lineas celulares. Por otro parte, cuando la nueva particion
fue evaluada (Figura 4.5), la actividad se pierde drasticamente en las
mismas tres lineas celulares.
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Figura 4.4. Actividad citotéxica de la particion hexanica de la
primera colecta de B. macrocarpa.
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Figura 4.5. Act..._ad citotoxica de la particion hexanica de la
colecta masiva de B. macrocrapa.
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4.3.2.1. COMPUESTO |

El compuesto | se obtuvo como un sélido amorfo. En el espectro de masas
se pudo observar un ion molecular de m/z 426. En su espectro de RMN-'H
obtenido en CDCl; (Tabl: .1) se puede observar siete sefiales simples a §
0.74, 0.80, 0.85, 0.96 (2x), 1.60 y 1.68; un doblete a 5 0.87 (J=6.5 Hz). Las
sefiales anteriores son caracteristicas de metilos de un triterpeno. Ademas,
se pudo observar una sefal doble de dobles desplazada a d 3.24 (J = 11.2,
4.0 Hz), correspondiente a un protén base de alcohol y dos sefales anchas
de protones vinilicos a § 5.10 y 5.24. De acuerdo con los datos obtenidos y
los descritos en la literatu— el compuesto | se identificé como el triterpeno
tirucalan-7,24-dien-33-ol (Figura 4.6).

Tabla 4.1. Comp----ién de las sefiales de RMN-'H descritas para
tirucalanos y las oL.....Jas para el compuesto .

Tirucalol® Tirucalan-7,24-dien-3g-ol° Compuesto I°
5 (J= Hz) 5(J=Hz) 5(J=Hz)
0.73 s 0.76 s 0.74 s
0.78 s 0.82s 0.80s
0.84s - 0.85s
0.89d (6.4) 0.87s 0.87 d (6.5)

0.93s - -
0.98s 099sx2 0.96sx2
1.58 s 162s 16s
166s 1.67s 1.68s
3.22 dd (11.7, 4.5) 3.22m 3.24 dd (11.2, 4.0)
5.08t(7.1) 512 m 5.10s.a
- 5.26 m 5.24s.a

*RMN-'Ha50 AHzobtenida :n CDClI; por Lin et al.
® RMN-'H a 60 MHz obte  das .1 CDCl; por Itoh et al.
¢ RMN-'H a 400 MHz obtenidas en CDCls.

HO

Figura 4.6. Estructura de tirucalan-7,24-dien-3B-ol (compuesto I).
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4.3.2.3 COMPUESTO il

El compuesto 1li fue obtenido como un sélido blanco soluble en cloroformo e
insoluble en metanol. Por CCD se observa una sola mancha a R;= 0.33 en
el sistema Hx/An (8:2). El cromatograma de CG-EM muestra un solo pico.

En el e=nectro : masas del compuesto Il presenta un ion molecular de
relacibn nasa __.rga a 412. Por comparacion del EM del compuesto
mayoritario con la base de datos del equipo se obtuvo una gran similitud
(94%) con el compueste estigmaste-7,16-dien-3-ol (Figura 4.9).

HO

Figura 4.9. Estructura del estigmaste-7,16-dien-3-ol
(compuesto ).
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Fraccién hexanica BMR-2a
65 mg

CCG Hx/An (7:3)

| arr3a | | aFRap || afrac | [ afrsa | [ afrse | [ aFRar |

Sephadex LH20 (MeOH 100%)

Compuesto IV
5mg

Figura 5.2. Aislamiento del compuesto V.

5.2.3. COLECTA MASIVA DE A. FASCICULARIS
5.2.3.1. MATERIAL VEGETAL

Las raices de A. fascicularis fueron colectadas en mayo de 2009 entre los
poblados de Libre Unién y Yaxcabd, Yucatadn. Ef material vegetal fue
identificado por el Téc. Paulino Sima Polanco y el voucher (P.Sima 2997)
fue depositado en el herbario “U Najil Tikin Xiw" del CICY.

5.2.3.2. PROCE MIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Se separaron las raices del resto de la planta, para a continuacién ser
secadas a temperatura ambiente y luego en un desecador de muestras
vegetales a <40 °C. Se obtuvieron 594 g de muestra seca, de la cual se
procedié a obtener el extracto metandlico y posteriormente la particion
hexanica, como se describié previamente (capitulos | y Il). Los rendimientos
fueron los siguientes; extracto metanélico 84 g (14.14% del material original)
y 1.07% de la particion hexanica (6.4 g del material original).

5.2.3.3. OBTENCION DE LOS COMPUESTOS V-IX

Se realizé una CLV usando mezclas de polaridad ascendente de Hx/An. De
esta columna se obtuvieron seis fracciones: AFR-8a - AFR-8f. Los
compuestos V y VI (60 y 65 mg, respectivamente) se obtuvieron por CCG
(Hx/An (9:1)] de las fracciones AFR-8b y AFR-8c, respectivamente. Se le
realizé una CCG a la fraccion AFR-8¢ obteniéndose las fracciones: AFR-
11a, AFR-11b y AFR-11c. Posteriormente se sometié la fraccion AFR-11c a
una columna de exclusién molecular y de esta manera se obtuvo el
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5.2.5. Compuesto IV (Isocordoina)

Solido amorfo amarillo. IR (film) v, cm™" 3231, 1629, 1613, 1480, 1444,
1362, 1234; 'H (400 MHz, CDCly) y °C (100 MHz, CDCl;) NMR: ver Tabla
5.1; EI-MS 70 eV, m/z (rel. int. %): 308 ([M]", 55), 265 (90), 231 (12), 149
(100), 131 (37), 103 (40), 77 (20).

5.2.6. Compuesto V (Espinochalcona C)

Aceite anaranjado viscoso. UV Ay (CHCI?) nm: 238, 308; IR (film) vmax
cm™': 3385, 1649, 1600, 1450, 1332, 1122; 'H (400 MHz, CDCl,) y "*C (100
MHz, CDCl;) NMR: ver Tabla 5.2; EI-MS 70 eV, m/z (rel. int. %): 374 ([M]",
30), 359 (100), 303 (25), 255 (20), 131 (15), 103 (17).

5.2.6.1 Compuesto Va (Espinochalcona C acetilada)

Aceite amarillo viscoso. UV Aya (CHCl3) nm: 239, 296; IR (film) Vimax em™,
1767, 1649, 1598, 1460, 1362, 1188, 1122; 'H (400 MHz, CDCl;) NMR: &
7.62 (1H, d, J=15.8 Hz, H-B), 7.59 (2H, m, H-2, H-6), 7.40 (3H, m, H-3, H-4
y H-5), 7.32 (1H, s, H-6'), 7.24 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-a), 6.32 (1H, d, J =
10.0 Hz, H-4"), 5.64 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-3"), 5.10 (1H, m, H-2"), 3.24
(2H, d, J = 7.2 Hz), 2.27 (3H, s, OAc-2'), 1.77 (3H, s, CH;3-3""), 1.68 (3H, s,
CH3-3"), 1.46 (6H, s, CH5-2").

5.2.6.2 Compuesto Vb (Espinochalcona C metilada)

Aceite amarillo viscoso. UV Anax (CHCl3) nm: 239, 270; IR (film) Vmax cm ™
1654, 1603, 1460, 11372, 1178, 1127, 'H (400 MHz, CDCl;) NMR: & 7.73
(1H, d, J = 16.0 Hz, H-B), 7.60 (2H, m, H-2, H-6), 7.56 (1H, d, J = 16.0 Hz,
H-a), 7.40 (3H, m, H-3, H-4 y H-5), 7.28 (1H, s, H-6'), 6.32 (1H, d, J = 10.0
Hz, H-4"), 5.60 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-3"), 5.19 (1H, m, H-2"), 3.68 (3H, s,
OCH;-2)), 3.35 (2H, d, J = 7.0 Hz), 1.81 (3H, s, CH3-3""), 1.69 (3H, s, CHs,-
3™, 1.44 (6H, s, CH3-2").

5.2.7. Compuesto VI (Espinochalcona A)
Sdlido amorfo color amarillo. UV Apax (CHCl3) nm: 238, 322; IR (film) viax
em™": 3390, 1634, 1608, 1567, 1362, 1147; 'H (400 MHz, CDCl) y *C (100

MHz, CDCl3) NMR: ver Tabla 5.3; EI-MS 70 eV, m/z (rel. int. %): 376 ((M]",
100), 333 (40), 305 (45), 265 (30), 201 (40), 161 (60), 131 (40), 103 (35).
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Figura 5.3.Diagrama de aislamiento de los compuestodX de A.fascicularis
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olefinicos a & 5.59 (1H, d, /= 9.8 Hz; y 6 6.32 (1H, d, J = 9.8 Hz) junto con
dos sefiales en el espectro de RMN-"°C de metilos y un carbono cuaternario
a & 77.8 son consistentes con la presencia de un anillo 2,2-dimetil-pirano.
Ademas, sefiales a © 1.46 (6H), 5 3.36 (1H, d, J = 7.3 Hz) y un multiplete a &
5.26 (1H) indican la pre=encia de un grupo isoprenilo. La presencia de un
grupo hidroxilo en ta mol_ _ Jia fue corroborada realizando dos reacciones de
derivatizacion, resuite 1o en un solo ¢~~-"icto en ambas reacciones.

El acetato del compuest / (Va) se ot.._.. > como un aceite amarillo (10 mg).
La cromatografia d ases acoplada a masas mostré un pico mayoritario
con un ion molecuiar de m/z 416, indicando el incremento de 42 uma,
concernientes a la adicion de un grupo acetilo a la molécula. Por
espectroscopia de IR se pudo constatar fa transformacién de la molécula al
observarse la desaparicién de la banda ancha a 3290 cm™, tipica de grupos
hidroxilo, y la aparicién de una sefial a 1720 cm™, caracteristica de grupos
carbonilo tipo éster. La ¢ tilacién fue confirmada por el espectro de RMN-
H (Figura 5.7), en el que se observa una sefial a § 2.28, atribuida a los
protones del metilo unido a un grupo carbonilo. Asi mismo, la ausencia del
protobn quelatado a & 13.74 confirma la acetilacion completa del grupo
hidroxilo.

El derivado éter del compuesto V (Vb) fue obtenido como un aceite de color
amarillo (10 mg). Por cromatografia de gases-masas se confirmo la relativa
pureza del compuesto, al observarse un solo pico. Su espectro de masas
mostro un ion molecular a m/z 388 indicando la ganancia de un grupo
metilo; por otra parte, la desaparicion de la sefial a 3290 cm™ del IR
confirma la conversién del alcohol a un éter. Este es el primer reporte de un
derivado metilfado de espinochalcona C. La metilacién fue confirmada por el
espectro de RMN-"H (Figura 5.8), en el cual se observa una sefial a 3 3.68,
caracteristica del metoxilo. Asi mismo, la ausencia del protén quelatado a &
13.74 confirma la metilacion completa del grupo hidroxilo.

La posicion y lugar de todos los protones y car...10s fue establecida por
combinacién de axperimentos bidimensionales HSQC y HMBC (Tabla
5.2). La estructi signada corresponde a una molécula ya reportada de
Tephrosia spin-.... y conocida como espinochalcona C (Venkata &
Rajendra, 1993).
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relativa pureza del compuesto al observarse un solo pico a T, = 14.33 min.
Su espectro de masas mostré un ion molecular de m/z 404 y un fragmento
de m/z 373, siendo consistentes con la ganancia y pérdida de dos grupos
metilo. El espectro de RMN-'H (Figura 5.12) confirmé la presencia de
grupos metoxilo a 8 3.68 (s) y & 3.76 (s). Conjuntamente, la desaparicion de
la sefial a 3390 cm™ en el IR confirma la metilacién de los dos grupos
hidroxilo. Este es el primer reporte del derivado metilado de espinochalcona
A.
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1a

Por comparacion del “stro de RMN-">C con el espectro DEPT-135 se
dedujo Que la molecL... .- sefa en su estructura siete metinos (cinco sp® y
dos sp?), un metileno a campo bajo, tres metilos (uno unido a oxigeno) y
nueve carbonos cuaternarios, de los cuales seis se encuentran desplazados
a campo bajo.

La asignacién de los protones con sus respectivos carbonos fue establecida
por experimentos de rescnancia magnética bidimensional de correlacion
simple (HSQC) (Figura 5.16). El orden y lugar de los sustituyentes fueron
determinados por experimentos de resonancia magnética bidimensional de
correlacion maltiple (HMBC) (Figuras 5.17 y 5.18).
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Figu 5.17. Espectro HMBC del compuesto VIl sefialando las correlaciones
en el anillo A

En tanto que los dos protones con acoplamiento en orto (5 6.44 y 6.73) en el
anillo D fueron asignados a las posiciones 7 y 8, respectivamente, dada la
correlacién de H-7 (8 © ~3) con C-6a (0 40.4) y C-10a (8 146.2) (Figura
5.18). Ademas, un seyundo hidroxilo en la molécula fue colocado en
posicién C-10 (8 1~~~ por la correlacién existente a *Jg del protén H-8
con este carbono, Jal no es observada entre H-7 y C-10 (5 130.6). Por
ultimo, la posicion de un grupo metoxilo fue designada por la correlacion
observada de los protones a & 3.86 con su carbono base a C-9 (5 148.1).
No se encontré reportes en la literatur e este compuesto, por lo cual este
es un nuevo piran-pterocarpano, el cual se denominé aeschynocarpina.
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Tabla 5.4. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto VII.?

Posicion 5’ (J = Hz) 5c° . HMBC |
Jou Jeu
1 7.02s 1156 C2 C3,C4a, C11a
2-OH 517 s.a 139.4 C1,C3
3 140.5
4 110.3
4a 144.5
6’ 3. ).8)
o 423 dd (4.8, 10.6) 66.7 Céa C4a, C11a, C6b
6a 3.54m 40.4 C6,C6b C10a
6b 121.6
7 6.73d (8.0) 114.8 C8 Céa, C9, C10a
8 6.44 d (8.0) 103.7 C9 C6b, C10
9 148.1
10 5.37 s.a 130.6
10a 146.2
11a 5.50 d (6.7) 796 C11b C1, C6, C4a
11b 111.7
2 77.38
3 5.57 d (10.0) 128.2 C2 C4, C5', C6'
4 6.61 d (10.0) 116.9 C4 C2', C3, C4a
2'4(CH;), 1.34s 27.9 c2
OCH, 3.86 s 56.5 C9

@ Sefales obtenidas en CD,CI.
® RMN-"H a 400 MHz.
° RMN-"3C a 100 MHz.
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5.4. DISCUSIONES GENERALES

Son pocos los estudios que se han realizado al género Aeschynomene. De
hecho, tan sélo se ha descrito el aislamiento del flavonol glicosilado
reynoutrin de la especie A. indica, en tanto que de la especie A. mimosifolia
se han aislado un neoflavonoide llamado mimosifoliol y una C16-estiril-
cicloheptenona denominada mimaosifolenona (Fullas ef al., 1996). No existen
reportes en la literatura del estudio fitoquimico de A. fascicularis, siendo
éste el primer reporte de la composicién quimica de esta especie y el primer
reporte de la presencia de chalconas, pterocarpanos e isoflavanos en el
género.

Las chalconas son un grupo de compuestos fendlicos que pertenecen a la
famifia de los flavonoides y son considerados metabolitos clave en la
biosintesis de las demas subclases de flavonoides. Tienen una amplia
distribucién en el reino vegetal (sobre todo en la familia Fabaceae) y
conforman parte de los pigmentos naturales (Nowakowska, 2007). Las tres
chalconas aisladas en el presente estudio han sido aisladas de otros
géneros de la familia Fabaceae, como por ejemplo: la chalcona isocordoina
ha sido aislada previamente de especies del género Lonchocarpus {(De Lima
et al, 1973; Borges et al., 2002), en tanto que espinochalcona A y C solo
habian sid¢ ~isladas de la especie Tephrosia spinosa (Venkata & Rajendra,
1992; (Ver.. ata & Rajendra, 1993). Aunque se sabe que este tipo de
compuestos son enormemente apreciados en la industria farmacéutica por
las diversas propiedades farmacolégicas que poseen, no es muy claro el
papel que desempefian las chalconas en las plantas. Sin embargo,
Simmonds (2001) demostré que las chalconas poseian una potente
actividad anti-alimentaria en contra de larvas del género Spodoptera. Es
posible que este tipo de compuestos le sirvan a A. fascicularis no sélo como
intermediarios del metabolismo secundario, sino ademas, tengan la funcién
de ser anti-aliimentarios contra el ataque hacia la planta.

Los isoflavonoides son una subcla.. de flavonoides encontrados
primordialmente en la subfamilia Papilionoideae de la familia Fabaceae.
Estan implicados en los mecanismos de defensa de la planta ante el
herbivorismo, ante el ataque de fitopatégenos y también funcionan como
sefales quimicas en la fijacién de nitrégeno. Estos metabolitos se dividen
en grupos, entre los que se encuentran: isoflavonas, isoflavanonas,
isoflavanos, pterocarpanos, rotenoides, oligbmeros de isoflavonoides,
coumarin-cromonas, isoflav-3-eno, arilcoumarinas, coumestanos vy
arilbenzofuranos (Boland & Donnelly, 1998). En este estudio se reportan
tres compuestos pertenecientes a esta subclase de compuestos, uno
(secundiflorol G) perteneciente al grupo de los isoflavanos y otros dos (2-
metoxi-medicarpina y aeschynocarpina) concerniente al grupo de fos
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5.5. CONCLUSIONES

De la fraccidén hexéanica activa de las raices de A. fascicularis se aislaron
seis compuestos, incluyendo tres chalconas: isocordoina (compuesto V),
espinochalcona A (com esto V) y espinochalcona C (compuesto VI), asi
como el pterocarpano 2-metoxi-medicarpina (compuesto VIII) y el isoflavano
secundiflorol G (compuesto 1X), reportados previamente en la literatura,
ademas del nuevo pterocarpano aeschynocarpina (compuesto VII).
Adicionalmente, se obtuvieron los derivados acetilados y metilados de
espinochalcona Ay C.
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6.2.4. ANALISIS DE DATOS

Las mortalidades medias fueron procesadas en el programa estadistico
Graphpad Prism (version 5), ~=ra determinar la concentracion citotdxica
(CCsy) € inhibitoria (Clss) meua de cada compuesto. El compuesto que
presente una Clsq 0 CCso< 10 uM serd considerado activo segun lo sugerido
por Bugelski ef al. (2000). Adicionaimente, el nivel de dafio hacia las células
normales fue establecido, determinando el indice de selectividad (IS) de
cada compuesto; éste fue calculado como el rango de citotoxicidad de fa
linea normal entre la citotoxicidad de la linea cancerigena (Mena-Rején et
al., 2009). Un compuesto es considerado selectivo cuando su IS = 10
{Vonthron-Sénécheau et al., 2003). Por ultimo, se calculé la razén entre la
actividad citotoxica y la actividad antiproliferativa (C/A), lo anterior con el fin
de conocer la tendencia del mecanismo de accidén de cada compuesto. Un
C/A £ 1 indica un mecanismo esenciaimente citotoxico, un C/A 2 10 indicara
un mecanismo basicamente antiproliferativo.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION
6.3.1. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Los resultados de la actividad citotéxica e IS (indice de selectividad) de los
compuestos sobre las cinco lineas celulares utilizando el bioensayo de MTT
son mostrados en la Tabla 6.1. Como se puede observar, de los
compuestos aislados de A. fascicularis €l compuesto IX identificado como
secundiflorol G demostré tener moderada actividad y selectividad hacia las
lineas celulares Hela (CCsg = 23 uM, IS = 3.6), KB (CCs = 15 UM, IS = 5.6)
y Hep-2 (CCsp = 11 uM, IS = 7.6), asi mismo, el compuesto IV (isccordoina)
mostrd una baja actividad y no tuvo selectividad hacia tas lineas celulares
KB (CCsp =27 UM, IS = 0.5) y Hep-2 (CCso= 20 M, IS = 0.7).

De esta manera, se puede concluir que los compuestos que le confieren
propiedades citotéxicas tanto al extracto metandlico como a la fraccion
hexanica de la raiz de A. fascicularis son los compuestos secundiflorol G y
en menor medida isocordoina (Tabla 6.2).
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Este es el primer reporte de la actividad biologica del compuesto
secundiflorol G, siendo este trabajo una aportacién hacia la farmacologia de
esta molécula. Sin embargo, ha sido reportada previamente la actividad
citotoxica de varios isoflavanos analogos a esta molécula (Tabla 6.3).
Resulta particularment teresante la actividad que presentan algunos de
estos compuestos en lineas de cancer de boca, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en este trabajo con secundiflorol G hacia lineas KB y
Hep-2. Dado los resultados d¢  ste estudio, asi como los obtenidos en otros
trabajos, se propone el posible potencial de secundiflorol G en la
quimioterapia del cancer oro-laringeo. Asi mismo, esta molécula podria ser
usada como una molécula marcadora para la estandarizacion de un posibie
fitofarmaco de A. fascicularis. La Tabla 6.3 muestra la estructura y la
actividad reportada para isoflavanos analogos del secundiflorol G.
Realizando un breve analisis estructura-actividad se puede deducir lo
siguiente: la sustitucion de un hidroxilo o metoxilo en posicion 2' es
importante para la actividad citotéxica;, de la misma manera, la no
sustitucion en posicion 4’ favorece dicha actividad; la presencia de grupos
adicionales en posicion 8 no parece afectar significativamente la actividad
observada. Lo anterior destaca la importancia de realizar estudios de
estructura-actividad en derivados sintéticos de secundiflorol G con el fin de
aumentar la potencia y selectividad de esta molécula.

Tabla 6.3. Actividad citotdxica de compuestos analogos del segundiflorol G.
Actividad en lineas
celulares CCs, (uM)

Activo en lineas KB

(10.1)2

Compuesto

7-Hidroxi-2’,3’,4°,5 ,. pentametoxi-isoflavan,;
R1 = OCH3, Rz = OCHg, R3 = OCHa, R4 =
OCHa.

5’-Metoxi-duartina; R, = OCHa, R,= OH, R; = | Activo en lineas KB
OCH3, R4 = OCH3 (83)3

Isoduartina; Ry = OH, R, = OCH3, Ry = H, R4 = | Activo en lineas KB
OCHa.. (8)*
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analogo acetilado se deba a la mayor disponibilidad de este compuesto
dentro de fas células.

Aln no se conoce el mecanismo de accion por el cual estas moléculas
podrian estar ejerciendo su accidn citotoxica. Existen reportes de
flavonoides, cuyo prinnipal mecanismo de accion es la apoptosis (lwashita
et al., 2000; Bruss.....ans et al,, 2005). Mas aln, Sabzevari et al. (2004)
describen en compuestos de tipo chalcona un mecanismo de toxicidad por
radicales libres. Aunado a lo anterior, se ha elucidado como principal
mecanismo de accion de las chalconas ia induccién de apoptosis in vitro e
in vivo a través de la via mitocondrial dependiente de caspasa 9 (Tabata ef
al., 2005; Zi & Simoneau, 2005; Nishimura et al., 2007). Por consiguiente, el
mecanismo por el cual isocordoina y espinochalcona C eiercen su accién
citotéxica podria ser la apoptosis mediada por la vi¢ lependiente de
caspasa 9. Por el contrario, el mecanismo por el cual los isoflavanos ejercen
su mecanismo de citotoxicidad no estda muy bien elucidado. Seria
importante elucidar el mecanismo de accién del secundiflorol G, asi como
de las chalconas isocordoina y espinochalcona C.

6.3.2. ACTIVIDAD ANTIPRC FERATIVA

Los resultados de I~ ~ctividad antiproliferativa e IS (indice de selectividad)
de los compuestos  are las cinco lineas celulares utilizando el bioensayo
de SRB son mostrados en la Tabla 6.4. Contrastando con lo observado en
la actividad citotdéxi-— sélo se observa moderada actividad antiproliferativa
del compuesto IV . 2spinochalcona A) y sus derivados sintéticos. El
compuesto natural espinochalcona A fue moderadamente activo y selectivo
hacia células KB (ICs, = 16.0 uyM y IS = 3.1, respectivamente). No existen
reportes de la actividad biolégica de esta molécula, constituyendo este
estudio una aportacion a la actividad biolégica de este compuesto.

La espinochalcona A es el compuesto mas abundante presente en la
fraccion hexanica de raices de A. fascicularis, representando
aproximadamente un 30% de la fraccién total, esto podria ser aprovechado
para ser desarrollado como una posible molécuta marcadora (en conjunto
con el secundiflorol G) para estandarizar un fitofarmaco. Aunado a lo
anterior, destaca el interesante efecto antiproliferativo que esta molécula
presenta hacia la linea celular KB, constituyendo un valor agregado al
desarrollo de u1  tofarmaco para el tratamiento de cancer oro-faringeo. En
fa actualidad, en la terapéutica del cancer se usan varios farmacos
citotébxicos que actuen de forma sinérgica, con el fin de aumentar la potencia
terapéutica de todas las sustancias juntas. Sin embargo, esto trae consigo
un incremento en la toxicidad hacia las células sanas, aumentando los
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Tabla 6.4. Actividad antiproliferativa de los compuestos obtenidode A. fascicularis

Lineas celulares iGo UM (I1S)

Compuesto MDCK Hela Hep-2 KB SiHa
Compuesto IV 103.3 - 125.2 (0.8) ND -
Compuesto V --- -— - - -
Compuesto Vacetilado 100.0 83.3(1.2) - ND 25.2 (4.0)
Compuesto Vmetilado 110.1 92.0 (1.1) - - 36.3 (3.0)
Compuesto VI 50.0 - —-- 16.0 (3.1) -
Compuesto Vi acetilado 27.0 9.0 (3.0) - 13.5(2) 15.2 (1.8)
Compuesto Vimetilado 26.0 17.3 (1.5) - 16.0 (1.7) 15.6 (1.7)
Compuesto VI - --- - - -
Compuesto Mit - —-- - -~ -
Compuesto 1X 72.0 97.0 (0.7) 108.8 (0.6) ND 60.0 (1.2)
Docetaxel 0.14 0.04 (3.5) 0.07 (2) 0.06 (2.3) 0.1 (1.4)

Clso = concentracion inhibitoria medialS = indice de selectividad;--- = > 50 uyM; ND = No determinado.
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