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Resumen

RESUMEN

Uno de los principales problemas de salud humana es el cancer. Aunque la quimioterapia
con citostaticos es la principal eleccion dei tratamiento, ésta no ha demostrado ser eficaz
y segura. Ademas se han descrito problemas de resistencia. Por lo anterior, existe la
necesidad de encontrar nuevos agentes terapéuticos para combatir el cancer, siendo un
recurso importante los compuestos aislados de productos naturales, como los
sesquiterpenos. Dichos compuestos poseen una gran variedad estructural y propiedades
citotéxicas significativas en diferentes lineas celulares humanas de cancer. Los
compuestos sesquiterpénicos se han encontrado en especies del género Diospyros.
Tomando en cuenta el potencial de los sesquiterpenoides, el objetivo de este trabajo fue
aislar e identificar sesquiterpenos de la corteza de Diospyros anisandra, asi como evaluar
su efecto citotdxico en varias lineas celulares de cancer.

Los sesquiterpenos fueron obtenidos mediante una maceracién de la corteza con
diclorometano, seguida de fraccionamientos cromatograficos. Posteriormente, éstos se
elucidaron mediante técnicas espectroscdpicas de infrarrojo, espectrometria de masas y
resonancia magnética nuclear. La citotoxicidad fue evaluada utilizando el método de
sulforodamina B sobre tres lineas celulares de cancer humano: cervicouterino (Hela),
orofaringeo (Hep-2) y prostatico (PC-3), asi como una linea celuiar normal epitelial de
riidn de mono (Vero). El efecto citotdxico se expresd como concentracion citotdxica
media (CCsg) y se considerd significativo un valor < 5 ug/mL.

Tres compuestos sesquiterpénicos, identificados como 7-epi-selin-4(15)-en-1p3,11-diol,
1B8,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y 1B-hidroxi-4(15),5E,10(14)-germacratrieno, se aislaron
de la corteza de D. anisandra. El 7-epi-selin-4(15)-en-13,11-diol, el 1@8,6a-dihidroxi-4(15)-
eudesmeno y otro compuesto previamente aislado, el selin-4(15)-en-18,11-diol, no poseen
actividad citotéxica significativa en las lineas celulares evaluadas (Hela, Hep-2, PC-3 y
Vero), ya que presentaron CCs, mayores a 5 pg/mL (22 pM).




Abstract

ABSTRACT

Cancer is one of the major human health problems. Although chemotherapy with
cytostatics is the main choice of treatment, these have not proved to be effective and safe.
In addition, resistance problems have been reported. So, there is a need to discover new
agents for cancer treatment. Compounds isolated from natural products, such as
sesquiterpenoids, are important resources to be tested. These compounds have a large
structural variety and significant cytotoxic properties in several human cancer cell lines.
Sesquiterpene compounds have been found in species of the genus Diospyros.
Considering the potential of sesquiterpenoids, the aims of this study were the purification
and structural elucidation of sesquiterpenes from the stem bark of Diospyros anisandra,

and the evaluation of their cytotoxic effect on several cancer cell lines.

The sesquiterpenes were obtained by maceration from the stem bark with
dichloromethane followed by chromatographic fractionation. The structures were
elucidated by the application of infrared, mass spectrometry and nuclear magnetic
resonance spectroscopic analyses &.Jd by comparison with the literature data. The
compounds were tested for their cytotoxicity using the sulforhodamine B assay performed
on three cancer human cell lines: cervix adenocarcinoma (HelLa), laryngeal carcinoma
(Hep-2) and prostate adenocarcinoma (PC-3), as well as a normal monkey kidney
epithelial cell line (Vero). The cytotoxic effect was expressed as half cytotoxic
concentration (CCsg) and considered significant < 5 ug/mL.

Three sesquiterpenes identified as 7-epi-selin-4(15)-en-1p3,11-diol, 1B,6a-dihydroxy-4(15)-
eudesmene and 1B-hydroxy-4(15),5E,10(14)-germacratriene were isolated from the stem
bark of Diospyros anisandra. The 7-epi-selin-4(15)-en-18,11-diol, 18,6a-dihydroxy-4(15)-
eudesmene and other compound previously isolated, selin-4(15)-en-1p,11-diol, showed no
significant cytotoxic activity on the cell lines evaluated (HelLa, Hep-2, PC-3 and Vero), with
CCs > 5 ug/mL (22 uM).
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PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

1. INTRODUCCION

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer se encuentra entre las
principales causas de muerte en la poblacién mundial, y tan sélo en 2008 se reportaron
7.6 millones de muenrtes (aproximadamente 13% del total). El cancer es una enfermedad
maligna que se produce por la proliferacién anormal de las células que conlleva a la
formacion de un tumor y posterior metastasis; este tltimo proceso representa la principal
complicacién que produce la muerte (WHO, 2011; ACS, 2009; Karp, 2005).

La mayoria de los protocolos de tratamiento del cancer incluyen cirugia, radioterapia y
quimioterapia. La cirugia y radioterapia se emplean sélo para eliminar los tumores que se
encuentran localizados en el tejido de origen, por lo que en casos de metastasis se
recurre a la quimioterapia. Esta se basa en el empleo de farmacos que son capaces de
eliminar las células tumorales que se encuentran en rapido crecimiento, sin embargo no
son selectivas y afectan igualmente a células sanas. Los efectos adversos que producen
comunmente son anemia, nauseas, vomitos, fatiga y alopecia. Ademas, otra desventaja
de la quimioterapia es que las células cancerigenas tienen la capacidad de presentar
resistencia a los farmacos (ACS, 2011b; Boyle y Levin, 2008; Schulz, 2005).

Los efectos de la quimioterapia del cancer impulsan la busqueda de nuevos agentes para
el tratamiento de esta enfermedad, siendo un recurso alternativo los productos naturales.
Desde tiempos antiguos los humanos reconocieron su dependencia con las plantas para
la cura de diferentes enfermedades. Actualmente, se siguen empleando las plantas como
un recurso para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Algunos ejemplos de
los compuestos que las plantas han proporcionado al hombre son la morfina, un
analgésico aislado de Papaver somniferum; la reserpina, un antihipertensivo aislado de
Rauvolfia serpentina; la warfarina, un anticoagulante aislado de Melilotus officinalis; varios
agentes anti-cancerigenos como el taxol aislado de Taxus brevifolia; la vinblastina y
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vincristina aisladas de Catharanthus roseus, entre otros (Gilani y Rahman, 2005; Kim,
2005; Kong et al., 2003).

En este sentido, en el periodo comprendido entre 1981-2006 cerca del 50% de los
farmacos aprobados por la Administracién de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
(FDA por sus siglas en inglés) fueron de origen natural o de sus derivados. En el caso de
los agentes anti-cancerigenos, durante el periodo entre 1940-2002, de 140 farmacos
aprobados, alrededor de 70 fueron de origen natural o de sus derivados (Newman y
Cragg, 2007; Newman et al., 2003).

Diversos grupos de compuestos naturales han sido identificados con potencial para el
desarrollo de nuevos agentes para la quimioterapia del cancer, entre los cuales se
encuentran los sesquiterpenoides. Los compuestos de tipo sesquiterpénico que han
llamado mas la atencion por sus efectos contra células cancerigenas son las
sesquiterpen-lactonas, las cuales se encuentran en mas de 100 familias de plantas y con
una gran variedad de estructuras (Fraga, 2006; Zhang et al., 2005; Kinghom et al.; 2004).

Varios estudios in vitro se han realizado para demostrar el efecto citotdxico de los
compuestos sesquiterpénicos, y se ha observado que producen apoptosis en diversas
lineas tumorales. Uno de los compuestos mas estudiados es el partenélido, con actividad
citotoxica sobre células de carcinoma hepatocelular sarcomatoide (SH-J1), carcinoma
humano de pulmén (A549) y adenocarcinoma humano de colon (HT-29); con una
concentracion citotéxica media (CCsp) de 7.5 uM, 4.3 WM y 6.5 uM, respectivamente
(Parada-Tsuka et al., 2007; Wen et al., 2002).

También, se ha determinado el efecto citotoxico de otros sesquiterpenos en lineas
celulares humanas como son: el costundlido, el cual presentd una Cisy de 3.31 uM en
células B de leucemia (NALM-6), el 183,28 ,6a-triacetoxi-9a-benzoiloxi-B-dihidroagarofurano
presentd una Cls; de 3.89 uM contra células de carcinoma cervicouterino (Hel.a) y, por
ultimo, la mansonona E que tuvo una Cls; de 0.21 uM en céiulas de cancer de mama
(MCF-7). Ademas, otras propiedades observadas en algunos sesquiterpenoides es que
poseen cierta selectividad contra las células de cancer e inocuidad en células normales y
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tienen efectos significativos sobre células resistentes a ciertos farmacos empleados en la
quimioterapia del cancer (Boonsri ef al., 2008; Kanno ef al., 2008; Xu et al., 2008; Guzman
ef al., 2005). En este sentido, el tratamiento quimioterapéutico del cancer no permite, en
muchos casos, la recuperacion total del paciente debido a los efectos adversos que se
producen, siendo los compuestos sesquiterpénicos un recurso potencial para generar
nuevos agentes quimioterapéuticos menos agresivos y con aita selectividad.

Por otra parte, en estudios preliminares se ha determinado que los extractos de algunas
especies de Diospyros poseen compuestos de tipo sesquiterpénico como constituyentes
fitoquimicos (Mallavadhani y Mahapatra, 2005). Con base en estos estudios y al efecto
citotéxico que poseen los sesquiterpenoides, en este trabajo se aislaron e identificaron
compuestos sesquiterpénicos de la corteza de Diospyros anisandra, asimismo se evalué
la actividad citotéxica contra diferentes lineas celulares cancerigenas. Asi, se pretende
identificar nuevos compuestos que puedan ser utilizados como modelos estructurales
para el disefio de futuros farmacos con potencial para ser empleados en el tratamiento del
cancer y, por otro lado, contribuir con el conocimiento de la composicion quimica del
género Diospyros.
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2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1. CANCER

Normaimente, en los tejidos del cuerpo existe un equilibrio entre Ia proliferacién y muerte
celular, sin embargo algunas veces este proceso ordenado se descontrola debido a una
mutacién celular y como resultado se desarrolla graduaimente una masa de células
conocida como tumor. A esta proliferacién anormal y descontrolada de las células en ios
tejidos se conoce como neoplasia y puede ser clasificada como benigna o maligna
dependiendo de las caracteristicas del tumor o neoplasma (Bronchud, 2008; Karp, 2005).

Los tumores benignos, conocidos como no-cancerosos, no invaden los tejidos que los
rodean, no se diseminan a otras partes del cuerpo, habitualmente no reaparecen después
de la extirpacién quirurgica y rara vez ponen la vida del paciente en peligro. Las células de
los tumores malignos o cancerosos tienen la habilidad de invadir estructuras vecinas y de
diseminarse a otros 6rganos a través del sistema linfatico y los vasos sanguineos,
formando tumores nuevos, conociéndose dicho proceso como metastasis. Si la
diseminacién no se controla, la consecuencia es la muerte del paciente (Boyle y Levin,
2008; Karp, 2005; Philip, 2003).

En este sentido, el término céncer se utiliza ampliamente como sinénimo de neoplasia y
como término general en algunas enfermedades caracterizadas por el crecimiento
anormal y descontrolado de la célula. Los tipos de cancer mas comunes son los
carcinomas, los cuales son tumores malignos que surgen de células epiteliales. Otros
tipos son los sarcomas, que surgen de tejido blandos como el masculo y los gliomas que
resultan de la transformacién de las células gliales del sistema nerviosos central (Boyle y
Levin, 2008).

Asi, el cancer es uno de los padecimientos que amenazan Ja salud humana y que segun
la OMS se encuer.... entre las principales causas de muerte en la poblaciéon mundial. Tan
sélo en 2008 se diagnosticaron 12.7 millones de casos y se registraron 7.6 millones de
muertes por esta enfermedad (Jemal et al., 2011). Se estima que para el afio 2030
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existiran 20 millones de casos de cancer y 12.9 millones de muertes debido a esta
enfermedad. En 2008, el origen del cancer en témminos de incidencia, fueron el de pulmén
(1.52 millones de casos), el de mama (1.29 millones de casos) y el colorrectal (1.15
millones de casos). Los que tuvieron pocas probabilidades de recuperacion, produciendo
la muerte, fueron el cancer de pulmén, seguido del cancer de estbmago y el de higado
(Boyle y Levin, 2008).

En México, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), los tumores
malignos fueron la tercera causa de muerte en la poblacién general en 2008. En Yucatan,
en 2008 y 2007, los tumores malignos fueron la segunda causa de muerte en la poblacién
general segun el INEGI y la Secretaria de Salud de Yucatan (SSY), respectivamente
(SSY, 2008; INEGI, 2010).

2.1.2 ETIOLOGIA

Los factores de riesgo para la generaciéon de un cancer estan relacionados con la dieta, la
inactividad fisica y uso de sustancias adictivas como el consumo excesivo de cigarros y
alcohol. También puede ser originado por ciertas radiaciones como las del radén, los
rayos UV solares, los rayos X y los rayos gama. Algunas sustancias quimicas pueden
incrementar el riesgo de padecer céancer; por ejempio, la exposicién con asbesto,
benceno, bencidina, cadmio, arsénico, berilio, niquel o cloruro de vinilo. Ademas, el
empleo de ciertos farmacos puede producir cancer, como el tamoxifén, empleado en la
terapia hormonal en la menopausia, y fenacetina, un analgésico (Weiderpass, 2010; Boyle
y Levin, 2008).

Ciertos tipos de cancer estan relacionadas con algunos organismos patégenos, como el
virus de la hepatitis B, virus del papiloma humano, virus de la inmunodeficiencia adquirida,
Helicobacter pylori, entre otros. En general, todos estos factores fisicos, quimicos y
biolégicos mencionados tienen la propiedad de alterar el genoma celular y producir
anormalidades en la proliferacién celular, la reparacién de ADN, la apoptosis y en la
estabilidad cromosdmica, generando de este modo el cancer (Boyle y Levin, 2008; Karp,
2005; Philip, 2003). Otro aspecto que se ha observado es que el cancer puede ser de
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origen genético, esto es, que algunas familias tienen un riesgo elevado para desarrollar
ciertos tipos de cancer, aunque estos sindromes cancerosos hereditarios son raros. Por
ejemplo, se estima que del 5 a 10% de los casos de cancer de mama se debe a la
herencia de dos genes, BRCA1 y BRCA2, que predisponen al desarrollo de Ia
enfermedad; ademas, [as mutaciones en estos genes también predisponen a la mujer al
desarrollo de cancer ovarico (ACS, 2011a; Karp, 2005).

2.1.3 TRATAMIENTO

La mayoria de los protocolos de tratamiento del cancer incluyen cirugia, radioterapia o
quimioterapia. La eleccidn de la cirugia depende de la naturaleza del cancer y el estado
de la enfermedad; si el tumor ha invadido tejidos cercanos o ha producido metastasis la
cirugia no se emplea (ACS, 2011b; Boyle y Levin, 2008). La radioterapia no es especifica
para células cancerosas, ya que puede producir mutaciones en células normales y
entonces inducir segundos tumores. Algunos efectos adversos de la radioterapia son la
produccién de fatiga, cambios en la piel (puede ponerse roja, seca y sensible), alopecia,
dolor e irritacion de la boca (cuando se produce la radiacién en ia cabeza) y nauseas,
vomitos y diarrea (en caso de radiacién en ei abdomen) (ACS, 2011b; Hall y Wuu, 2003).

En general, la cirugia y radioterapia sélo son eficaces cuando el tumor se encuentra
confinado al érgano donde se origind (tumores primarios), por 1o que no se puede tratar
de esta manera al cancer que ha sufrido metéstasis, y en estos casos se recurre a la
quimioterapia (ACS, 2011b; Boyle y Levin, 2008). La quimioterapia se basa en el uso de
farmacos que se puedan distribuir por todo el cuerpo para tratar los tumores secundarios.
Los farmacos empleados en la quimioterapia tradicional son compuestos citotéxicos que
actian a distintos niveles del ciclo celular, el cual es el proceso fundamental para la
proliferacion de las células. Asi, los farmacos citotéxicos son el principal componente de la
quimioterapia sistémica y se pueden clasificar segun su mecanismo de accion en: agentes
alquilantes, antimetabolitos, inhibidores de topoisomerasas e inhibidores de flos
microtldbulos (Priestman, 2008a; Schulz, 2005).
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2.1.3.1 AGENTES ALQUILANTES

Los agentes alquitantes son compuestos quimicos que tienen un grupo alquilo capaz de
combinarse con otros compuestos mediante enlaces covalentes. La principal accion
citotoxica de estos compuestos es unirse al &tomo de nitrégeno en la base de purina de
una guanina en el ADN, previniendo el acceso de polimerasas requeridas para la
replicaciéon. La mayoria de estos fAirmacos poseen dos grupos alquilo por (0 que pueden
ser bifuncionales, es decir que pueden eniazarse a dos residuos de guanina que se
encuentren cercanas, esto es, donde las hebras de ADN giran. De este modo, forman
puentes o uniones entrecruzadas entre las hebras de ADN lo que previene el acceso de
enzimas provocando que no se puedan separar al momento de la replicacion. Como esta
unién no se puede romper la célula muere, debido a una interrupcién en el ciclo celular y
probablemente por apoptosis. Aigunos ejemplos de estos farmacos son: melfalan,
ciclofosfamida, busulfan, tiotepa, temozolomida, cisplatino y oxaliplatino (Figura 1)
(Priestman, 2008a; Boyle y Levin, 2008; Schulz, 2005).

—
Figura 1. Estructuras de algunos agentes alquilantes.

2.1.3.2 ANTIMETABOLITOS

Para gue una célula pueda dividirse debe generar suficientes reservas de acidos
nucleicos, y para que esta sintesis pueda llevarse a cabo, varios metabolitos, como los
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Actualmente, la quimioterapia empleada incluye principaimente farmacos con efectos
citotoxicos para el tratamiento del cancer, como los mencionados anteriormente. Estos
compuestos afectan principalmente el ciclo celular y mitosis de las células pero no son
selectivos hacia las células cancerigenas, inhibiendo igualmente a las células normales.
Esto es lo que produce los diferentes efectos adversos, algunos se producen mas
frecuentemente, como la supresion de las células de la médula 6sea que produce
neutropenia, anemia y trombocitopenia; el dafio a las células foliculares que produce
alopecia; y la induccién de la apoptosis de las criptas celulares del tracto gastrointestinal
causa diarrea y ulceraciones orales. En el Cuadro 1 se resumen otros efectos adversos
que pueden ser producidos por los farmacos dependiendo de su mecanismo de accion
(ACS, 2011b; Priestman, 2008b; Boyle y Levin, 2008; Dy y Adjei, 2006).

Cuadro 1. Efectos adversos producidos por la quimioterapia.

Mecanismo de accibn Efectos adversos

Leucenm... aguda, fibrosis pulmonar, toxicidad gonadal,
Agentes alquilantes neuropatia, dafo renal (cisplatino) y  cardiopatia
(ciclofosfamida).

Fibrosis hepatica, neumonitis, nefrotoxicidad, Ulceras
Antimetabolitos gastrointestinaies, fallo renal (metotrexato), sindrome coronario
(citarabina) y sindrome hemolitico (gencitabina)

inhibidores de Cardiotoxicidad, hematuria, edema cerebral y segundas
topoisomerasas leucemias  oposido)
Inhibidores de Neuropatia, sindrome respiratorio agudo (vincristina), arritmias
microtubulos cardiac-- (paclitaxel).

Un problema del cancer es que después de convertirse en malignas, las células no dejan
de acumular mutaciones que las vuelven cada vez .,ds anormales. Esta inestabilidad
genética hace que la enfermedad sea mas dificil de tratar con la quimioterapia
convencional, porque a menudo surgen células dentro de la masa tumoral que son
resistentes a la accién de los fArmacos (Boyle y Levin, 2008; Karp, 2005; Schuiz, 2005).
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En este sentido, a pesar del avance tecnolégico en el cuidado y manejo de las
enfermedades, el cancer continta siendo un problema importante de salud, ya que
produce una elevada mortalidad en la poblacién por sus complicaciones a largo plazo.
Ademas, los farmacos empleados para su tratamiento poseen diferentes efectos adversos
que no permiten que el paciente se recupere completamente, agregando el costo elevado
que implica el tratamiento y el control, asi como las futuras consecuencias relacionadas
con la enfermedad (Sharma et al, 2009). Esto impulsa la btsqueda de nuevos
compuestos con potencial farmacoldgico para el tratamiento del cancer.

2.2 SESQUITERPENOIDES

Son mas de 23,000 los compuestos terpenoides conocidos, también referidos como
terpenos, éstos son la clase de productos naturales con mayor variedad estructural,
ademas algunos han probado ser de gran importancia farmacéutica y por consiguiente, un
gran esfuerzo es realizado para identificar y caracterizar nuevos terpenos asi como
determinar sus actividades bioldgicas. Los terpenos son clasificados de acuerdo al
numero de unidades isoprénicas en su estructura en seis tipos: hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos y triterpenos, de los cuales los
sesquiterpenoides representan una gran fraccién de los diferentes terpenos que se
encuentran en la naturaleza (Modzelewska et al., 2005; Wang et al., 2005).

2.2.1 BIOSINTESIS DE SESQUITERPENOIDES

Los esqueletos de los sesquiterpenoides, como en otros terpenos, son sintetizados por
unidades de isopreno bioquimicamente activas, los cuales son el isopentenil pirofosfato
(IPP, Cs) y su isbmero altamente electrofilico, el dimetilalil pirofosfato (DMAPP, Cs). Son
conocidas dos vias de biosintesis que generan las unidades de isopreno, las cuales son la
del mevalonato y la desoxixilulosa fosfato. A partir de los dos precursores basicos, IPP y
DMAPP, un grupo de enzimas llamadas preniltransferasas pueden sintetizar prenil
pirofosfatos lineales los cuales sirven como precursores para la biosintesis de los distintos
terpenos. En el caso de los sesquiterpenoides, durante su biosintesis, la unidad de
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El sufijo “6lido”, en el nombre de las ses( lerpen-lactonas, indica la presencia de un
grupo lactona que es un anillo alfa-mec.-en-gam: ictunia (Cis o trans) unido a la posicién
C6-C7 o C7-C8 del esqueleto carboxilicL \Zhang et al., 2005; Robles et al., 1995).

Las propiedades citotoxicas de los sesquiterpenocides han llamado la atencién y varios
estudios in vitro se han realizado pena evaluar su capacidad como posibles agentes
anticancerigenos. En dichos ensayos la actividad citotoxica de los compuestos se expresa
como concentracidn citotoxica media (CCso), que se refiere a [a concentracién necesaria
para matar al 50% de las células; para compuestos puros un valor de CCs, < 5 pg/mL es
considerado como una actividad citotoxica significativa en cultivos celulares y asi realizar
posteriormente estudios prevunicos o clinicos. A continuacién se describen brevemente
algunos estudios realizados a varios sesquiterpenoides para demostrar sus efectos
citotoxicos.

2.2.2.1 PARTENOLIDO

El partendlido es una sesquiterpen-lactona de tipo germacrano (Figura 6) que fue aistado
como responsable __ la actividad biolégica de Tanacetum partl... ium (Asteraceae).
Varios ensayos in vitro se han reportado sobre el efecto citotodxico del partendlido sobre
células cancerigenas. En un estudio con células de carcinoma hepatocelular
sarcomatoide (SH-J1) se observé que este compuesto disminuye el porcentaje de
supervivencia de las células, mediante el ensayo de exclusiéon del azul de tripano, de
manera dependiente de la concentracion hasta 48 h, teniendo una CCs, de 7.5 pM (1.86

ug/mL) (Wen et al., 2002).

Ademas, en este mismo estudio, para examinar si los efectos son especificos hacia
células cancerigenas, las células SH-J1 y células normales de higado (Chang-Liver)
fueron tratadas con 10 uM (2.48 ug/mL) de partendlido por 48 h. Los resultados obtenidos
en este ensayo revelaron que las células normales de higado fueron resistentes a la
inhibicién de! crecimiento comparad. son las SH-J1, siendo el porcentaje de células vivas
de 80% y 20%, respectivamente (Wen ef al., 2002).
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En otro ensayo se evalud el efecto citotdéxico del partendlido en cultivos celulares
primarios de leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica con crisis blastica
(cbLMC), células progenitoras de LMA (pLMA) y células hematopoyéticas normales de
médula 6sea. A una concentracion de 7 uM (1.73 pg/mL) el porcentaje de células vivas
fue de 9.3%, en los cultivos de LMA, cbLMC y pLMA; en contraste con las células
normales hematopoyéticas que fue del 94% después del tratamiento. Para determinar la
eficacia del partendlido, se compar6 el efecto citotdxico con un farmaco antineoplésico, la
arabinosilcitocina, demostrando que dicho farmaco fue mas toxico para las células
normales que para las cancerosas (Guzman et al., 2005).

Otros estudios in vifro han reportado el efecto citotdxico significativo del partenélido en
varias lineas celulares de cancer, por ejemplo la CCs, para carcinoma humano de pulmén
(A549) fue de 4.3 uM (1.06 ug/mL.), para meduloblastoma humano (Te671) de 6.5 uM
(1.65 pg/mL) y para adenocarcinoma de colon humano (HT-29) de 7 uM (1.73 pg/mL),
que, comparados con el control, disminuyen la viabilidad celular (Parada-Tsuka et al.,
2007).

También, en lineas celulares de mieloma multiple (incluyendo lineas resistentes a
dexametasona y doxorubicina) y cultivos celulares primarios de mieloma multiple, las CCsg
del compuesto se encontraron entre 1-3 uM (0.25-0.75 ug/mL). A dicha concentracion el
partenélido no afectd la proliferacién de células normales del estroma de médula ésea y
de células mononucleares de sangre periférica, sugiriendo un efecto citotdéxico selectivo
(Suvannasankha et al., 2008).

En 2009, Kawasaki et al. realizaron un estudio para evaluar el efecto citotdéxico del
partendlido (1.24 pug/mL) en lineas celulares de cancer de préstata humana, una que
expresa normalmente el receptor a andrégenos (LAPC4) y otras derivadas de tumores
metastasicos en cerebro (DU145) y hueso (PC-3, VCAP); se encontré que en las cuatro
lineas celulares el porcentaje de células vivas fue entre 12-28% comparado con el control.
Ademas, en células progenitoras de cancer de prostata (CD44+), se encontré que el
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partendlido disminuye el porcentaje de células viables de manera dependiente a la dosis;
a 10 uM el porcentaje de disminucién fue entre 8-22%.

Recientemente se ha reportado el efecto citotoxico del partendlido en una linea celular de
cancer de pancreas humano (BxPC-3), para {a cual se obtuvo una CCs, de 14.5 uM (3.58
pg/mL) mediante el ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT). Ademas, se observd que dicho compuesto indujo apoptosis de manera
dependiente de la concentracion, observando que a la concentracién maxima empleada,
20 uM (4.94 pyg/mL), se produjo un 75% de células en apoptosis después de 48 h de
tratamiento, cuantificadas mediante citometria de flujo (Liu et al., 2010).

2.2.2.2 COSTUNOLIDO

Otro sesquiterpenoide estudiado, el costundlido, es una sesquiterpen-lactona de tipo
germacrano (Figura 6) aislado de Saussurea lappa (Asteraceae). En un ensayo in vitro
realizado con céiulas de leucemia humana (HL-60) se observé que el tratamiento con el
costundlido a concentraciones de 1 uM (0.23 pg/mL), 5 uM (1.15 pg/mL) y 10 uM (2.30
pg/mL), inducian apoptosis de una manera dependiente de la concentracién y el tiempo
(3, 6,9y 12 h). En dicho ensayo se empleé la tincién con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol)
para determinar el porcentaje de apoptosis, observandose el valor mayor, de 55%, a la
concentracion de 10 uM (2.30 ug/mL) después del tratamiento por 12 h (Lee et al., 2001).

Otro estudio determind el efecto citotéxico del costunélido, mediante el ensayo de MTT,
en la linea de células B de leucemia humana (NALM-6) obteniendo una CCs, de 3.31 uM
(0.77 pg/mL) después del tratamiento por 24 h; también, se observé que a una
concentracién de 100 uM (23.00 ng/mL), el compuesto no produjo efectos citotdxicos al
incubarse por 24 h con un cultivo primario de células linfoides humanas. Ademas, se
cuantificé el estado apoptético de las células inducido por el costundlido mediante
citometria de flujo, observandose que a una concentracién de 10 uM (2.30 ug/mL) se
producia apoptosis de una manera dependiente al tiempo (2, 4 y 6 h), teniendo que a las
6 h se encontraba un 50% de células en apoptosis (Kanno ef al., 2008).
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Cuadro 2. Compuestos sesquiterpénicos obtenidos de plantas y su citotoxicidad en diferentes

lineas tumorales humanas.

Especie vegetal

Linea

Citotoxicidad

Sesquiterpenoide . Referencia
(Familia) celular  CCso (pg/mL)
Liratol A Solanum lyratum 2.3 Dai et al,
HT-29
Liratol B (Solanaceae) 1.4 2009
Liratol C Solanum lyratum ~ HONE-1 1.0 Ren et al.,
Liratol D (Solanaceae) HT-29 1.6 2009
o Zygogynum pancheri KB 0.2 Allouche et
Pofigodial .
(Winteraceae) HL-60 0.3 al., 2009
Cyathocline KB 0.2
Ma et al,
Santamarina purpurea
MCF-7 0.5 2009
(Asteraceae)
18,2B,6a-Triacetoxi-9a- Celastrus HeLa 20
. Xu et al,
benzoiloxi-B- orbiculatus
" A375-82 1.8 2008
dihidroagarofurano (Celastraceae)
Mansonona D Thespesia 2.8 Boonsri et
populinea HelLa | 2008
(A Tetragonotheca
Enidrina g ' 1.3 Ma ef al.
ludoviciana MCF-7 2007
Tetraludina A (Asteraceae) 3.1
Neobritanilactona B COLO205 3.5 _
Inula britannica Bai et al,
Acetato de
_ (Asteraceae) AGS 1.5 2006
neobritanilactona B
) ) . Camchaya calcéarea KB 0.4 Vongvanich
5-epi-Isogoiacendlido
(Asteraceae) Vero 12.6 et al., 2006

HT-29: Adenocarcinoma colorrectal humano; HONE-1: Carcinoma nasofaringec humano, KB: Carcinoma
orofaringeo humano, MCF-7: Adenocarcinoma de mama humano, Hel.a: Carcinoma cervicouterino humano,

A375-§2: Melanoma maligno humano, COLO205: Adenocarcinoma de cok

gastrico humano, Vero: Epitelial de riién normal de mono.

wumano, AGS: Adenocarcinoma
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valores de apoptosis de 41.62% y 76.87% con 6.05 ug/mL y 7.10 ug/mL, respectivamente
(Bai et al., 2006). Los compuestos enidrina y tetraludina A inducen la muerte celular a
través del arresto del ciclo celular en la fase G2/M y apoptosis con la inhibicion del factor
nuclear kappa-B (NF-xB) y la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Ma et al., 2007).

lgualmente, en el Cuadro 2 se observa que en el caso del compuesto 5-epi-
isogoiacendlido el efecto citotéxico fue selectivo para las células de cancer, ya que 1a ICx
fue menor en las células normales epiteliales de rifién de mono (Vero). Ademas, en dicho
estudio se compard el efecto de un agente antineoplasico, ia elipticina (un alcaloide),
observando que tiene un mayor efecto citotoxico sobre ias células Vero (0.40 ug/mL) que
sobre las células tumorales de cancer orofaringeo humano (KB) (1.33 ug/mL) (Vongvanich
et al., 2006).

Varios estudios se han realizado para determinar el mecanismo de acciéon de los
compuestos sesquiterpenoides, especialmente las sesquiterpen-lactonas. Dichos
compuestos son considerados como poderosos agentes alquilantes a través de una
adicién tipo Michael de un sitio nucleofilico accesible, por ejemplo en grupos tioles, sobre
la lactona q,B-insaturada. En algunas estructuras, la presencia de centros electrofilicos
adicionales da la oportunidad de mas reacciones de alquilacion. En el caso del
partenélido, un grupo epéxido electrofilico permite una ciclizacién transanular que da lugar
a otro sitio de alquilacién. Este mecanismo podria estar involucrado en fa alguilacién
irreversible de proteinas criticas para el funcionamiento adecuado de la célula. Se ha
determinado gque las sesquiterpen-lactonas inhiben la unién del factor nuclear kappa B
(NF-xB) al ADN a través de la alquilacién de su subunidad p65 en un residuo de cisteina
(Dewick, 2001; Garcia-Pifieres et al., 2001).

Los compuestos sesquiterpénicos se han encontrado en una variedad de especies de
plantas pertenecientes a diferentes familias, por ejemplo de Camchaya calcarea (familia
Asteraceae), Solanum lIyratum (familia Solanaceae) y Zygogynum pancheri (familia
Winteraceae), entre otras (Allouche et al.,, 2009; Ren et al., 2009; Vongvanich ef al.,
2006). En este sentido, una de las familias encontradas en la peninsula de Yucatan es la
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

¢ Aislar e identificar compuestos sesquiterpénicos de Diospyros anisandra y evaluar
su efecto citotoxico en tres lineas celulares de cancer y una normali.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* Obtener los compuestos sesquiterpenoides puros a partir de los extractos de
corteza de D. anisandra.

¢ Elucidar las estructuras de los compuestos sesquiterpénicos puros obtenidos de D.
anisandra por medio de técnicas espectroscopicas.

¢ Evaluar la actividad citotdxica de los diferentes compuestos sesquiterpénicos
aislados de corteza de D. anisandra contra diferentes lineas celulares: epitelial de rifién
normal de mono (Vero), cancer orofaringeo humano (Hep-2), cancer cervicouterino
humano (HeLa) y cancer de prostata humano (PC-3).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 PROCEDIMIENTOS GENERA :S

Los disolventes utilizado- “ gron de grado industrial, destilados en el laboratorio, y grado
reactivo. Para el proceso de secado de los extractos y fracciones se utilizé un evaporador
rotatorio marca Buchi RE111. Para el andlisis cualitativo por cromatografia en capa
delgada (CCD) se emplearon placas cromatograficas con soporte de aluminio
impregnadas con gel de silice 60 Fy, (Merck). Los componentes separados por CCD
fueron visualizados bajo luz UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (365 nm),
ademas se emplearon reveladores quimicos, en particular, una disolucién al 4% de &cido
fosfomolibdico con trazas de sulfato cérico en H,SO, al 5%.

Para la cromatografia liquida al vacio (CLV), la fase estacionaria usada fue gel de silice
60 GF.s, para CCD (Merck), para la cromatografia de exclusibn (CE) se empled
Sephadex LH-20 (Pharmacia, Fine chemicals, tamafio de particula 25-100 um), en el
caso de las cromatografias en columna por gravedad (CCG) se utilizé gel de silice de 60-
200 mallas (JT Baker), para la cromatografia flash (CF) se utilizé gel de silice 60 de 230-
400 mallas y para la placa preparativa (PP) se empled una placa cromatografica con
soporte de vidrio impregnada con gel de silice 60 F,s, (Merck).

El analisis por cromatografia de gases (CG) se llevé a cabo utilizando un cromatdgrafo de
gases Hewlett-Packard modelo 5890 y la columna HP-5MS con las siguientes
condiciones de corrida 180°C (2 min), 10°C/min, 280°C (10 min). También se empleé un
cromatégrafo de gases 6890N acoplado a un espectrometro de masas 59758 (CG-EM)
(Agilent Technologies), con la columna Ultra 1 y las siguientes condiciones de corrida
120°C (2 min), 10°C/min, 280°C (30 min).

Para los espectros de infrarrojo (IR) se utilizé un espectrofotometro Nicolet, modelo
Protegé 460 y para los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se empleé un
espectrémetro Bruker Avance 400 (400 MHz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como

referencia interna y los desplazamientos (8) se reportan en partes por millon (ppm). En la
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determinacién de la rotacién éptica se empledé el polarimetro Autopol IV (Rodolph
Research) para el compuesto 1 y el polarimetro Modelo 341 (Perkin Elmer) para los

compuestos 2 y 3.

2.2 MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal Diospyros anisandra Blake se colectd en el mes de noviembre del afio
2009 en la localidad de Yaxcaba bajo la direccién del personal de la Unidad de Recursos
Naturales del CICY. Un ejemplar de la especie se depositd en el herbario del CICY (No.
de colecta MMendez 1548). De la planta se obtuvo la corteza del tallo, la cual fue secada
en una incubadora a una temperatura na mayor de los 50 °C. Después de tener el
material vegetal seco, éste se molié6 en un molino de cuchillas obteniéndose 1.31 kg de
corteza de D. anisandra.

2.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS

Se realizd la maceracion de 367 g de corteza de D. anisandra con 2,500 mL de
diclorometano (CH,Cl) durante 72 h, tres veces. El disolvente se eliminé en un
evaporador rotatorio a presién reducida y se obtuvo 8.5 g de extracto diclorometanico,
que se denominé extracto A (rendimiento 2.4%).

La particién del extracto A se realizé disolviendo 8.4 g del extracto en 1,000 mL de
acetonitrilo (CHsCN), disolucién que posteriormente fue mezclada en un matraz
Erlenmeyer con hexano (Hx) mediante agitacién, en proporcién 1.2 (CH;CN:Hx). Después
se colocé la mezcla en un embudo de separacidon esperando que se separen las fases; el
procedimiento se realizé6 cinco veces. Finalmente, cada fraccion se concentré en un
evaporador rotatorio a presién reducida, obteniéndose 2.3 g de la fraccién de CH:CN,
denominada A1 (rendimiento 28.4%) y 5.8 g de la fracciébn de Hx, denominada A2
(rendimiento 71.6%). Mediante CCD se pudo observar que la mayoria de los
componentes fue afin a la fase de Hx (no polar) (Figura 11).
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Figura 11. CCD de los exfractos A1 y A2 de D. anisandra.

2.4 FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS A1Y A2

2.2 g de la fraccién A1 se sometieron a una purificacién por CLV usando Hx, mezclas de
Hx:An (98:2, 96:4, 94:6, 92:8, 90:10, 88:12, 86:14, 84:16, 82:18, 80:20, 70:30, 60:40 y
50:50), An y metanol (MeOH), como se ha reportado para una separaciéon adecuada de
sesquiterpenoides; cada fraccién tuvo un volumen de 100 mL (Coll y Bowden, 1986). Se
obtuvieron 30 fracciones que fueron analizadas por CCD y de acuerdo a su similitud en el
perfil cromatografico se reunieron en nueve fracciones (A1a - A1i) y una fraccion (A1e’)
que no fue soluble en An pero si en CH,Cl, (Cuadro 3).

Cuadro 3. Fracciones finales obtenidas del extracto A1 con sus factores de retencién (Rf).

Fraccibn Peso Rf de los Fraccibn Peso Rf de los
(mg) componentes (mg) componentes
Ala 10 1 Ale’ 37 0.27 -0.48
A1b 127 1 Alf 136 0.22-0.48
Alc 54 0.52-0.73 Alg 138 0.15-0.48
A1d 68 0.27 - 0.51 A1h 115 0.07 - 0.48
Ale 214 0.27-0.48 Ati 1103 0-047
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Posteriormente, se realiz6 la CCD de las fracciones reunidas y se comparé con
sesquiterpenos aislados previamente en el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan
(Figura 12) (Uc Cachén, 2011), donde la letra G pertenece al selin-4(15)-en-1p,11-diol y
las letras D, E y F pertenecen a otros sesquiterpenos semipuros que no se lograron
identificar. Al comparar por CCD los valores de Rf de los sesquiterpenos (D = 0.37, E =
0.38, F = 0,41 y G = 0.43) con las fracciones obtenidas de A1 se observé que en Ale,
A1f, A1g y Ath presentaron componentes entre los valores de Rf de los sesquiterpenos
aislados previamente (Rf 0.37 a 0.43) (Cuadro 3, Figura 12), por lo que fueron estas

fracciones las seleccionadas para su purificacion.

Figura 12, CCD de las fracciones de la CLV del extracto A1.

Asi mismo, de acuerdo a lo reportado por Coll y Bowden (1986), 5.7 g de la fracciéon A2
se sometieron a una purificacién por CLV; se obtuvieron 23 fracciones, que fueron
analizadas por CCD, reuniéndose en nueve fracciones (A2a — A2g) de acuerdo a su
sinmmud (Cuadro 4). Cabe sefialar que de la fraccidn 2c se obtuvieron cristales amarillos
(2¢) y de la fraccion 2e se separd la parte insoluble (2e’) del filtrado.

Cuadro 4. Fracciones finales obtenidas del extracto A2 con sus factores de retencion (Rf).

Fraccién Peso Rf de los Fraccién Peso Rf de los
(mg) componentes {mg) componentes
A2a 140 1 A2e 930 0.27 - 0.98
A2b 40 0.82-1 A2f 160 0.05-0.28
A2c 1280 0.80-1 A2g 80 0-0.04
A2d 560 0.47 - 0.98

39









Capitulo Il

isocratica el sistema CH,Cl,:Hx (6:4), obteniéndose 47 fracciones que se reunieron en
siete fracciones finales de acuerdo a su CCD. La fraccién « itro se sometié a una PP
utilizando como sistema de elucién benceno (Bz):An (95:5), obteniéndose un compuesto
puro (Figura 15).

A2d
(540 mg)

CHCl;5:MeOH

Fracciéon 6
(179 mg)

CCG CHQC‘QZHX
7 \
Fraccién 4
(22 mg)

J
PP ﬂ Bz:An

—
Compuesto 2
12m
L (12 mg) )

Figura 15. Proceso de purificacion del compuesto 2.

Ve

Compuesto 2 (1B-hidroxi-4(15), 5E,10(14)-germacratrieno): C,sH,4O; aceite incoloro;
[a]3° -102.6 (¢ 0.0161, CHCL); IR (KBr) vmax M 3405, 2954, 2362, 1712, 1481, 1267,
1033, 736; IE-EM m/z (rel. int.): 220 [M]" (5), 205 (10), 202 (20), 187 (8), 177(23), 159
(63), 149 (16), 135 (28), 131 (35), 121 (30), 117 (42), 109 (95), 93 (54), 91 (100), 83 (14),
79 (88), 77 (62), 69 (32), 67 (45), 55 (49), 53 (29), 41 (76), 39 (33), 27 (24); RMN-H' (400
MHz, CDCI3) 8§ 0.81 (3H, d, J= 7.6 Hz, H-13), 0.89 (3H, d, J= 6.9 Hz, H-12), 3.79 (1H, dd,
J =45 103 Hz, H-1), 4.84 (1H, s, H-15b), 4.92 (1H, s, H-15a), 5.00 (1H, s, H-14b), 5.26
(1H, s, H-14a), 5.99 (1H, d, J = 16.7 Hz, H-5).
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3.3 PURIFICACION DEL COMPUESTO 3

La fraccion A2e (Cuadro 4) se sometié a una CF utilizando Hx, mezclas de Hx:AcOEt en
gradiente de polaridad creciente (90:10, 85:15, 83:17, 81:19, 80:20, 79:21, 78:22, 77:23,
76:24,75:25, 74:26, 73:27, 72:28, 71:30, 70:30, 69:31, 67:33, 64:36, 60:40, 50:50), AcOEt
y MeOH, obteniéndose 257 fracciones, las cuales fueron reunidas en 29 fracciones
finales de acuerdo con su perfil por CCD.

La fracciéon 12 se sometié a una CCG con gel de silice, utilizando mezclas de Hx:AcOEt
(85:15, 83:17, 81:19, 80:20, 79:21, 77:23, 72:28, 67:33, 50:50), AcOEt y MeOH,
obteniéndose 116 fracciones que se reunieron en nueve finales de acuerdo a su CCD.
Con base en la CG y su perfil por CCD las fracciones tres y cuatro se reunieron en una
para someterlas a una CCG gel de silice empleando mezclas de Hx:AcOEt en polaridad
creciente (85:15, 84:16, 83:17 y 80:20), An y MeOH, obteniéndose 45 fracciones, las
cuales se analizaron por CCD y se reunieron en cinco finales. De éstas, la fraccién tres
resulté ser un compuesto sesquiterpénico puro (Compuesto 3) (Figura 16).

Por otro lado, la fraccién 13 se sometié a una CCG con gel de silice, utilizando mezclas
de HxAcOEt de polaridad ascendente (85:15, 83:17, 82:18, 81:19, 80:20, 79:21, 78:22,
77:23, 76:24, 74.26, 70:30, 65:35, 60:40, 50:50), AcOEt y MeOH, obteniéndose 123
fracciones que se reunieron en ocho finales de acuerdo a su similitud en CCD. Las
fracciones dos, tres y cuatro se sometieron a una CCG con gel de silice, utilizando CH,Cl,
y mezclas de CH,Cl,:MeOH incrementando la polaridad (99:1, 95:5) y An. Se obtuvieron
26 fracciones que mediante CCD se reunieron en siete finales, de las cuales las
fracciones dos y tres se purificaron mediante una CCG con gel de silice, empleando
mezclas de Hx:ACOEt (85:15, 83:17, 80:20), obteniéndose 16 fracciones, que fueron
reunidas en seis finales por CCD, de éstas la fraccién cuatro resultd ser un compuesto
puro (Compuesto 3) (Figura 16).
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CF

Fraccién 12

(930 mg)

A2e

>

(74 mg)

l ? Hx:AcOEt

Fracciones
3+4
(10.4 mg)

CCG B T Hx:AcOEt
Fraccion 3
(3.5 mg)

T Hx:AcOEt

Fraccién 13
(94 mg)

l T Hx:AcOEt

([ Fracciones

2+3+4
(22 mg)

CCG ﬂ T CH,Cl,:MeOH

. )
Fracciones

2+3
(20 mg)

Compuesto 3

cce U 1 Hx-AcOEt

~—

Fraccién 4
(3.4 mg)

Figura 16. Proceso de purificacién del compuesto 3.

Compuesto 3 (1B,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno). CisHxO,; aceite amarillo-verdoso;
[a]3® +44.1 (c 0.0063, CHCly); IR (KB ) vmax cm™": 3411, 2933, 1693, 1456, 1178, 1002;
IE-EM m/z (rel. int.): 238 [M]* (7), 220 (49), 205 (31), 195 (8), 189 (20), 177 (33), 159 (64),
147 (30), 133 (37), 121 (78), 107 (100), 93 (80), 81 (85), 67 (55), 55 (82); RMN-H' (400
MHz, CDCl;) & 0.70 (3H, s, H-14), 0.8L 3H, d, J = 6.9 Hz, H-12), 0.95 (3H, d, J = 7.0 Hz,
H-13), 1.74 (1H, d, J = 9.8 Hz, H-5), 1.88 (1H, m, H-2), 2.07 (1H, m, H-3), 2.24 (6H, m, H-
11), 3.43 (1H, dd, J= 4.8, 11.5 Hz, H-1), 3.71 (1H, t, J= 9.8, 9.8 Hz, H-6), 4.74 (1H, d, J =
1.0, H-15b), 5.02 (1H, d, J = 1.0 Hz, H-15a); ); RMN-C" (100 MHz, CDCl3) 8 11.7 (C-14),
16.2 (C-12), 18.2 (C-8), 21.1 (C-13), 26.0 (C-11), 32.0 (C-2), 35.2 (C-3), 36.3 (C-9), 41.8
(C-10), 49.4 (C-7), 55.9 (C-5), 67.1 (C-6), 79.1 (C-1), 107.9 (C-15), 146.3 (C-4).
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Las diferencias que se observaron en las sefiales de RMN-H' fueron las de los protones
vinilicos (H-15), el protdn base de alcohol (H-1), los protones de los metilos del hidroxi-
isopropilo (H-12 y H-13) y el metilo en C-10 (H-14); no se pudieron comparar las otras
sefales debido a que no han sido reportadas hasta el momento. En el caso de las
sefiales de RMN-C' las que fueron diferentes en mas de una unidad en el valor de &
fueron las de C-4, C-5, C-7, C-10, C-12, C-13 y C-15, lo que hizo suponer que la
diferencia entre las estructuras se encontraba en la isomeria del hidroxi-isopropilo unido a
C-7. Ademas, no se encontraron reportes de los datos de HSQC, HMBC y COSY para el
isomero selin-4(15)-en-1p,11-diol para poder compararios con los encontrados para el 7-
epi-selin-4(15)-en-13,11-diol.

Para conocer la isomeria relativa del compuesto 1 se realizd la prueba espectroscdpica
de ROESY (Figura 27), en donde se observé la existencia de correlaciones espaciales
de H-1 (6 3.53) con H-2a (8 1.79) y H-5 (6 1.52), pero no con H-14 (5 0.65), determinando
la configuraciéon del grupo oxhidrilo en C-1, de H-5 y el grupo metilo H-14, con una
orientaciébn B-, a- y B-, respectivamente. _ tos datos confirman lo reportado para
compuestos trans-eudesmanos, los cuales son comunes de encontrar en forma natural
con las orientaciones B- y a- en las posiciones C-14 y H-5 respectivamente; por otro lado,
es muy raro encontrar esqueletos cis-eudesmano como la melanolepina B (Saroglou et
al., 2007; Zhang et al., 2003).

También se observaron correlaciones de H-13 (5 1.25) con H-1 (5 3.53) y con H-15b (8
4.59), lo que hace suponer que la orientacién del isopropilo se encuentra a. Esta
orientacién en C-11 es lo que podria producir un mayor desplazamiento de H-12 (3 1.24)
y H-13 (8 1.25) en el compuesto 1, debido a que se encuentra mas desprotegido; en
cambio, en el isémero selin-4(15)-en-1B,11-"" "1, donde la orientacién de C-11 es B-, los
desplazamientos de H-12 (5 1.20) y H-13 (5 1.20) son menores.
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En el espectro de fragmentaciéon de masas (Figura 31) se observé un ion molecular de
m/z 220 [M]" y fragmentos producidos por pérdidas de oxhidrilo de m/z 202 [M - H,0J", de
isopropilo de m/z 159 [202 — C3H;]", y dos iones producidos por una fragmentacién retro
Diels-Alder, uno de m/z 91 [C;H;]" y otro de m/z 55 [C4H;]" (Brown et al., 2003; Bohimann
etal., 1982).

]004 21

79

41

77 159

P3
50 55

3
2 39

&7

9

177

187 205

ILF I 54“'1" l.lllgl | |'||"

- T Al M
>10 20 30 40 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

220

Figura 31. Espectro de fragmentacion de masas del compuesto 2.

El espectro de RMN-H' también mostré6 que el compuesto se habia degradado, sin
embargo, algunas sefales similares al 1p-hidroxi-4(15),5E,10(14)-germacratrieno se
pudieron observar (Figura 32), como son: los dobletes de los protones de metilos a 3
0.81 (V=7.6 Hz) y 3 0.89 (J = 6.9 Hz); un doble de dobles perteneciente al protdn unido a
un carbono base de alcohol a 8 3.79 (J = 4.5, 10.3 Hz); los singuletes de los protones
vinilicos exociclicos a & 4.84, 3 4.92, § 5.00 y & 5.26; y el doblete de un protdn vinilico
endociclico a 8 5.99 (/  15.7 Hz). Dichas sefales fueron comparadas con lo reportado
previamente para el 1p-hid 5E,10(14)-germacratrieno (Choi et al., 2004; Brown
et al., 2003). Ademas, el pr___ islamiento se realizé de la misma manera como fue
aislado previamente por el grupo de investigacién, comparandolo con una fraccion

estandar.
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(Lauraceae), Crytomeria japonica (Cupressaceae) y Caragana infermedia (Leguminosae)
(Sun ef al., 2004; Zhang et al., 2003; Gao et al., 1999; Su ef al, 1995, Ohmoto et al.,
1987; Bohimann et al., 1983).

Previamente, se ha reportado la presencia de sesquiterpenos en el género Diospyros,
pero es la primera vez que se encuentra el 1B,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno. Dicho
compuesto se encuentra en cantidad minoritaria en la corteza de D. anisandra, ya que
representa aproximadamente el 0.002% con respecto al peso de la planta seca.

5. CONCLUSIONES

Se encontraron tres sesquiterpenos en la corteza de D. anisandra, dos de tipo
eudesmano, 7-epi-selin-4(15)-en-13,11-diol (compuesto 1) y 1B,6a-dihidroxi-4(15)-
eudesmeno (compuesto 3), y uno de tipo germacrano, 1pB-hidroxi-4(15),5E,10(14)-

germacratrieno (compuesto 2).

El 7-epi-selin-4(15)-en-15,11-diol (compuesto 1) es un nuevo sesquiterpenoide aislado de

la naturaleza.

Los sesquiterpenos encontrados se encuentran como componentes minoritarios de la
corteza de D. anisandra.
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En la evaluacion citotoxica in vitro se requiere un método sensible, reproducible y rapido.
Uno de los métodos que estd mas cerca de cumplir los requerimientos ideales para
ensayos de proliferacion y citotoxicidad es el de la sulforodamina B (SRB) (Voigt, 2005;
Rahman et al., 1999; Keepers et al., 1991).

El ensayo de SRB se basa en la habilidad del colorante SRB, un aminoxanteno rosa
brillante, de unirse electrostaticamente, y dependiendo del pH, a proteinas que tengan
residuos de aminoacidos basicos. Bajo condiciones acidas leves, la SRB se une a
residuos de aminoacidos basicos de células fijadas con acido tricloroacético (TCA). Dicho
colorante puede ser cuantitativamente extraido de las células y solubilizado por medio de
bases débiles, como el Tris-base, para medir la densidad é6ptica (D.0O.). Asi, el ensayo de
SRB es un ensayo colorimétrico de punto final, estable y rapido que mide la biomasa total
de células por medio de [a tincién de las proteinas ceiulares. Ademas, otras ventajas son
que tiene una elevada linealidad con el numero de células, elevada reproducibilidad, una
menor variacion entre lineas celulares, ya que no depende de la actividad enzimatica de
la célula, y la sensibilidad del ensayo con SRB es comparable con varios ensayos de
fluorescencia (Voigt, 2005; Rahman et al., 1999; Keepers et al., 1991).

El ensayo de SRB ha sido empleado ampliamente para determinar la actividad citotéxica
de diferentes compuestos en varias lineas celulares tumorales y normales; un ejemplo de
esos compuestos son [os sesquiterpenoides, los cuales son un grupo de compuestos que
resultan promisori-. por la actividad citotéxica reportada en la literatura (Lee et al., 2006;
Vichai y Kirtikara, 2006; Modzelewska ef al., 2005). Dichos compuestos han sido aislados
de diversas especies de plantas, como son Camchaya calcarea, Solanum lyratum y
Zygogynum pancheri, entre otras (Allouche et al., 2009; Ren et al., 2009; Vongvanich et
al., 2006).

Recientemente, en el Centro de Investigaciéon Cientifica de Yucatan se han encontrado
compuestos sesquiterpénicos de la corteza de D. anisandra, el 1pB-hidroxi-
4(15),5E,10(14)-germacratrieno, el selin-4(15)-en-13,11-diol y el teucdiol A (Uc Cachén,
2011). Ademas, en este trabajo se aislé nuevamente el 1p-hidroxi-4(15),5E,10(14)-

germacratrieno y otros dos compuestos sesquiterpénicos, el 1B,6a-didhidroxi-4(15)-
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eudesmeno y 7-epi-selin-4(15)-en-1p3,11-diol (Figura 39). Dichos sesquiterpenos no han
sido evaluados para determinar su actividad citotdxica, por lo que en este trabajo se
determiné dicha actividad empleando tres lineas celulares tumorales humanas; cancer
cervicouterino (Hela), cancer orofaringeo (Hep-2) y cancer de préstata (PC-3) y una
normal, células epiteliales de riién de mono (Vero).

."":./

Figura 39. Estructuras de los sesquiterpenos aislados de la corteza de D. anisandra.

De los cinco compuestos sesquiterpénicos aislados de la corteza de D. anisandra se
evaluaron tres de ellos, el 7-epi-selin-4(15)-en-18,11-diol, el 18,6a-dihidroxi-4(15)-
eudesmeno y el selin-4(15)-en-1p,11-diol, debido a que se tenia suficiente cantidad para
llevar a cabo la evaluacién citotdxica. En el case del 1B-hidroxi-4(15),5E,10(14)-
germacratrieno no se realizé la evaluacién debido a que se degraddé después de haber
sido re-aislado y el teucdiol A no se pudg aislar nuevamente.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares, fueron cuitivadas y mantenidas en fase logaritmica de crecimiento
en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), bajo la supervision
de la Dra. Rosa Esther Moo Puc de la Unidad de Investigacién Clinica y Epidemioldgica
del IMSS. Se emplearon 10,000 U de penicilina y 10 mg/mL de estreptomicina para inhibir
el crecimiento de bacterias Gram negativas y positivas, respectivamente, ademas de 2.5
pg/mL de anfotericina B para inhibir el crecimiento de hongos. El cultivo celular se
mantuvo en una atmésfera con 95% de humedad y 5% de CO, a 37 °C.

2.2 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD CON SRB

Se incubaron las células en placas para cultivo ceiular de 96 pozos con medio de cultivo,
a una densidad de 50,000 células/mL para obtener un crecimiento adecuado. Después de
que las células alcanzaron una confluencia de 90%, se retiréd el medio y se afiadié medio
sin SFB y los comnruestos a evaluar a las siguientes concentraciones: 50, 25, 12.5y 6.25
ug/mL, posteriormente se incubaron por 48 h. El procedimiento de revelado con SRB se
realizé segun lo reportado por Skehan et al. (1990) de la siguiente manera: al término del
tratamiento se retiré el medio y se adicioné 50 pL de acido tricloroacético (TCA) al 10%
para fijar las células, incubando la placa por 30 min a 4 °C. Seguidamente, se elimind el
TCA y se afiadié 30 pL de una disoiucion de SRB (al 4%) en acido acético (al 1%) en
cada pozo, incubando por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se removié la
SRB y los pozos se lavaron gentiimente cuatro veces con acido acético al 1% para
eliminar el exceso del colorante. Después se solubilizé el colorante unido a las proteinas
con 50 pL de una disolucién de Tris-base (10 mM) y finaimente se midié la densidad
optica a 490 nm usando un espectrofotdmetro. Cada evaluacién se realizé por triplicado y
los datos de citotoxicidad se reportaron como CCs (Vichai y Kirtikara, 2006; Skehan et
al., 1990). Los valores de CCsy de cada compuesto se determinaron a partir de las curvas
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de concentracion-efecto (% de muerte celular) mediante el andlisis de regresion lineal,
con el empleo del paquete estadistico GraphPad Prism, versién 5.

2.3 INDICE DE SELECTIVIDAD

Para determinar la especificidad de la actividad citotdxica en las lineas celulares
tumorales fue necesario obtener informacion sobre su toxicidad en céiulas normales. Por
lo tanto los extractos fueron probados contra una linea Vero. El indice de selectividad (IS)
fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

CCgq célula Vero

IS =
CCsg célula de cancer

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en el Cuadro 10, los compuestos aislados de la corteza de D.
anisandra, presentaron valores de CCsy mayores a 22 yM (5 pg/mL) en las lineas
celulares evaluadas. Dicha concentracién fue considerada como un punto de corte para
elegir compuestos activos para proponer posteriores estudios preclinicos y clinicos para
el tratamiento del céancer.

Cuadro 10. Actividad citotoxica e indice de selectividad de los compuestos aislados de la corteza

de D. anisandra.

CCs,’ para las lineas celulares pM [IS"]

Compuesto
Vero Hel.a Hep-2 PC-3
7-epi- selin-4(15)-en-1p,11-diol 290 ---° 294 (1]
1p,6a-didhidroxi-4(15)-eudesmeno 627 280 [2] 214 [3]
selin-4(15)-en-1p3,11-diol
Docetaxel 4.1 0.29 [14] 1.1[4  0.37[11]

¥ Concentracién citotéxica media; ° IS = indice de selectividad; ° — CCso > 300 puM (72 pg/mL).
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Sobre el compuesto 7-epi-selin-4(15)-en-1p,11-diol y el selin-4(15)-en-1p3,11-diol no se
encontraron estudios sobre alguna actividad biolégica, por lo que éste seria el primer
reporte donde se evalua su actividad citotéxica. Sin embargo, no presentd una actividad
citotéxica significativa como se muestra en el Cuadro 10. Dos estructuras similares, el p-
eudesmol y el 3,5-eudesmadien-11-ol (Figura 40), han presentado actividad citotoxica
contra lineas celulares de cancer. En el caso del B-eudesmol, el cual ha sido aislado del
rizoma de Atractyloides lancea, se ha reportado que inhibe la proliferacién celular de una
manera dependiente de la concentracion y el tiempo en las lineas humanas de cancer
cervicouterino (HelLa), de higado (BEL-7402) y de estémago (SGC-7901), con un
porcentaje de inhibicibn maximo a una concentracién de 22 ug/mL (100 M) después de
72 h de tratamiento, de 87%, 50% y 39%, respectivamente. El efecto del B-eudesmol en
las células Hela fue mayor al producido por cisplatino (70 uM) a las 72 h. Ademas, se
determind su efecto in vivo en ratones a los que se les indujo el crecimiento de tumor,
observando que disminuye el tamafio del tumor a una dosis de 1.25 y 5 mg/Kg, en un
37% y 49%, respectivamente (Ma et al., 2008).

collieey

. COL

Figura 40. Sesquiterpenoides citotoxicos similares a los encontrados en D. anisandra.
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En el caso del 3,5-eudesmadien-11-o0l, aislado de las partes aéreas de Sanfolina
rosmarinifolia, tuvo una actividad citotéxica con una CCx; < 5 ug/mL (22 uM), sobre lineas
celulares de leucemia murina (P-38), cancer de pulmén humano de células no pequefias
(A-549), cancer de colon humano (HT-29) y melanoma humano (MEL-28) (Barrero ef al.,
1999). Una de las diferencias en las estructuras es la ausencia del grupo oxhidrilo en el
carbono 1 del 3-eudesmol, y en el 3,5-eudesmadien-11-ol, ademas de la ausencia de ese
oxhidrilo, se encuentran dos dobles enlaces endociclicos en vez de un solo doble enlace
exociclico. En relacién a la estructura-actividad de los compuestos, la ausencia de grupos
oxhidrilo y la presencia de dobles enlaces aumentan la lipofilicidad de la molécula,
facilitando el paso a través de las membranas celulares con el consiguiente incremento
de la concentracién intracelular (Ghantous ef al., 2010).

En el caso del 1p,6a-didhidroxi-4(15)-eudesmeno la actividad que ha sido reportada es su
efecto antibacteriano contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus sublilis
(Gao ef al, 1999). El isdmero de dicho compuesto, 5,7-epi-1B,6p-dihidroxi-4(15)-
eudesmeno, presentd una débil actividad contra el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), con un valor de 10 ug/mL en la linea celular de linfocitos humanos MT-2 infectados
con el virus VIH (cepa IlIB) (Sun et al., 2004).

Sin embargo, como se ve en el Cuadro 10, el 1B,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno no
presenté una actividad citotéxica significativa contra las lineas celulares Hela, Hep-2 y
PC-3. Un compuesto similar, el 4(15)-eudesmane-13,6c,11-triol (Figura 40), que fue
aislado de las partes aéreas de Sanfolina rosmarinifolia, presenté actividad citotéxica, con
una CCs £ 5 ug/mL (22 uM), contras las lineas celulares P-388, A-549, HT-29 y MEL-28
(Barrero ef al., 1999). Se ha propuesto que la presencia de grupos oxhidrilo aumenta la
polaridad de un compuesto, aunque su localizacién podria ser apropiada para aumentar
la bioactividad del compuesto (Ghantous et al, 2010). Asi, la presencia del grupo
oxhidrilo en el carbono 11 del isopropilo de 4(15)-eudesmane-1,6a,11-triol podria influir

en su actividad citotdxica.

En el caso del 1p-hidroxi-4(15),5E,10(14)-germacratrieno se ha descrito que es activo

contra varias lineas celulares, cancer humano de colon (HCT15), adenocarcinoma
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humano de pulmén de células no pequefias (A549), cancer humano de ovario (SK-OV-3),
melanoma humano (SK-MEL-2) y cancer del sistema nervioso central (XF498); los
efectos citotdxicos reportados fueron de 3.12 ug/mL (14.17 uM), 3.13 pg/mL (14.21 yM),
3.75 ug/mL (17.06 uM), 2.71 pg/mL (1230 uM) y 3.15 ug/mL (14.34 uM),
respectivamente (Choi ef al., 2004). Sin embargo, en este trabajo no fue posible evaluar
su actividad debido a que después de aislarlo, dicho compuesto se degrad6 y no fue
posible aisiar mds, pero era de esperar que posiblemente presentara actividad contra las
lineas evaluadas.

Por otro lado, en el estudio de Choi (2004), el isémero 1o-hidroxi-4(15),5E,10(14)-
germacratrieno no presentd actividad citotoxica significativa con las lineas celulares
empleadas, ya que presenté una CCsy mayor a 6.6 ug/mL (30 uM) (Choi ef al., 2004). Se
ha sugerido que en el caso de isémeros la disposiciéon espacial del compuesto influye en
la actividad, por lo que posiblemente la posiciéon o del oxhidrilo e isopropilo del 1a-hidroxi-
4(15),5E,10(14)-germacratrieno no sean adecuados para la actividad citotoxica del

compuesto (Ghantous ef al., 2010).

4. CONCLUSION

Los compuestos sesquiterpénicos encontrados en la corteza de D. anisandra, el 7-epi-
selin-4(15)-en-1B,11-diol, 183,6a-didhidroxi-4(15)-eudesmeno y selin-4(15)-en-18,11-diol,
no fueron significativamente citotéxicos contra las lineas celulares Vero, HelLa, Hep-2 y
PC-3.
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CAPITULO IV

DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

1. DISCUSION GENERAL

En este trabajo se realiz6 el estudio fitoquimico del extracto diclorometanico de la corteza
de Diospyros anisandra el cual fue particionado con hexano y acetonitrilo. La fraccién
hexanica resultante fue purificada hasta obtener dos compuestos sesquiterpénicos
conocidos, el 1§3,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y el 1B-hidroxi-4(15),5E,10(14)-
germacartrieno, de tipo eudesmano y germacrano, respectivamente. Dichos compuestos
fueron elucidados mediante la comparacidén de los datos espectroscépicos y la rotacioén
optica especifica encontrados con lo reportado en ia literatura para esos compuestos
(Sun et al., 2004; Brown et al., 2003).

Por otro lado, de la fraccién acetonitrilica se obtuvo un nuevo sesquiterpeno, el 7-epi-
selin-4(15)-en-1B,11-diol, de tipo eudesmano. Dicho compuesto se determiné como
nuevo debido a que los datos espectroscopicos y la rotacion Optica especifica
encontrados no coincidieron con lo reportado para el compuesto conocido selin-4(15)-en-
1B,11-diol (Uc Cachén, 2011; Adinarayana y Syamasundar, 1982). Ademas, las
correlaciones espaciales encontradas en el espectro de ROESY indicaron la isomeria
diferente en el hidroxi-isopropilo.

El compuesto 7-epi-selin-4(15)-en-1p,11-diol, el 1p,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y otro
compuesto previamente aislado de la misma planta, el selin-4(15)-en-1B,11-diol, fueron
evaluados en tres lineas celulares de cancer (Hela, Hep-2 y PC-3) y una normal (Vero),
pero no demostraron una actividad citotoxica significativa ya que presentaron CCsg
mayores a 5 pg/mL (22 uM).

Comparando la actividad citotdxica de los compuestos evaluados con otros de estructura
similar que si fueron significativamente activos, como el 3,5-eudesmadien-11-ol y el
4(15)-eudesmane-18,6a,11-triol, se observé que posiblemente la presencia y posicion de
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grupos oxhidrilo y dobles enlaces, asi como la disposicién espacial de la estructura,
influyen en el efecto citotdxico de los sesquiterpenos aislados (Ghanthous ef al., 2010;
Barrero et al., 1999).

El compuesto 18-hidroxi-4(15),5E,10(14)-germacratrieno no fue evaluado debido a que se

degradd después de ser aislado y de haberle determinado la rotacién 6ptica.

2. CONCLUSIONE: 3ENER.._ES

Se aislaron tres sesquiterpenos de la corteza de Diospyros anisandra dos conocidos,
1B.6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y 1g-hidroxi-4(15),5€,10(14)-germacartrieno, y uno
nuevo, 7-epi-selin-4(15)-en-18,11-diol. Dichos compuestos se encontraron como
componentes minoritarios de la corteza seca.

Los sesquiterpenos 7-epi-selin-4(15)-en-18,11-diol, 1B,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y
selin-4(15)-en-1B3,11-diol (previamente aislado de la misma planta), no presentaron una
actividad citotéxica significativa contra tres lineas celulares de cancer (HelLa, Hep-2 y PC-

3) y una normal (Vero).

3. PERSPECTIVAS

E! compuesto 7-epi-selin-4(15)-en-13,11-diol debe ser aislado nuevamente para
determinar su configuracién espacial absoluta mediante difraccién de rayos X o dicroismo
circular, y confirmar el isémero que se propone en este trabajo.

A los compuestos aislados y evaluados que no presentaron actividad citotoxica se les
puede realizar modificaciones estructurales relacionadas con la actividad citotéxica,
mediante distintas reacciones quimicas, com 2 introduccién de un anillo de lactona ya
que se ha observado que la presencia de este anillo influye en la actividad citotoxica de
estos compuestos (Ghantous et al., 2010).
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