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Resumen 

RESUMEN 

Uno de los principales problemas de salud humana es el cáncer. Aunque la quimioterapia 

con citostáticos es la principal elección del tratamiento, ésta no ha demostrado ser eficaz 

y segura . Además se han descrito problemas de resistencia . Por lo anterior, existe la 

necesidad de encontrar nuevos agentes terapéuticos para combatir el cáncer, siendo un 

recurso importante los compuestos aislados de productos naturales, como los 

sesquiterpenos. Dichos compuestos poseen una gran variedad estructural y propiedades 

citotóxicas significativas en diferentes líneas celulares humanas de cáncer. 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, así como evaluar 

su efecto citotóxico en varias líneas celulares de cáncer. 

Los sesquiterpenos fueron obtenidos mediante una maceración de la corteza con 

diclorometano, seguida de fraccionamientos cromatográficos. Posteriormente, éstos se 

elucidaron mediante técnicas espectroscópicas de infrarrojo, espectrometría de masas y 

resonancia magnética nuclear. La citotoxicidad fue evaluada utilizando el método de 

sulforodamina B sobre tres líneas celulares de cáncer humano: cervicouterino (HeLa) , 

orofaríngeo (Hep-2) y prostático (PC-3) , así como una línea celular normal epitelial de 

riñón de mono (V ero) . El . efecto citotóxico se expresó como concentración citotóxica 

media (CC50) y se consideró significativo un valor::; 5 IJg/mL. 

Tres compuestos sesquiterpénicos, identificados como 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol, 

1 ~.Sa-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y 1 ~-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)-germacratrieno, se aislaron 

de la corteza de O. anisandra. El 7-epi-selin-4(15)-en-1 ~, 11-diol , el 1~, 6a-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno y otro compuesto previamente aislado, el selin-4(15)-en-1 ~ . 11-diol, no poseen 

actividad citotóxica significativa en las líneas celulares evaluadas (HeLa, Hep-2, PC-3 y 

Vera) , ya que presentaron CC50 mayores a 5 IJQ/mL (22 !JM). 
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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 and 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: ceNix adenocarcinoma (HeLa) , 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 (CC50) and considered significant::::; 5 ¡..¡g/mL. 

Three sesquiterpenes identified as 7-epi-selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol , 1 ~ . 6a-dihydroxy-4(15)­

eudesmene and 1 ~-hydroxy-4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratriene were isolated from the stem 

bark of Diospyros anisandra. The 7-epi-selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol , 1 ~ .6a-dihydroxy-4(15)­

eudesmene and other compound previously isolated , selin-4(15)-en-1 ~ . 11-diol , showed no 

significant cytotoxic activity on the celllines evaluated (HeLa , Hep-2, PC-3 and Vera) , with 

CCso > 5 ¡..¡g/mL (22¡..¡M) . 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 

PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO 

1. INTRODUCCIÓN 

·Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) , el cáncer se encuentra entre las 

principales causas de muerte en la población mundial , y tan sólo en 2008 se reportaron 

7.6 millones de muertes (aproximadamente 13% del total). El cáncer es una enfermedad 

maligna que se produce por la proliferación anormal de las células que conlleva a la 

formación de un tumor y posterior metástasis; este último proceso representa la principal 

complicación que produce la muerte (WHO, 2011 ; ACS , 2009; Karp, 2005). 

La mayoría de los protocolos de tratamiento del cáncer incluyen cirugía, radioterapia y 

quimioterapia. La cirugía y radioterapia se emplean sólo para eliminar los tumores que se 

encuentran localizados en el tejido de origen , por lo que en casos de metástasis se 

recurre a la quimioterapia . Esta se basa en el empleo de fármacos que son capaces de 

eliminar las células tumorales que se encuentran en rápido crecimiento, sin embargo no 

son selectivas y afectan igualmente a células sanas. Los efectos adversos que producen 

comúnmente son anemia, náuseas, vómitos, fatiga y alopecia . Además, otra desventaja 

de la quimioterapia es que las células cancerígenas tienen la capacidad de presentar 

resistencia a los fármacos (ACS, 2011 b; Boyle y Levin , 2008; Schulz, 2005) . 

Los efectos de la quimioterapia del cáncer impulsan la búsqueda 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 fármacos. 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-cancerígenos como el taxol aislado de Taxus brevifolia ; la vinblastina y 

3 



Capítulo 1 

vincristina aisladas de Catharanthus roseus, entre otros (Gilani y Rahman , 2005; Kim , 

2005; Kong et al. , 2003) . 

En este sentido, en el período comprendido entre 1981-2006 cerca del 50% de los 

fármacos aprobados por la Administración 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-cancerígenos, durante el período entre 1940-2002, de 140 fármacos 

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 cáncer, entre los cuales se 

encuentran los sesquiterpenoides. Los compuestos de tipo sesquiterpénico que han 

llamado más la atención por sus efectos contra células cancerígenas son las 

sesquiterpen-lactonas, las cuales se encuentran en más 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 citotóxico de los 

compuestos sesquiterpénicos, y se ha observado que producen apoptosis en diversas 

líneas tumorales. Uno de los compuestos más estudiados es el partenólido , con actividad 

citotóxica sobre células de carcinoma hepatocelular sarcomatoide (SH-J1), carcinoma 

humano de pulmón (A549) y adenocarcinoma humano de colon (HT-29); con una 

concentración citotóxica media (CC50) de 7.5 ¡.¡.M, 4.3 ¡.¡.M y 6.5 ¡.¡.M, respectivamente 

(Parada-Tsuka et al. , 2007; Wen et al. , 2002). 

También, se ha determinado el efecto citotóxico de otros sesquiterpenos en líneas 

celulares humanas como son : el costunólido, el cual presentó una Cl50 de 3.31 ¡..tM en 

células B de leucemia (NALM-6), el 1 ~.2~,6cx.-triacetoxi-9 cx.-benzoiloxi- ~-dihidroagarofurano 

presentó una Cl50 de 3.89 ¡.¡.M contra células de carcinoma cervicouterino (Hela) y, por 

último, la mansonona E que tuvo una Cl50 de 0.21 ¡..tM en células de cáncer de mama 

(MCF-7) . Además, otras propiedades observadas en algunos sesquiterpenoides es que 

poseen cierta selectividad contra las células de cáncer e inocuidad en células normales y 
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Capítulo 1 

tienen efectos significativos sobre células resistentes a ciertos fármacos empleados en la 

quimioterapia del cáncer (Boonsri et al. , 2008; Kanno et al., 2008; Xu et al., 2008; Guzman 

et al. , 2005). En este sentido, el tratamiento quimioterapéutico del cáncer no permite , en 

muchos casos, la recuperación 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 alta 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 

fitoquímicos (Mallavadhani y Mahapatra, 2005). Con base en estos estudios y al efecto 

citotóxico que poseen los sesquiterpenoides, en este trabajo se aislaron e identificaron 

compuestos sesquiterpénicos de la corteza de Diospyros anisandra, asimismo se evaluó 

la actividad citotóxica contra diferentes líneas celulares cancerígenas. Así, se pretende 

identificar nuevos compuestos que puedan ser utilizados como modelos estructurales 

para el diseño de futuros fármacos con potencial para ser empleados en el tratamiento del 

cáncer y , por otro lado, contribuir con el conocimiento de la composición química del 

género Diospyros. 
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2. ANTECEDENTES GENERALES 

2.1. CÁNCER 

Normalmente, en los tejidos del cuerpo existe un equilibrio entre la proliferación y muerte 

celular, sin embargo algunas veces este proceso ordenado se descontrola debido a una 

mutación celular y como resultado se desarrolla gradualmente una masa de células 

conocida como tumor. A esta proliferación anormal y descontrolada de las células en los 

tejidos se conoce como neoplasia y puede ser clasificada como benigna o maligna 

dependiendo de las características del tumor o neo plasma (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 extirpación quirúrgica 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 órganos a través del sistema linfático y los vasos sanguíneos, 

formando tumores nuevos, conociéndose dicho proceso como metástasis. Si la 

diseminación no se controla , la consecuencia es la muerte del paciente (Boyle y Levin, 

2008; Karp, 2005; Philip, 2003) . 

En este sentido, el término cáncer se utiliza ampliamente como sinónimo de neoplasia y 

como término general en algunas enfermedades caracterizadas por el crecimiento 

anormal y descontrolado de la célula. Los tipos de cáncer más 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 músculo y los gliomas que 

resultan de la transformación de las células gliales del sistema nerviosos central (Boyle y 

Levin, 2008) . 

Así, el cáncer es uno de los padecimientos que amenazan la salud humana y que según 

la OMS se encuentra entre las principales causas de muerte en la población mundial. Tan 

sólo 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 año 2030 
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existirán 20 millones de casos de cáncer y 12.9 millones de muertes debido a esta 

enfermedad. En 2008, el origen del cáncer en términos de incidencia, fueron el de pulmón 

(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 recuperación , produciendo 

la muerte, fueron el cáncer de pulmón, seguido del cáncer de estómago y el de hígado 

(Boyle y Levin , 2008) . 

En México, según el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) , los tumores 

malignos fueron la tercera causa de muerte en la población general en 2008. En Yucatán, 

en 2008 y 2007, los tumores malignos fueron la segunda causa de muerte en la población 

general según el INEGI y la Secretaria de Salud de Yucatán (SSY) , respectivamente 

(SSY, 2008; INEGI, 2010). 

2.1.2 ETIOLOGÍA 

Los factores de riesgo para la generación de un cáncer están relacionados con la dieta, la 

inactividad física y uso de sustancias adictivas como el consumo excesivo de cigarros y 

alcohol. También puede ser originado por ciertas radiaciones como las del radón , los 

rayos UV solares, los rayos X y los rayos gama. Algunas sustancias químicas pueden 

incrementar el riesgo de padecer cáncer; por ejemplo, la exposición con asbesto, 

benceno, bencidina , cadmio , arsénico, berilio , níquel o cloruro de vinilo. Además, el 

empleo de ciertos fármacos puede producir cáncer, como el tamoxifén, empleado en la 

terapia hormonal en la menopausia , y fenacetina , un analgésico (Weiderpass, 2010; Boyle 

y Levin , 2008). 

Ciertos tipos de cáncer están relacionadas con algunos organismos patógenos, como el 

virus de la hepatitis 8, virus del papiloma humano, virus de la inmunodeficiencia adquirida, 

Helicobacter pylori, entre otros. En general , todos estos factores físicos, químicos y 

biológicos mencionados tienen la propiedad de alterar el genoma celular y producir 

anormalidades en la proliferación celular, la reparación de ADN, la apoptosis y en la 

estabilidad cromosómica, generando de este modo el cáncer (Boyle y Levin , 2008; Karp, 

2005; Philip, 2003). Otro aspecto que se ha observado es que el cáncer puede ser de 
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origen genético, esto es, que algunas familias tienen un riesgo elevado para desarrollar 

ciertos tipos de cáncer, aunque estos síndromes cancerosos hereditarios son raros. Por 

ejemplo , se estima que del 5 a 10% de los casos de cáncer de mama se debe a la 

herencia de dos genes, BRCA 1 y BRCA2, que predisponen al desarrollo de la 

enfermedad; además, las mutaciones en estos genes también predisponen a la mujer al 

desarrollo de cáncer ovárico (ACS, 2011 a; Karp, 2005) . 

2.1.3 TRATAMIENTO 

La mayoría de los protocolos de tratamiento del cáncer incluyen cirugía , radioterapia o 

quimioterapia . La elección de la cirugía depende de la naturaleza del cáncer y el estado 

de la enfermedad; si el tumor ha invadido tejidos cercanos o ha producido metástasis la 

cirugía no se emplea (ACS, 2011 b; Boyle y Levin , 2008). La radioterapia no es específica 

para células cancerosas, ya que puede producir mutaciones en células normales y 

entonces inducir segundos tumores. Algunos efectos adversos de la radioterapia son la 

producción de fatiga , cambios en la piel (puede ponerse roja, seca y sensible) , alopecia, 

dolor e irritación de la boca (cuando se produce la radiación en la cabeza) y náuseas, 

vómitos y diarrea (en caso de radiación en el abdomen) (ACS, 2011 b; Hall y Wuu , 2003) . 

En general , la cirugía y radioterapia sólo son eficaces cuando el tumor se encuentra 

confinado al órgano donde se originó (tumores primarios) , por lo que no se puede tratar 

de esta manera al cáncer que ha sufrido metástasis, y en estos casos se recurre a la 

quimioterapia (ACS, 2011 b; Boyle y Levin , 2008). La quimioterapia se basa en el uso de 

fármacos que se puedan distribuir por todo el cuerpo para tratar los tumores secundarios. 

Los fármacos empleados en la quimioterapia tradicional son compuestos citotóxicos que 

actúan a distintos niveles del ciclo celular, el cual es el proceso fundamental para la 

proliferación de las células. Así, los fármacos citotóxicos son el principal componente de la 

quimioterapia sistémica y se pueden clasificar según su mecanismo de acción en : agentes 

alqu ilantes, antimetabolitos, inhibidores de topoisomerasas e inhibidores de los 

microtúbulos (Priestman , 2008a; Schulz, 2005) . 
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2.1.3.1 AGENTES ALQUILANTES 

Los agentes alquilantes son compuestos químicos que tienen un grupo alquilo capaz de 

combinarse con otros compuestos mediante enlaces covalentes. La principal acción 

citotóxica de estos compuestos es unirse al átomo de nitrógeno en la base de purina de 

una guanina en el ADN, previn iendo el acceso de polimerasas requeridas para la 

replicación. La mayoría de estos fármacos poseen dos grupos alquilo por lo que pueden 

ser bifuncionales, es decir que pueden enlazarse 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 replicación. Como esta 

unión no se puede romper la célula muere , debido a una interrupción en el ciclo celular y 

probablemente por apoptosis. Algunos ejemplos de estos fármacos son : melfalán , 

ciclofosfamida , busulfán , tiotepa, temozolomida, cisplatino y oxaliplatino (Figura 1) 

(Priestman, 2008a; Boyle y Levin , 2008; Schulz, 2005). 

Busulfán 
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Cl 

Ciclofosfamida liotepa 
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H N/\ 3 Cl 

Cisplatino 

Figura 1. Estructuras de algunos agentes alquilantes. 

2.1.3.2 ANTIMETABOLITOS 

Para que una célula pueda dividirse debe generar suficientes reservas de ácidos 

nucleicos, y para que esta síntesis pueda llevarse a cabo , varios metabolitos, como los 
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nucleósidos, deben estar presentes para formar las subunidades de las moléculas que 

serán construidas; además, deben estar presentes y disponibles las enzimas necesarias 

para lograr dicha síntesis. En este sentido , los antimetabolitos pueden ser análogos 

químicos de purinas o pirimidinas que lograrán incorporarse dentro de la estructura del 

ADN, produciendo un ADN defectuoso que impide llevar a cabo con éxito la división 

celu lar. También pueden ser inhibidores de enzimas vitales para la síntesis de 

nucleósidos, por ejemplo , los inhibidores de la enzima dihidrofolato reductasa que está 

involucrada en la conversión de ácido fá lico a ácido folínico , el cual es una coenzima 

esencial para la síntesis de purinas y pirimidinas, de esta manera se inhibe la síntesis de 

dichas bases nitrogenadas. Algunos ejemplos de dichos fármacos son : metotrexato, 

mercaptopurina , tioguanina , 5-fluoroacilo, gemcitabina y citabirina (ver Figura 2) 

(Priestman, 2008; Boyle y Levin , 2008; Schulz, 2005). 

o 
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OH 

Metotrexato Cifabiñna 

Figura 2. Estructuras de algunos antimetabolitos. 

2.1.3.3 INHIBIDORES DE TOPOISOMERASAS 

Las topoisomerasas 1 y 11 son enzimas responsables del desenrrollamiento de la doble 

hélice del ADN ; así, la inhibición de alguna de estas enzimas produce la ruptura de una o 

de las dos hebras de ADN , de este modo, se inhibe la replicación del ADN y por 

consiguiente se produce la muerte celular a través de apoptosis. Algunos ejemplos de 

estos fármacos son : irinotecan , topotecan , etopósido y doxorubicina (ver Figura 3) 

(Priestman, 2008; Boyle y Levin , 2008; Schulz, 2005) . 
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Figura 3. Estructura de algunos inhibidores de topoisomerasas. 

2.1.3.4 INHIBIDORES DE MICROTÚBULOS 

Durante la metafase de la mitosis los cromosomas están dispuestos en el huso mitótico 

celular antes de separarse para formar las células nuevas. El huso está formado por la 

proteína tubulina, así los inhibidores de los microtúbulos actúan reaccionando con dicha 

proteína en una de dos maneras: previniendo la formación del huso, como la vinblastina y 

vincristina; o, estabilizando el huso mitótico de manera que la mitosis no puede proceder, 

como el paclitaxel (ver Figura 4) . Aunque la función más importante afectada es la 

mitosis, también se inhibe el transporte de vesículas intracelulares y la migración celular 

(Priestman, 2008; Boyle y Levin , 2008; Schulz, 2005). 
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Figura 4. Estructura de un inhibidor de microtúbulos. 
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Actualmente, la quimioterapia empleada incluye principalmente fármacos con efectos 

citotóxicos para el tratamiento del cáncer, como los mencionados anteriormente. Estos 

compuestos afectan principalmente el ciclo celular y mitosis de las células pero no son 

selectivos hacia las células cancerígenas, inhibiendo igualmente a las células normales . 

Esto es lo que produce los diferentes efectos adversos; algunos se producen más 

frecuentemente , como la supresión de las células de la médula ósea que produce 

neutropenia, anemia y trombocitopenia ; el daño a las células foliculares que produce 

alopecia; y la inducción 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 fármacos dependiendo de su mecanismo de acción 

(ACS, 2011 b; Priestman, 2008b; Boyle y Levin , 2008; Dy y Adjei, 2006). 

Cuadro 1. Efectos adversos producidos por la quimioterapia. 

Mecanismo de acción Efectos adversos 

Agentes alquilantes 

Antimetabolitos 

lnhibidores de 

topoisomerasas 

lnhibidores de 

microtúbulos 

Leucemia aguda, fibrosis 

neuropatía , daño renal 

(ciclofosfamida) . 

pulmonar, toxicidad gonadal, 

(cisplatino) y cardiopatía 

Fibrosis hepática, neumonitis, nefrotoxicidad, úlceras 

gastrointestinales, fallo renal (metotrexato), síndrome coronario 

(citarabina) y síndrome hemolítico (genc~abina) 

Cardiotoxicidad, hematuria, edema cerebral y segundas 

leucemias (etopósido) 

Neuropatía, síndrome respiratorio agudo (vincristina) , arritmias 

cardiacas (paclitaxel). 

Un problema del cáncer es que después de convertirse en malignas , las células no dejan 

de acumular mutaciones que las vuelven cada vez más anormales. Esta inestabilidad 

genética hace que la enfermedad sea más difícil de tratar con la quimioterapia 

convencional , porque a menudo surgen células dentro de la masa tumoral que son 

resistentes a la acción de los fármacos (Boyle y Levin , 2008; Karp, 2005; Schulz, 2005) . 
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En este sentido, a pesar del avance tecnológico en el cuidado y manejo de las 

enfermedades, el cáncer continúa siendo un problema importante de salud , ya que 

produce una elevada mortalidad en la población por sus complicaciones a largo plazo. 

Además, los fármacos 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, así como las futuras consecuencias relacionadas 

con la enfermedad (Sharma et al. , 2009). Esto impulsa la búsqueda de nuevos 

compuestos con potencial farmacológico para el tratamiento del cáncer . 

2.2 SESQUITERPENOIDES 

Son más de 23,000 los compuestos terpenoides conocidos, también referidos como 

terpenos, éstos son la clase de productos naturales con mayor variedad estructural, 

además algunos han probado ser de gran importancia farmacéutica y por consiguiente, un 

gran esfuerzo es realizado para identificar y caracterizar nuevos terpenos así como 

determinar sus actividades biológicas. Los terpenos son clasificados de acuerdo a 1 

número de unidades isoprénicas en su estructura en seis tipos: hemiterpenos, 

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos y triterpenos, de los cuales los 

sesquiterpenoides representan una gran fracción de los diferentes terpenos que se 

encuentran en la naturaleza (Modzelewska et al., 2005; Wang et al., 2005). 

2.2.1 BIOSÍNTESIS DE SESQUITERPENOIDES 

Los esqueletos de los sesquiterpenoides, como en otros terpenos, son sintetizados por 

unidades de isopreno bioquímicamente activas, los cuales son el isopentenil pirofosfato 

(IPP, C5) y su isómero altamente electrofílico , el dimetilalil pirofosfato (DMAPP, Cs). Son 

conocidas dos vías de biosíntesis que generan las unidades de isopreno, las cuales son la 

del mevalonato y la desoxixilulosa fosfato. A partir de los dos precursores básicos, IPP y 

DMAPP, un grupo de enzimas llamadas preniltransferasas pueden sintetizar prenil 

pirofosfatos lineales los cuales sirven como precursores para la biosíntesis de los distintos 

terpenos. En el caso de los sesquiterpenoides, durante su biosíntesis, la unidad de 
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isopreno activa (IPP) es repetidamente adicionada a DMAPP en una condensación en 

secuencia cabeza-cola , hasta formar el precursor de sesquiterpeno, el farnesil pirofosfato 

(FPP, C1s), el cual puede ciclarse para generar diversas estructuras que pueden ser 

mono-, bi- y tricíclicas (Figura 5) (Wang et al., 2005; Dewick, 2001) . 
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Figura 5. Esqueletos estructurales de compuestos tipo sesquiterpénico encontrados en plantas. 
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La estereoquímica del doble enlace más cercano al PP puede adoptar una configuración 

E o Z, vía ionización, esto permite diferentes posibilidades del plegamiento de la cadena 

de carbono para las reacciones de ciclización, formando una gran variedad de estructuras 

(Figura 5). Se han estimado cerca de 300 tipos de esqueletos de los compuestos 

sesquiterpénicos. En las plantas, estos compuestos juegan un papel ecológico importante 

en interacciones con insectos y microbios, y actúan como atrayentes, repelentes, 

antialimentarios y fitoalexinas (Modzelewska et al., 2005; Wang et al. , 2005; Dewick, 

2001). 

2.2.2 IMPORTANCIA FARMACOLÓGICA DE SESQUITERPENOIDES 

Los sesquiterpenoides tienen diferentes actividades biológicas incluyendo propiedades 

antimicrobianas, antitumorales y citotóxicas, los que se encuentran con mayor frecuencia 

como constituyentes activos de las plantas son las sesquiterpen-lactonas. Se pueden 

clasificar de acuerdo a su esqueleto carbocíclico dentro de cuatro grupos principales: 

germacranólidos, eudesmanólidos, guaianólidos y pseudoguaianólidos (Figura 6) 

(Balunas y Kinghorn, 2005; Zhang et al. , 2005; Robles et al., 1995). 

,Germacranólidos Eudesmanólidos 

Costunólldo Partenólldo a.- Santonina Santamarlna 

Gualanólldos Pseudoguaianólidos 

Artabsina Artabina Helenalina Partenina 

Figura 6. Estructuras químicas de algunas sesquiterpen-lactonas. 
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El sufijo "ólido", en el nombre de las sesquiterpen-lactonas, indica la presencia de un 

grupo lactona que es un anillo alfa-metilen-gama-lactona (cis o trans) unido a la posición 

C6-C7 o C7-C8 del esqueleto carboxílico (Zhang et al., 2005; Robles et al., 1995). 

Las propiedades citotóxicas de los sesquiterpenoides han llamado la atención y varios 

estudios in vitro se han realizado para evaluar su capacidad como posibles agentes 

anticancerígenos. En dichos ensayos la actividad citotóxica de los compuestos se expresa 

como concentración citotóxica media (CCso), que se refiere a la concentración necesaria 

para matar al 50% de las células; para compuestos puros un valor de CC50 ::;; 5 IJg/mL es 

considerado como una actividad citotóxica significativa en cultivos celulares y así realizar 

posteriormente estudios preclínicos o clínicos. A continuación se describen brevemente 

algunos estudios realizados a varios sesquiterpenoides para demostrar sus efectos 

citotóxicos. 

2.2.2.1 PARTENÓLIDO 

El partenólido es una sesquiterpen-lactona de tipo germacrano (Figura 6) que fue aislado 

como responsable de la actividad biológica de Tanacetum parthenium (Asteraceae). 

Varios ensayos in vitro se han reportado sobre el efecto citotóxico del partenólido sobre 

células cancerígenas. En un estudio con células de carcinoma hepatocelular 

sarcomatoide (SH-J1) se observó que este compuesto disminuye el porcentaje de 

supervivencia de las células , mediante el ensayo de exclusión del azul de tripano, de 

manera dependiente de la concentración hasta 48 h, teniendo una CC5o de 7.5 ¡..tM (1.86 

¡..tg/ml) 0Nen et al., 2002). 

Además, en este mismo estudio, para examinar si los efectos son específicos hacia 

células cancerígenas, las células SH-J1 y células normales de hígado (Chang-Liver) 

fueron tratadas con 1 O ¡..tM (2.48 ¡..tg/ml) de partenólido por 48 h. Los resultados obtenidos 

en este ensayo revelaron que las células normales de hígado fueron resistentes a la 

inhibición del crecimiento comparado con las SH-J1 , siendo el porcentaje de células vivas 

de 80% y 20%, respectivamente 0Nen et al., 2002) . 
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En otro ensayo se evaluó el efecto citotóxico del partenólido en cultivos celulares 

primarios de leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crónica con crisis blástica 

(cbLMC) , células progenitoras de LMA (pLMA) y células hematopoyéticas normales de 

médula ósea. A una concentración de 7 f.LM (1 .73 ¡.Lg/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 partenólido, se comparó el efecto citotóxico con un fármaco antineoplásico, la 

arabinosilcitocina, demostrando que dicho fármaco fue más tóxico para las células 

normales que para las cancerosas (Guzman et al., 2005) . 

Otros estudios in vitro han reportado el efecto citotóxico significativo del partenólido en 

varias líneas celulares de cáncer, por ejemplo la CC50 para carcinoma humano de pulmón 

(A549) fue de 4.3 f.LM (1 .06 ¡.Lg/ml), para meduloblastoma humano (Te671) de 6.5 11M 

(1.65 ¡.Lg/ml) y para adenocarcinoma de colon humano (HT-29) de 7 ¡.LM (1 .73 11g/ml), 

que, comparados con el control , disminuyen la viabilidad celular (Parada-Tsuka et al. , 

2007). 

También, en líneas celulares de mieloma múltiple (incluyendo líneas resistentes a 

dexametasona y doxorubicina) y cultivos celulares primarios de mieloma múltiple, las CC50 

del compuesto se encontraron entre 1-3 11M (0.25-0.75 11g/ml). A dicha concentración el 

partenólido no afectó la proliferación de células normales del estroma de médula ósea y 

de células mononucleares de sangre periférica, sugiriendo un efecto citotóxico selectivo 

(Suvannasankha et al. , 2008). 

En 2009, Kawasaki et al. realizaron un estudio para evaluar el efecto citotóxico del 

partenólido (1 .24 ¡.Lg/ml) en líneas celulares de cáncer de próstata humana, una que 

expresa normalmente el receptor a andrógenos (LAPC4) y otras derivadas de tumores 

metastásicos en cerebro (DU145) y hueso (PC-3, VCAP); se encontró que en las cuatro 

líneas celulares el porcentaje de células vivas fue entre 12-28% comparado con el control. 

Además, en células progenitoras de cáncer de próstata (CD44+) , se encontró que el 

17 



Capítulo 1 

partenólido disminuye el porcentaje de células viables de manera dependiente a la dosis ; 

a 10 ¡.1M el porcentaje de disminución fue entre 8-22%. 

Recientemente se ha reportado el efecto citotóxico del partenólido en una línea celular de 

cáncer de páncreas humano (BxPC-3) , para la cual se obtuvo una CC50 de 14.5 !JM (3 .58 

¡.Jg/ml) mediante el ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

(MTT). Además, se observó que dicho compuesto indujo apoptosis de manera 

dependiente de la concentración , observando que a la concentración máxima empleada, 

20 !JM (4 .94 ¡.Jg/ml), se produjo un 75% de células en apoptosis después de 48 h de 

tratamiento, cuantificadas mediante citometría de flujo (Liu et al., 201 O) . 

2.2.2.2 COSTUNÓLIDO 

Otro sesquiterpenoide estudiado , el costunólido, es una sesquiterpen-lactona de tipo 

germacrano (Figura 6) aislado de Saussurea lappa (Asteraceae). En un ensayo in vítro 

realizado con células de leucemia humana (HL-60) se observó que el tratamiento con el 

costunólido a concentraciones de 1 ¡.1M (0.23 ¡.J.Q/ml) , 5 ¡.1M (1 .15 ¡.J.g/ml) y 1 O ¡.1M (2.30 

¡.J.g/ml) , inducían apoptosis de una manera dependiente de la concentración y el tiempo 

(3 , 6, 9 y 12 h) . En dicho ensayo se empleó la tinción con DAPI (4 ,6-diamidino-2-fenilindol) 

para determinar el porcentaje de apoptosis, observándose el valor mayor, de 55%, a la 

concentración de 1 O ¡.1M (2.30 ¡.J.g/ml) después del tratamiento por 12 h (Lee et al., 2001 ). 

Otro estudio determinó el efecto citotóxico del costunólido, mediante el ensayo de MTT, 

en la línea de células B de leucemia humana (NALM-6) obteniendo una CC50 de 3.31 ¡;.M 

(0.77 ¡.J.Q/ml) después del tratamiento por 24 h; también, se observó que a una 

concentración de 100 ¡.!M (23.00 ¡.J.g/ml) , el compuesto no produjo efectos citotóxicos al 

incubarse por 24 h con un cultivo primario de células linfoides humanas. Además, se 

cuantificó el estado apoptótico de las células inducido por el costunólido mediante 

citometría de flujo, observándose que a una concentración de 1 O ¡.1M (2.30 ¡.J.g/ml) se 

producía 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 et al., 2008). 
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Recientemente, Choi y Lee (2009) evaluaron el efecto del costunólido sobre la 

proliferación de las células de carcinoma de pulmón de ratón (3LL) en un modelo in vivo 

con ratones , observaron que en los ratones tratados con costunólido se produjo una 

inhibición significativa en el crecimiento de los tumores de manera dependiente a la dosis, 

a 7.5, 15 y 30 mg/kg-día durante 7 días. Además, se observó que la administración de 7.5 

mg/kg produjo una supervivencia del 67% de los ratones después de 45 días de 

tratamiento , mientras que todos los ratones no tratados murieron al día 38. 

2.2.2.3 OTROS COMPUESTOS SESQUITERPENOIDES CITOTÓXICOS 

Otros sesqu iterpenoides aislados de varias plantas han sido evaluados para determinar 

sus efectos citotóxicos sobre diferentes líneas celulares de cáncer. Como se puede 

observar en el Cuadro 2, los compuestos que ahí se mencionan tienen valores de CC50 < 

5 ¡.Jg/ml indicando actividad citotóxica significativa. En la Figura 7 se presentan las 

estructuras de algunos de los compuestos sesquiterpénicos mencionados en el Cuadro 2. 
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Cuadro 2. Compuestos sesquiterpénicos obtenidos de plantas y su citotoxicidad en diferentes 

líneas tumorales humanas. 

Especie vegetal Línea Citotox icidad 
Sesquiterpenoide Referencia 

(Familia) celular CCso (J.lglml) 

Liratol A Solanum lyratum 2.3 Dai et al., 
HT-29 

Liratol B (Solanaceae) 1.4 2009 

Liratol e Solanum lyratum HONE-1 1.0 Ren et al., 

Liratol D (Solanaceae) HT-29 1.6 2009 

Zygogynum pancherí KB 0.2 Allouche et 
Poligodial 

(Winteraceae) HL-60 0.3 al., 2009 

Cyathocline KB 0.2 
M a et al., 

Santamarina purpurea 
MCF-7 0.5 2009 

(Asteraceae) 

1 p,2p,6a-Triacetoxi-9a- Celastrus He la 2.0 
X u et al., 

benzoiloxi-p- orbiculatus 
A375-S2 1.8 2008 

dihidroagarofurano (Celastraceae) 

Mansonona D 
Thespesia 

2.8 Boonsri et 
populnea He la 

Populena D 1.0 
al., 2008 

(Malvaceae) 

Enidrina Tetragonotheca 1.3 M a et al., 
/udoviciana MCF-7 

Tetraludina A 3.1 2007 
(Asteraceae) 

Neobritanilactona B COL0205 3.5 
/nula britannica Bai et al. , 

Acetato de 
(Asteraceae) AGS 1.5 2006 

neobritanilactona B 

Camchaya calcárea KB 0.4 Vongvanich 
5-epi-lsogoiacenólido 

(Asteraceae) V ero 12.6 et al., 2006 

HT-29: Adenocarcinoma colorrectal humano; HONE-1 : Carcinoma nasofaríngeo humano, KB: Carcinoma 

orofaríngeo humano, MCF-7: Adenocarcinoma de mama humano, Hela: Carcinoma cervicouterino humano, 

A375-S2: Melanoma maligno humano, COL0205: Adenocarcinoma de colon humano, AGS: Adenocarcinoma 

gástrico humano, Vero: Epitelial de riñón normal de mono. 
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Figura 7. Estructuras de algunos sesquiterpenoides citotóxicos. 

De los compuestos mencionados en el Cuadro 2, además del efecto citotóxico, se 

determinó el porcentaje de inducción de apoptosis de la neobritanilactona B y del acetato 

de neobrilactona B, observándose que fueron dependientes de la concentración con 
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valores de apoptosis de 41 .62% y 76.87% con 6.05 ¡..tg/mL y 7.1 O ¡..¡.g/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 inhibición del factor 

nuclear kappa-S (NF-KB) y la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Ma et al. , 2007). 

Igualmente, en el Cuadro 2 se observa que en el caso del compuesto 5-epi­

isogoiacenólido el efecto citotóxico fue selectivo para las células de cáncer, ya que la IC 50 

fue menor en las células normales epiteliales de riñón de mono (Vera) . Además, en dicho 

estudio se comparó el efecto de un agente antineoplásico , la elipticina (un alcaloide) , 

observando que tiene un mayor efecto citotóxico sobre las células Vera (0.40 ¡..¡.g/mL) que 

sobre las células tumorales de cáncer orofaríngeo humano (KB) (1 .33 ¡..tg/mL) (Vongvanich 

et al. , 2006). 

Varios estudios se han realizado para determinar el mecanismo de acción de los 

compuestos sesqu iterpenoides, especialmente las sesquiterpen-lactonas. Dichos 

compuestos son considerados como poderosos agentes alquilantes a través de una 

adición tipo Michael de un sitio nucleofílico accesible , por ejemplo en grupos tioles , sobre 

la lactona a,¡3-insaturada. En algunas estructuras, la presencia de centros electrofílicos 

adicionales da la oportunidad de más reacciones de alquilación. En el caso del 

partenólido, un grupo epóxido electrofílico permite una ciclización transanular que da lugar 

a otro sitio de alquilación . Este mecanismo podría estar involucrado en la alquilación 

irreversible de proteínas críticas para el funcionamiento adecuado de la célula . Se ha 

determinado que las sesquiterpen-lactonas inhiben la unión del factor nuclear kappa B 

(NF-KB) al ADN a través de la alquilación de su subunidad p65 en un residuo de cisteína 

(Dewick, 2001; García-Piñeres et al., 2001). 

Los compuestos sesquiterpénicos se han encontrado en una variedad de especies de 

plantas pertenecientes a diferentes familias, por ejemplo de Camchaya ca/carea (familia 

Asteraceae) , Solanum lyratum (familia Solanaceae) y Zygogynum pancheri (familia 

Winteraceae) , entre otras (AIIouche et al., 2009 ; Ren et al. , 2009; Vongvanich et al., 

2006) . En este sentido, una de las familias encontradas en la península de Yucatán es la 
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Ebenaceae, a la que pertenece el género Diospyros, del cual se han encontrado 

compuestos sesquiterpénicos como se comenta a continuación. 

2.3 GÉNERO DIOSPYROS 

Una de las familias de plantas que se encuentran en la península de Yucatán es la 

Ebenaceae, la cual posee tres géneros: Diospyros, Euclea y Lassiocarpa. El género 

Diospyros (Figura 8) con más de 350 especies es la más importante, tanto 

numéricamente como económicamente. Las características de las especies de este 

género son: árboles, raramente arbustos, hojas alternadas; flores verdes, blancas o 

amarillas, pocas o algunas; el fruto es una baya jugosa con semillas (1 a 1 O); la savia de 

la madera es blanca y suave , y la médula es negra y dura. Algunas especies de Diospyros 

han sido reportadas con interesantes actividades biológicas y farmacológicas, por ejemplo 

los extractos de D. morrisíana , D. peregrina, D. zombensís, D. lotus y D. seychellarum han 

manifestado un efecto citotóxico contra diferentes líneas celulares de cáncer (Loizzo et al. , 

2009; Buenz et al., 2007; Arellano et al., 2003; Mallavadhani et al., 1998; Standley et al., 

1967). 

Figura 8. Género Oiospyros spp. 

De las 350 especies de Diospyros, más de 130 especies han sido investigadas 

fitoquímicamente y una variedad de compuestos han sido aislados e identificados de 

varias partes de la planta, como carotenoides, taninos, azúcares, hidrocarburos, lípidos, 
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compuestos aromáticos, flavonoides, cumarinas, terpenoides, esteroides y naftoquinonas. 

La mayoría de los terpenoides encontrados de las especies de Oiospyros pertenecen , en 

más del 90%, al grupo de los triterpenos; sólo un estudio ha reportado un sesquiterpeno 

en O. melanoxylon y no se ha reportado hasta el momento la presencia de mono- o 

diterpenos (Fukai et al., 2009; Buenz et al., 2007; Mallavadhani y Mahapatra, 2005; 

Mallavadhani et al. , 1998). 

En estudios fitoquímicos previos realizados con la especie Oiospyros anisandra , en el 

Centro de Investigación Científica de Yucatán , se encontró la presencia de tres 

compuestos sesquiterpénicos del extracto hexánico de la corteza : el 1¡3-hidroxi-

4(15),5E, 1 0(14)-germacratrieno , teucdiol A y selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol (Figura 9). 

OH 

1p-hidroxi -4(1 5),5E,10(14) 
-Germacratrieno 

Teucdioi A 

OH 

Selin-4(15)-en-11l,11-diol 

Figura 9. Estructura de los sesquiterpenoides encontrados en la especie D. anisandra. 

Con base en estos hallazgos encontrados en O. anisandra, y al efecto citotóxico que 

presentan algunos sesquiterpenoides, en el presente trabajo se planteó realizar el 

aislamiento e identificación de compuestos sesquiterpénicos adicionales de esta especie 

de Oiospyros para evaluar su actividad citotóxica en forma individual empleando tres 

líneas celulares de cáncer. 
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3. HIPÓTESIS 

En la corteza de la especie Diospyros anisandra se han encontrado algunos compuestos 

sesquiterpénicos. Varios sesquiterpenoides aislados en otras especies de plantas poseen 

actividad citotóxica en líneas celulares de cáncer, por lo que se espera que los 

compuestos sesquiterpénicos que se aíslen a partir de la corteza de O. anisandra 

presenten actividad citotóxica en alguna de las líneas celulares de cáncer empleadas 

(Hep-2, HeLa y PC-3). 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

+ Aislar e identificar compuestos sesquiterpénicos de Oiospyros anisandra y evaluar 

su efecto citotóxico en tres líneas celulares de cáncer y una normal. 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

+ Obtener los compuestos sesquiterpenoides puros a partir de los extractos de 

corteza de O. anisandra. 

+ Elucidar las estructuras de los compuestos sesquiterpénicos puros obtenidos de O. 

anisandra por medio de técnicas espectroscópicas. 

+ Evaluar la actividad citotóxica de los diferentes compuestos sesquiterpénicos 

aislados de corteza de O. anisandra contra diferentes líneas celulares: epitelial de riñón 

normal de mono (Vero) , cáncer orofaríngeo humano (Hep-2) , cáncer cervicouterino 

humano (HeLa) y cáncer de próstata humano (PC-3) . 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Se realizó la colecta, secado y molienda de la corteza de Diospyros anisandra, que 

posteriormente fue macerada para obtener los extractos orgánicos. El extracto obtenido 

fue particionado y los componentes separados mediante diferentes técnicas 

cromatográficas. Los compuestos sesquiterpénicos aislados fueron identificados 

mediante diferentes técnicas espectroscópicas y evaluados en diferentes líneas celulares 

para determinar su actividad citotóxica, mediante el ensayo de sulforodamina B. En la 

Figura 10 se presenta el diagrama del procedimiento experimental. 

Colecta, secado y molienda del material vegetal (corteza de 
Diospyros anisandra) 

Obtención del extracto orgánico por maceración estática a 
temperatura ambiente 

Partición del extracto obtenido y separación de los componentes 
por técnicas cromatográficas 

Aislamiento e identificación de los compuestos sesquiterpénicos 
aislados 

Evaluación citotóxica de los sesquiterpenos aislados por el 
1 ensayo de SRB en líneas celulares: Vera, Hep-2, Hela y PC-3 

Figura 10. Diagrama de la estrategia experimental. 
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CAPÍTULO 11 

AISLAMIENTO Y ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS 

SESQUITERPENOIDES DE LA CORTEZA DE DIOSPYROS ANISANDRA 

1. INTRODUCCIÓN 

Uno de los géneros de plantas encontrados en la península de Yucatán es Díospyros, 

perteneciente a la familia Ebenaceae. Algunas de las especies de este género han sido 

descritas con interesantes actividades biológicas y una variedad de compuestos han sido 

aislados e identificados de varias partes de la planta, como carotenoides, taninos, 

azúcares, hidrocarburos, lípidos, compuestos aromáticos, flavonoides, cumarinas , 

terpenoides, esteroides y naftoquinonas ; estas últimas son las que se encuentran en 

mayor cantidad . La mayoría de los terpenoides encontrados de las especies de Díospyros 

pertenecen, en más del 90%, al grupo de los triterpenos, sólo un estudio ha reportado un 

sesquiterpeno en el género, en D. melanoxylon, donde se encontró el selin-4(15)-en-

1 ~. 11-diol (Mallavadhani y Mahapatra , 2005 ; Mallavadhani et al., 1998). Por otro lado, 

estudios previos en el Centro de Investigación Científica de Yucatán en D. anísandra, que 

es endémica de la península de Yucatán , se describen compuestos sesquiterpénicos 

constituyentes de la corteza , como son el 1 [3-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)-germacratrieno, 

teucdiol A y selin-4(15)-en-1 ~-11 dio l. 

En este sentido, se ha descrito que los compuestos sesquiterpénicos tienen potencial 

para el desarrollo de nuevos agentes para la quimioterapia del cáncer. Los compuestos 

de tipo sesquiterpénico que han llamado más la atención por sus efectos contra células 

cancerígenas son las sesquiterpen-lactonas, las cuales se encuentran en más de 100 

familias de plantas y con una gran variedad de estructuras (Modzelewska et al., 2005; 

Zhang et al. , 2005; Kinghorn et al., 2004). Debido al efecto citotóxico que pueden poseer 

los sesquiterpenoides, en este trabajo se planteó el objetivo de aislar e identificar 

compuestos sesquiterpénicos de la corteza de O. anísandra y posteriormente evaluar la 

actividad citotóxica contra diferentes líneas celulares cancerígenas . 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES 

Los disolventes utilizados fueron de grado industrial , destilados en el laboratorio , y grado 

reactivo. Para el proceso de secado de los extractos y fracciones se utilizó un evaporador 

rotatorio marca Buchi RE111. Para el análisis cualitativo por cromatografía en capa 

delgada (CCO) se emplearon placas cromatográficas con soporte de aluminio 

impregnadas con gel de sílice 60 F254 (Merck) . Los componentes separados por ceo 

fueron visualizados bajo luz UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (365 nm) , 

además se emplearon reveladores químicos, en particular, una disolución al 4% de ácido 

fosfomolíbdico con trazas de sulfato cérico en H2S04 al 5%. 

Para la cromatografía líquida al vacío (CL V) , la fase estacionaria usada fue gel de sílice 

60 GF254 para ceo (Merck) , para la cromatografía de exclusión (CE) se empleó 

Sephadex LH-20 (Pharmacia , Fine chemicals, tamaño de partícula 25-100 ¡.Jm) , en el 

caso de las cromatografías en columna por gravedad (CCG) se utilizó gel de sílice de 60-

200 mallas (JT Baker) , para la cromatografía flash (CF) se utilizó gel de sílice 60 de 230-

400 mallas y para la placa preparativa (PP) se empleó una placa cromatográfica con 

soporte de vidrio impregnada con gel de sílice 60 F254 (Merck) . 

El análisis por cromatografía de gases (CG) se llevó a cabo utilizando un cromatógrafo de 

gases Hewlett-Packard modelo 5890 y la columna HP-5MS con las siguientes 

condiciones de corrida 180°C (2 m in) , 1 ooc/min , 280°C (1 O m in) . También se empleó un 

cromatógrafo de gases 6890N acoplado a un espectrómetro de masas 59758 (CG-EM) 

(Agilent Technologies) , con la columna Ultra 1 y las siguientes condiciones de corrida 

120°C (2 min) , 1 0°C/min, 280°C (30 min). 

Para los espectros de infrarrojo (IR) se utilizó un espectrofotómetro Nicolet, modelo 

Protegé 460 y para los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se empleó un 

espectrómetro Bruker Avance 400 (400 MHz) , utilizando tetrametilsilano (TMS) como 

referencia interna y los desplazamientos (8) se reportan en partes por millón (ppm). En la 
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determinación de la rotación óptica se empleó el polarímetro Autopol IV (Rodolph 

Research) para el compuesto 1 y el polarímetro Modelo 341 (Perkin Elmer) para los 

compuestos 2 y 3. 

2.2 MATERIAL VEGETAL 

La especie vegetal Oiospyros anisandra Blake se colectó en el mes de noviembre del año 

2009 en la localidad de Yaxcabá bajo la dirección del personal de la Unidad de Recursos 

Naturales del CICY. Un ejemplar de la especie se depositó 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 no mayor de los 50 °C. Después de tener el 

material vegetal seco, éste se molió en un molino de cuchillas obteniéndose 1.31 kg de 

corteza de O. anisandra. 

2.3 OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS ORGÁNICOS 

Se realizó la maceración de 367 g de corteza de O. anisandra con 2,500 mL de 

diclorometano (CH2CI2) durante 72 h, tres veces. El disolvente se eliminó en un 

evaporador rotatorio a presión reducida y se obtuvo 8.5 g de extracto diclorometánico, 

que se denominó extracto A (rendimiento 2.4%) . 

La partición del extracto A se realizó disolviendo 8.4 g del extracto en 1 ,000 mL de 

acetonitrilo (CH3CN) , disolución que posteriormente fue mezclada en un matraz 

Erlenmeyer con hexano (Hx) mediante agitación , en proporción 1:2 (CH3CN:Hx). Después 

se colocó la mezcla en un embudo de separación esperando que se separen las fases; el 

procedimiento se realizó cinco veces. Finalmente , cada fracción se concentró en un 

evaporador rotatorio a presión reducida , obteniéndose 2.3 g de la fracción de CH3CN, 

denominada A1 (rendimiento 28.4%) y 5.8 g de la fracción de Hx, denominada A2 

(rendimiento 71 .6%) . Mediante CCD se pudo observar que la mayoría de los 

componentes fue afín a la fase de Hx (no polar) (Figura 11). 
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Hx:AcOEt Hx:An 
8:2 9:1 

A2 A1 A2 A1 

Figura 11. CCD de los extractos A1 y A2 de D. anisandra. 

2.4 FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS A1 Y A2 

2.2 g de la fracción A1 se sometieron a una purificación 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 separación adecuada de 

sesquiterpenoides; cada fracción 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 cromatográfico se reunieron en nueve fracciones (A 1 a - A 1 i) y una fracción (A 1 e') 

que no fue soluble en An pero sí en CH2CI2 (Cuadro 3) . 

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

Fracción Peso Rfdelos Fracción Peso Rfdelos 

(mg) componentes (mg) componentes 

A1a 10 1 A1e' 37 0.27-0.48 

A1b 127 1 A1f 136 0.22-0.48 

A1c 54 0.52-0.73 A1g 138 0.15-0.48 

A1d 68 0.27-0.51 A1h 115 0.07-0.48 

A1e 214 0.27-0.48 A1i 1103 o- 0.47 
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Posteriormente, se realizó la CCD de las fracciones reunidas y se comparó con 

sesquiterpenos aislados previamente en el Centro de Investigación Científica de Yucatán 

(Figura 12) (Uc Cachón, 2011 ) , donde la letra G pertenece al selin-4(15)-en-1 ~. 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 observó que en A1e, 

A 1f, A 1 g y A 1 h 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 purificación . 

CH2Ciz:MeOH 98:2 

A1a 1b 1c 1d 1e 1e" 11 1g 1h 1i E G F O 

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

Así mismo, de acuerdo a lo reportado por Coll y Bowden (1986), 5. 7 g de la fracción A2 

se sometieron a una purificación por CLV; se obtuvieron 23 fracciones, que fueron 

analizadas por CCD, reuniéndose en nueve fracciones (A2a - A2g) de acuerdo a su 

simiiitud (Cuadro 4) . Cabe señalar que de la fracción 2c se obtuvieron cristales amarillos 

(2c') y de la fracción 2e se separó la parte insoluble (2e') del filtrado . 

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

Fracción Peso Rf de los Fracción Peso Rfdelos 

(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 o- 0.04 

A2d 560 0.47-0.98 
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Las nueve fracciones reunidas fueron comparadas mediante eco con los valores de Rf 

de compuestos sesquiterpénicos semipuros (C = 0.75, D = 0.20, E= 0.23, F = 0.21 y G = 

0.25) (Figura 13) y se observó que los componentes correspondientes a dichos 

compuestos se encuentran en las fracciones A2d , A2e y A2f debido a que se encuentran 

cercanos a los valores de Rf de los sesquiterpenos (Rf 0.20 a 0.75) (Cuadro 4) . 

CHCb:An 9:1 

. 
A2a 2b 2c 2c· 2d 2e 2e• 21 2g C O E F G 

Figura 13. CCD de las fracciones de la CLV del extracto A2. 

3. AISLAMIENTO DE COMPUESTOS SESQUITERPENOIDES 

3.1 PURIFICACIÓN DEL COMPUESTO 1 

La fracción A 1f (Cuadro 3) fue sometida a una CE empleando MeOH como fase móvil , 

obteniéndose 35 fracciones, las cuales se reun ieron en ocho fracciones finales de 

acuerdo a su similitud en CCD; de éstas, la fracción dos se pasó por una CCG con gel de 

síl ice empleando como sistema de elución mezclas de Hx:AcOEt de polaridad 

ascendente (85:15, 82 :18, 79 :21, 76:24, 73:27, 71 :29, 69 :31 , 67:33, 65:35, 50 :50) y 

AcOEt. Se obtuvieron 65 fracciones las cuales se reunieron en siete fracciones finales. La 

fracción cinco resultó ser un compuesto puro (Figura 14). 
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Fracción 2 
(16 mg) 
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Fracción 5 
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Figura 14. Proceso de purificación del compuesto 1. 
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Compuesto 1 (7 -epi-selin-4(15)-en-1 J3, 11-diol): C1sH2s0 2; aceite ligeramente 

amarillento ; [a] ~7 +3.80 (c0.01, CHCI3); IR (KBr) Vmax Cm-1: 3417 , 2931 , 1731 , 1376, 

1024, 684; IE-EM m/z (re l. int.) : 238 [Mf (O) , 220 (5) , 205 (17) , 202 (1 O) , 187 (27) , 177 

(20) , 162 (42) , 147 (53) , 131 (52) , 120 (40) , 105 (55) , 91 (49) , 79 (50) , 67 (24), 59 (100) , 

55 (32), 43 (51) , 39 (16) ; RMN-H1 (400 MHz, CDCI3) 8 0.65 (3H, s, H-14) , 1.24 (3H , s, H-

12), 1.25 (3H, s, H-13), 1.41 (1H , H-9b), 1.53 (1H, H-2b) , 1.58 (1H, H-5) , 1.74 (1H, H-9a) , 

1.83 (1 H, H-2a), 1.86 (1 H, H-7), 2.01 (1 H, H-3b), 2.30 (1 H, H-3a), 3.53 (1 H, dd, J = 4.8, 

11.4 Hz, H-1) , 4.59 (1 H, br s, J = 1.6 Hz, H-15b) , 4.85 (1 H, br s, J = 1.6 Hz, H-15a) ; RMN­

C13 (100 MHz, CDCI3) 8 11 .9 (C-14) , 29.8 (C-12) , 30.1 (C-13), 31 .5 (C-2) , 34.6 (C-3) , 37.3 

(C-9) , 47.5 (C-10) , 49.5 (C-7) , 57.7 (C-5) , 71.5 (C-11) , 79.3 (C-1) , 106.6 (C-15), 145.7 (C-

4) . 

3.2 PURIFICACIÓN DEL COMPUESTO 2 

La fracción A2d (Cuadro 4) se sometió a una CE utilizando CHCI3:MeOH (1 :1) como 

sistema eluyente , obteniéndose 24 fracciones, las cuales fueron reunidas en ocho 

fracciones finales de acuerdo a su similitud por CCD. Las fracciones obtenidas se 

compararon con una fracción estándar de donde se obtuvo el compuesto 1 ~-hidroxi-

4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno, eligiendo a la fracción seis para re-aislar dicho 

compuesto . Dicha fracción se sometió a una CCG con gel de sílice, utilizando de manera 
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isocrática el sistema CH2Cb:Hx (6:4) , obteniéndose 47 fracciones que se reunieron en 

siete fracciones finales de acuerdo a su CCD. La fracción cuatro se sometió a una PP 

utilizando como sistema de elución benceno (Bz) :An (95:5), obteniéndose un compuesto 

puro (Figura 15). 

A2d 
(540 mg) 

CE CHCI3:MeOH 

Fracción 6 
(179 mg) 

CCG 

Fracción 4 
(22 mg) 

pp Bz:An 

Compuesto 2 
(12 mg) 

Figura 15. Proceso de purificación del compuesto 2. 

Compuesto 2 (1P-hidroxi-4(15), 5E,10(14)-germacratrieno) : C15H240 ; aceite incoloro; 

[a Jb0 -102.6 (e 0.0161 , CHCI3) ; IR (KBr) Vmax cm-1
: 3405, 2954, 2362, 1712, 1481 , 1267, 

1033, 736; IE-EM m/z (rel. int.) : 220 [Mr (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 1 (400 

MHz, CDCIJ) 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 = 4.5, 10.3 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= 15.7 Hz, H-5) . 
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3.3 PURIFICACIÓN DEL COMPUESTO 3 

La fracción A2e (Cuadro 4) se sometió 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 fracción 12 se sometió a una CCG con gel de sílice, 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 sílice 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 fracción tres 

resultó ser un compuesto sesquiterpénico puro (Compuesto 3) (Figura 16). 

Por otro lado, la fracción 13 se sometió a una CCG con gel de sílice , utilizando mezclas 

de Hx:AcOEt de polaridad ascendente (85:15, 83 :1 7, 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 sílice , utilizando CH2CI2 

y mezclas de CH2CI2: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 sílice, 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 fracción cuatro resultó ser un compuesto 

puro (Compuesto 3) (Figura 16). 
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A2e 
(930 mg) 

CF t Hx:AcOEt 

Fracción 12 Fracción 13 
(74 mg) 

> 
(94 mg) 

CCG t Hx:AcOEt CCG t Hx:AcO Et 
~ 7 o 

Fracciones Fracciones 
3+4 2+3+4 

(1 0.4 mg) (22 mg) 

CCG t Hx:AcOEt CCG t CH2CI2 :MeOH 
o o 

Fracción 3 Fracciones 
(3.5 mg) 2+3 

(20 mg) 

CCG t Hx:AcO Et 

[ Compuesto 3 k Fracción 4 
--.:; (3.4 mg) 

Figura 16. Proceso de purificación del compuesto 3. 

Compuesto 3 (1p,6a.-dihidroxi-4(15)-eudesmeno): C15H260 2; aceite amarillo-verdoso; 

[a ]f¡0 +44.1 (c0.0063, CHCI3) ; IR (KBr)) Vmax cm-1: 3411 , 2933,1693, 1456, 1178, 1002; 

IE-EM m/z (rel. int.) : 238 [Mf (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-H1 (400 

MHz, CDCI3) 8 0.70 (3H , s, H-14), 0.86 (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 (1 H, dd, J = 4.8, 11.5 Hz, H-1), 3.71 (1 H, t, J = 9.8 , 9.8 Hz, H-6) , 4.74 (1 H, d, J = 

1.0, H-15b) , 5.02 (1H , d, J= 1.0 Hz, H-15a); ); RMN-C13 (100 MHz, CDCI 3) 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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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 ANÁLISIS DEL COMPUESTO 1 

El compuesto 1 se obtuvo como un aceite ligeramente amarillento soluble en CH2C12, An 

y CHCb. Una disolución de la muestra se inyectó al cromatógrafo de gases-masas 

observándose en el cromatograma un pico mayoritario con un tiempo de retención (T R) de 

9.61 (Figura 17). 

Abundancia 

6000000 9 619 

5500000 

5000000 

4500000 

4000000 

3500000 

3000000 

2500000 

2000000 

1500000 

1000000 

500000 

Figura 17. Cromatograma de gases del compuesto 1. 

Con los estudios espectroscópicos (IR, CG-EM, RMN-H \ RMN-C13
, HSQC, HMBC, 

COSY y ROESY) el compuesto 1 fue elucidado como 7-epi-selin-4(15)-en-1¡3, 11-diol 

(Figura 18) como se discutirá a continuación . 
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Figura 18. Estructura del compuesto 7-epi-selin-4(15)-en-1¡3 ,11-diol. 

En el espectro de IR se observó un pico de absorción característico de oxhidrilos a 3417 

cm-\ otro pico a 2931 cm- 1 perteneciente a enlaces C-H y otro a 1731 cm-1 de un enlace 

C=C exocíclico (Figura 19). 
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Figura 19. Espectro de IR del compuesto 1. 

En el espectro de fragmentación de masas (Figura 20) se observó un fragmento de ion 

molecular de miz 220 [M - 1St, además de fragmentos producidos por pérdidas de metilo 

de miz 205 [220- 15 (CH3)t , de oxhidrilo de miz 187 [205- 18 (H20)r . de isopropilo de 

miz 177 [220 - 43 (C3H7)f , y un fragmento de un hidroxi-isopropilo miz 59 [C3HsOHt 

como el de mayor abundancia (pico base). 
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Figura 20. Espectro de fragmentación de masas del compuesto 1. 

En el espectro de RMN-H1 del compuesto 1 (Figura 21) se observaron señales simples 

de metilo a 8 0.65, 1.24 y 1.25, perteneciendo los dos metilos más desplazados al hidroxi­

isopropilo. Además, se observó una señal doble de dobles de un protón base de alcohol 

con 8 3.53 (J = 4.8, 11 .4 Hz) y dos señales dobles a 8 4.59 y 8 4.85 pertenecientes a los 

protones vinílicos del enlace exocíclico. 
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Figura 21 . Espectro de RMN-H1 del compuesto 1 con la estructura del 7-epi-selin-4(15)-en-1¡3,11-

diol indicando los protones de las señales características. 

Con el espectro de RMN-C13 del compuesto 1 se corroboró la presencia de carbonos 

vinílicos con enlace exocíclico que presentaron señales a 8 145.8 y 8 106.6 (Figura 22) . 

Igualmente se corroboró la presencia de dos carbonos que son base de alcohol, a 8 79.3 

y 8 71.5. 
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Figura 22. Espectro de C13-RMN del compuesto 1 con la estructura del 7-epi-selin-4(15)-en-1 j3, 11-

diol indicando los carbonos de cada señal. 

Con el espectro de HSQC se asignaron algunos de los protones unidos directamente a 

carbono, como el protón H-1 (8 3.53) a C1 (8 79.3) que es un metino unido a oxhidrilo y 

los protones vinílicos (8 4.59, 4.85) a C15 (8 106.6) que es un carbono con doble enlace 

exocíclico (Figura 23 , Cuadro 5). 

Cuadro S. Datos obtenidos del espectro de HSQC del compuesto 1. 

Posición H8 C8 Posición H8 C8 

3.53 79.3 9 1.71 , 1.41 37.3 

2 1.79, 1.47 31.5 12 1.24 29.8 

3 2.30 , 2.01 34.6 13 1.25 30 .1 

5 1.52 57.7 15 4.85, 4.59 106.6 

7 1.81 49.5 
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Figura 23. Ampliaciones del espectro de HSQC del compuesto 1 con la estructura del 7-epi-selin-

4( 15)-en-1 ~, 11 -d i ol indicando las asignaciones de protones y carbonos. 
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Con el espectro de HMBC se determinaron las correlaciones a dos e JcH) o tres e JcH) 

enlaces de distancia entre los protones y los carbonos. Las correlaciones encontradas 

entre los protones vinílicos H-1Sa (8 4.8S) y H-1Sb (8 4.S9) con el C-3 (8 34.6) y, a su vez 

el protón H-3a (8 2.30) con C-1 (8 79.3) , que es el carbono base de alcohol , indican que 

el doble enlace y el grupo -OH se encuentran en el mismo anillo del esqueleto 

eudesmano y así se corrobora que C-1 es una base de alcohol. Por otro lado, el grupo 

metilo fue posicionado en C-10 (8 47.4) debido a que sus protones H-14 (8 0.6S) 

presentaron correlaciones con C-1 (8 79.3) , C-S (8 S7.7) y C-9 (8 37.3) ; también , se 

observó una correlación entre el protón H-1 (8 3.S3) con C-14 (8 11 .9) (Figura 24, 

Cuadro 6) . 

Cuadro 6. Datos obtenidos del espectro de HMBC del compuesto 1. 

Posición H8 
HMBC (~H}3C) 

JcH JcH 

1 3.53 C14 

3 2.30 c1 , cs. c1s 

7 1.81 C11 es, C12, C13 

12 1.24 C11 C7, C13 

13 1.2S C11 C7, C12 

14 0.6S C10 c1 , es, C9 

1S 4.8S , 4.S9 C3, CS 
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Figura 24. Ampliaciones del espectro de HMBC del compuesto 1 con la estructura del 7-epi-selin-

4(15)-1 f3, 11-diol indicando las correlaciones de los protones con carbonos. 
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Además, se corroboró que el hidroxi-isopropilo se encuentra unido a C-7 (8 49.5) debido 

a que se encontraron correlaciones entre el protón H-7 (81.81) con C-5 (857.7), C-11 

(71.5) , C-12 (8 29.8) y C-13 (8 30.1) ; a su vez, los protones H-12 (8 1.24) y H-13 (8 1.25) 

correlacionaron con C-7. Así, con las correlaciones encontradas en el espectro de HMBC 

se pudo corroborar lo encontrado en el espectro de HSQC y se determinó que en efecto 

el esqueleto del compuesto 1 es de tipo eudesmano . También , se pudo asignar a C-10 la 

señal a 8 47 .5 y a C-14 la señal de 8 11 .9. 

Con el espectro de COSY (Figura 25) se observó una interacción mutua entre los 

protones vinílicos H-15a (8 4.85) y H-15b (8 4.59) y el protón H-5 (8 1.58) de un metino, 

así como con el protón H-3b (8 2.01) de un metileno ; este último, a su vez, se acopló con 

el protón H-2a (8 1.79) de un metileno ; además, el protón H-3a (8 2.30) se acopló con el 

protón H-2b (8 1.47) y el protón base de alcohol H-1 (8 3.53) se acopló con los protones 

H-2a (8 1. 79) y H-2b (8 1.47). Estas interacciones junto con las correlaciones encontradas 

en el espectro de HMBC corroboraron la posición de los alcoholes, uno en C-1 y otro en 

C-11 . 
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Figura 25. Espectro de COSY del compuesto 1 con la estructura del 7-epi-selin-4(15)-en-1¡3,11-

diol indicando acoplamientos entre protones. 

Al comparar los datos de RMN-H 1 y RMN-C 13 del compuesto 1 con los reportados para el 

isómero selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol (Cuadro 7 y Figura 26) , se observó que no son iguales 

a los encontrados, por lo que no se descartó la posibilidad de que se tratara de su 

isómero 7-epi-selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol. 
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Cuadro 7. Datos obtenidos por RMN-H1 y RMN-C13 del compuesto 1 y del isómero selin-4(15)-en-

113, 11 -diol (CDCb, 400 M Hz, 400 M Hz y 60 M Hz para RMN-H1
, respectivamente). 

Isómero selin-4(15)-en-1 p, 11-diol 

Posición 
Compuesto 1 (Adinarayana y 

Uc Cachón, 2011 
Syamasundar, 1982) 

H S (J Hz) es H S (J Hz) H S (J Hz) es 
3.53 dd 

79.3 3.47 dd (4.2, 8.0) 3.40 q (5.5, 1 0.0) 79 .1 
(4 .8, 11.4) 

2 1.47, 1.79 31 .5 NRb NR 31 .5 

3 2.01 ' 2.30 34.6 NR NR 34.2 

4 NA a 145.7 NR NR 148.6 

5 1.52 57.7 NR NR 48 .9 

6 NA NA NR NR 24 .8 

7 1.81 49 .5 NR NR 47 .5 
' 

8 NA NA NR NR 22.2 

9 1.41 , 1.71 37.3 NR NR 37.0 

10 NA 47.5 NR NR 40.1 

11 NA 71.5 NR NR 72.5 

12 1.24 S 29.8 1.20 S 27 .0 

13 1.25 S 30 .1 
1. 18 d (0.8) 

1.20 S 27.2 

14 0.65 S 11.9 0.63 d (0.6) 0.68 S 10.2 

4.85 br s (1 .6) 4.80 dd (1 .7, 3.5) 4.77 br s 
15 106.6 108.0 

4.59 br s (1.6) 4.66 dd (1.7, 3.5) 4.50 br s 
3 NA = No fue posible asignarlo, NR = No fue reportado. 
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Las diferencias que se observaron en las señales de RMN-H 1 fueron las de los protones 

vinílicos (H-15) , el protón 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 

señales debido a que no han sido reportadas hasta el momento . En el caso de las 

señales de RMN-C 13 las que fueron diferentes en más de una unidad en el valor de 8 

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 isomería del hidroxi -isopropilo unido a 

C-7. Además, no se encontraron reportes de los datos de HSQC, HMBC y COSY para el 

isómero selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol para poder compararlos con los encontrados para el 7-

epi-selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol. 

Para conocer la isomería relativa del compuesto 1 se realizó la prueba espectroscópica 

de ROESY (Figura 27) , en donde se observó la existencia de correlaciones espaciales 

de H-1 (ó 3.53) con H-2a (8 1.79) y H-5 (ó 1.52) , pero no con H-14 (ó 0.65) , determinando 

la configuración del grupo oxhidrilo en C-1, de H-5 y el grupo metilo H-14, con una 

orientación ¡3- , a- y ¡3- , respectivamente. Estos datos confirman lo reportado para 

compuestos trans-eudesmanos , los cuales son comunes de encontrar en forma natural 

con las orientaciones 13- 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 (8 1.25) con H-1 (ó 3.53) y con H-15b (8 

4 .59) , lo que hace suponer que la orientación del isopropilo se encuentra a. Esta 

orientación en C-11 es lo que podría producir un mayor desplazamiento de H-12 (8 1.24) 

y H-13 (8 1.25) en el compuesto 1, debido a que se encuentra más desprotegido; en 

cambio , en el isómero selin-4(15)-en-1¡3, 11-dl.ol, donde la orientación de C-11 es ¡3- , los 

desplazamientos de H-12 (8 1.20) y H-13 (8 1.20) son menores. 
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Figura 27. Ampliación del espectro de ROESY del compuesto 1 con la estructura del 7-epi-selin-

4(15)-en-1 J3, 11-diol indicando correlaciones espaciales entre protones. 

Para corroborar la existencia del isómero 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ¡3, 11-diol, como lo 

muestran los datos encontrados en los espectros de RMN-H1
, RMN-C 13 y ROESY se 

determinó la rotación óptica del compuesto 1, siendo el valor obtenido de [a JI? +3.80 a 

una concentración de 0.01 g/ml en CHCI3 . Se comparó con lo reportado para el selin-

4(15)-en-1 ¡3,11-diol que es [a Jl? +56.40 (e 1.5, CHCb) y se observó diferente al del 

compuesto 1, lo que indica que se tratan de isómeros diferentes (Adinarayana y 

Syamasundar, 1982). 

Anteriormente , en el grupo de investigación del CICY, se identificó en la corteza de D. 

anisandra al compuesto selin-4(15)-en-1 , 11-dio'l que posee la isomería ¡3 para la posición 

del oxhidrilo en C-1 , el hidroxi-isopropilo en C-7 y el metilo en C-10 ; por el contrario el 7-

epi-selin-4(15)-en-1 ¡3, 11-diol tiene la isomería a. en el hidroxi-isopropilo (Uc Cachón , 

2011). 

El isómero selin-4(15)-en-1¡3, 11 -diol se ha aislado de otras especies vegetales , 

Pferocarpus marsupium (Fabaceae) , Díospyros melanoxylon (Ebenaceae) y 
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Chimonanthus praecox (Calycanthaceae) (Wang et al., 2011 ; Mallavadhani y Mahapatra, 

2005 ; Adinarayana et al., 1982). Sin embargo, no se ha reportado un isómero diferente de 

dicho compuesto , por lo que el compuesto 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ~ . 11-diol es un nuevo 

isómero encontrado en la naturaleza. 

4.2 ANÁLISIS DEL COMPUESTO 2 

El compuesto 2 (12 mg) se obtuvo como un aceite incoloro soluble en CH 2CI2, An y 

CHCI3. La rotación óptica del compuesto fue [a] b0 -102.6 a una concentración de 0.0161 

g/ml, disuelto en CHCI3. Después de obtener la rotación óptica, una disolución de la 

muestra se inyectó al cromatógrafo de gases-masas observándose en el cromatograma 

varios picos, el de mayor porcentaje de área (34%) con un T R de 8.438 pertenece al 

compuesto 2 (Figura 28). 
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Figura 28. Cromatograma de gases del compuesto 2. 
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Se encontró que el compuesto 2 tiene la estructura del 1~-hidroxi-4(15) , 5E, 10(14)­

germacratrieno (Figura 29) de acuerdo a la rotación óptica obtenida: para el compuesto 

aislado fue [a]l,0 -102.6 (e 0.0161 g/ml, CHCb) y lo reportado para el 1~-hidroxi-

4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno es de [a]v -102.6 (e 0.2, CHCI3) (Brown et al., 2003) . 

CH 
15 

2 

Figura 29. Estructura del compuesto 1 P-hidroxi-4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno. 

A pesar de que el compuesto se degradó (Figura 28) se corroboró la estructura mediante 

espectroscopia de IR, CG-EM y RMN-H 1
. El espectro de IR mostró un pico de absorción 

máxima de oxhidrilo a 3423 cm-1
, de enlaces C-H a 2954 cm-1 y del enlace C=C 

exocíclico a 1712 cm-1 (Figura 30). 
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Figura 30. Espectro de IR del compuesto 2 . 
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En el espectro de fragmentación de masas (Figura 31) se observó un ion molecular de 

miz 220 [Mt y fragmentos producidos por pérdidas de oxhidrilo de miz 202 [M- H20t, de 

isopropilo de miz 159 [202- C3H7r , y dos iones producidos por una fragmentación retro 

Diels-Aider, uno de miz 91 [C1H1r y otro de miz 55 [C4H7t (Brown et al. , 2003; Bohlmann 

et al., 1982). 
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Figura 31. Espectro de fragmentación de masas del compuesto 2. 

El espectro de RMN-H1 también mostró que el compuesto se había degradado, sin 

embargo, algunas señales similares al 1 p-hidroxi-4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno se 

pudieron observar (Figura 32) , como son : los dobletes de los protones de metilos a 8 

0.81 (J = 7.6 Hz) y 8 0.89 (J = 6.9 Hz); un doble de dobles perteneciente al protón unido a 

un carbono base de alcohol a 8 3. 79 (J = 4.5, 10.3 Hz) ; los singuletes de los protones 

vinílicos exocíclicos a 8 4.84, 8 4.92, 8 5.00 y 8 5.26; y el doblete de un protón vinílico 

endocíclico a 8 5.99 (J = 15.7 Hz) . Dichas señales fueron comparadas con lo reportado 

previamente para el 1 ~-hidroxi-4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno (Choi et al. , 2004; Brown 

et al., 2003). Además, el proceso de aislamiento se realizó de la misma manera como fue 

aislado previamente por el grupo de investigación , comparándolo con una fracción 

estándar. 
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Figura 32. Espectro de RMN-H1 del compuesto 2 con la estructura dei1 J3-hidroxi-4(15) ,5E,10(14)­

germacratrieno indicando las señales de los protones característicos. 

El compuesto 1 ¡3-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)-germacratrieno se ha aislado previamente de 

otras especies de plantas como son Solidago virga-aurea (Asteraceae), /nula cuspidata 

(Asteraceae) y Artemisia annua (Asteraceae) (Choi et al., 2004; Brown et al., 2003; 

Bohlmann et al. , 1982). En la corteza de D. anisandra dicho compuesto se encuentra en 

un 0.003% con respecto al peso de la planta seca, lo que indica que es un componente 

minoritario en la planta. 

4.3 ANÁLISIS DEL COMPUESTO 3 

El compuesto 3 se obtuvo como un aceite verdoso soluble en CH2CI2, An y CHCI3. Una 

disolución de la muestra se inyectó al cromatógrafo de gases-masas observándose en el 

cromatograma un solo pico con T R de 10.203 (Figura 33). 
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Figura 33. Cromatograma de gases del compuesto 3. 
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Con los estud ios espectroscópicos de IR, CG-EM , RMN-H 1 y RMN-C13
, se determinó que 

la estructura del compuesto 3 pertenece al 1 ~ . 6a-dih idroxi-4(15)-eudesmeno (Figura 34) . 

OH 14 

CHJ 
13 

Figura 34. Estructura del compuesto 1 ~ .6a-dihi droxi -4(15)-eudesmeno . 

El espectro de IR mostró un pico de absorción de oxhidrilo a 3411 cm- \ de enlaces C-H a 

2933 cm-1 y de enlace C=C exocíclico a 1693 cm-1 (Figura 35). 
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Figura 35. Espectro de IR del compuesto 3. 
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En el espectro de fragmentación de masas (Figura 36) se observó un ion molecular de 

miz 238 [Mr, y se observaron fragmentos característicos de pérdida de grupos oxhidrilo 

miz 220 [M - H2or. de pérdidas de metilo de miz 205 [220- CH3r y de un isopropilo de 

miz 177 [220 - C3H7r (Bohlmann et al. , 1983). 
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Figura 36. Espectro de fragmentación de masas del compuesto 3. 
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En el espectro de RMN-H 1 del compuesto 3 (Figura 37) se observaron las siguientes 

señales características de protones: un singulete de un metilo a 8 0.70, dos dobletes de 

dos metilos a 8 0.87 (J = 6.9 Hz) y 8 0.95 (J = 7.0 Hz) , un doblete de un metino adyacente 

a un carbono sustituido con un OH y adyacente a un enlace vinílico a 8 1. 75 (J = 9.8 Hz), 

un doble de dobles de un metino sustituido con un OH a 8 3.43 (J = 4.8, 11.5 Hz), un 

triplete de un metino sustituido con un OH a 8 3.71 (J = 9.8, 9.8 Hz) y dos dobletes a 

84.74 (J = 1.0 Hz) y 85.02 (J = 1.0 Hz) que pertenecen a los protones vinílicos 

exocíclicos. 

H-14 

Ll 
H-16 H-6 H-1 

1 1 1 1 
5.0 .9 4.8 4.7 

1 1 1 1 
-3.1 3.6 3.5 3.4 

H-11 

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm 

Figura 37. Espectro de RMN-H1 del compuesto 3 con la estructura de 1 ¡3 ,6a-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno indicando las señales de los protones característicos . 
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En el análisis del espectro de RMN-H 1 del compuesto 3 (Cuadro 8) se observó que las 

señales fueron similares a las del compuesto 1 ~ .6a-d ihidroxi-4(15)-eudesmeno , también 
' 

llamado eudesm-4(15)-ene-1~,6a-diol (Sun eta/., 2004) o voleneol (Gao etal., 1999). 

Cuadro 8. Datos obtenidos por RMN-H1 del compuesto 3 y 1¡3,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno (400, 

400, 400 y 500 M Hz respectivamente, CDCI 3) . 

Compuesto 3 
1 p,Sa-dihidroxi-4(15)-eudesmeno 8 (J en Hz) 

H Bohlmann Oh moto Sun a (J en Hz) 
etal. , 1983 et al., 1987 eta/. , 2004 

1a 3.43 dd (4 .8, 11.5) 3.25 dd (5 , 11) 3.41 dd (4.8, 11 .8) 3.42 dd (4 .8, 11 .7) 

2a=1 .85m 
2a = 1.84 dddd 

2 1.88 m 1.87 dddd (12, 2.5) 2~ = 1.53 qd (5 .0, 
2~ = 1.53 

11 .7) 

3a = 2.35 m 
3 2.07 m 2.10 ddd (14, 15) 2.06 ddd , 2.32 ddd 

3[3 = 2.09 m 

5 1.74 d (9.8) 1.77 br d 5a = 1.73 brd 1.75 br d (9 .8) 

613 3.71 t (9 .8, 9.8) 3.73 dd (10, 10) 3.70 dd (1 O, 10) 3.71 td (1.7, 9.8) 

7a NA a NRb 1.29 1.30 m 

8a = 1.25 m 
8 NA NR 1.53, 1.91 

8[3 = 1.53 m 

9a = 1.20 m 
9 NA NR 1.15, 1.22 

9~ = 1.90 m 

11 2.24 m NR 
2.23 sept d (2 .0, 2.25 sept, d (2.4, 

7.0) 7.0) 

12 0.86 d (6.9) 0.90 d (7.0) 0.86 d (7 .0) 0.87 d (7.0) 

13 0.95 d (7.0) 1.00 d (7.0) 0.95 d (7.0) 0.95 d (7.0) 

14 0.70 S 0.75 S 0.69 S 0.7 S 

15a 5.02 d (1.0) 5.03 br s 5.01 br s 5.02 d (1.1) 

15b 4.74 d (1.0) 4.76 br s 4.73 br s 4.74 d (1 .1) 

aNA = No fue posible asignarlo , NR = No fue reportado. 
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Además, la rotación óptica del compuesto aislado fue [a] J¡0 +44.1 a una concentración de 

0.0063 g/mL, disuelto en CHCI3, similar a la reportada para el 1j3,6a-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno la cual es de [a] J¡0 +45 (e 0.1 , CHCb) (Sun et al., 2004). 

En el espectro de RMN-C 13 del compuesto 3 se observaron las señales con 

desplazamientos característicos de carbonos unidos a grupos oxhidrilo, a 8 67 .1 y a 8 

79.1; además se presentaron desplazamientos de carbonos con doble enlace exocíclico 

(C=C) a 8 107.9 y 8 146.3 (Figura 38). 
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Figura 38. Espectro de RMN-C13 del compuesto 3 con la estructura del1j3,6a-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno indicando las señales de los carbonos . 
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Al comparar las señales del espectro de RMN-C 13 del compuesto aislado con lo reportado 

para el compuesto 1 ~ .6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno se corroboró que se trata de dicho 

compuesto (Cuadro 9) . 

Cuadro 9. Datos obtenidos por RMN-C13 del compuesto 3 y del 1 ¡3 ,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno 
(1 00, 75, 125, 100 M Hz, respectivamente , CDCb). 

Compuesto 3 1 J3,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno S 
e 

S Su et al., 1995 Zhang et al., 2003 Sun et al., 2004 

1 79 .1 79.0 78 .9 79 .1 

2 32 .0 31.9 31.8 32.0 

3 35.2 35.1 35.0 35.2 

4 146.3 146.2 146.2 146.3 

5 55 .9 55.9 55.8 55 .9 

6 67 .1 67.0 67 .0 67.1 

7 49.4 49.3 49 .2 49.4 

8 18.2 18.2 18.0 18.2 

9 36 .3 36.3 36 .2 36.4 

10 41 .8 41.7 41 .6 41 .8 

11 26 .0 26 .0 •25 .9 26 .1 

12 16.2 16.2 16.1 16.2 

13 21.1 21 .1 21 .1 21.2 

14 11.7 11.6 11.5 11.7 

15 107.9 107.8 107.8 107.9 

El compuesto 1 ~ . 6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno se ha aislado en varias especies de 

plantas pertenecientes a distintas familias, como son Ligularia duciformis (Asteraceae) , 

Ambrosía elatior (Asteraceae) , Senecio microglossus (Asteraceae) , Litsea verticillata 
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(Lauraceae) , Crytomeria japonica (Cupressaceae) y Caragana intermedia (Leguminosae) 

(Sun et al., 2004 ; Zhang et al., 2003; Gao et al., 1999; Su et al. , 1995; Ohmoto et al., 

1987; Bohlmann etal., 1983). 

Previamente, se ha reportado la presencia de sesquiterpenos en el género Oiospyros, 

pero es la primera vez que se encuentra el 1 f3,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno . Dicho 

compuesto se encuentra en cantidad minoritaria en la corteza de O. 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 O. anisandra, dos de tipo 

eudesmano , 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ¡3, 11-diol (compuesto 1) y 1 f3 ,6a-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno (compuesto 3), y uno de tipo germacrano , 1¡3-hidroxi-4(15),5E,1 0(14)­

germacratrieno (compuesto 2). 

El 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ¡3, 11-diol (compuesto 1) es un nuevo sesquiterpenoide aislado de 

la naturaleza. 

Los sesquiterpenos encontrados se encuentran como componentes minoritarios de la 

corteza de O. anisandra. 
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CAPÍTULO 111 

EVALUACIÓN CITOTÓXICA DE LOS COMPUESTOS SESQUITERPÉNICOS 

AISLADOS DE LA CORTEZA DE DIOSPYROS ANISANDRA 

1. INTRODUCCIÓN 

En la investigación dedicada a la búsqueda de nuevos fármacos, la evaluación in icial de 

los compuestos para determinar una actividad farmacológica específica tiene como 

objetivo inmediato seleccionar aquellos compuestos con efectos prometedores para 

realizar estudios más específicos. Así, la función principal de un estudio de escrutinio es 

distinguir entre sustancias potencialmente activas e inactivas (Geran et al. , 1972). 

En este sentido, determinar el efecto de los compuestos sobre la proliferación y la 

viabilidad de células tumorales en cultivo in vitro es un paso crítico inicial hacia la 

búsqueda de nuevos agentes para el tratamiento del cáncer. Para que un compuesto sea 

considerado con una actividad citotóxica significativa , deberá tener una concentración 

citotóxica media (CC50)::; 5 ¡.Jg/ml en cultivos celulares (Burton, 2005; Geran et al., 1972). 

En este contexto , la elección de la línea celular para dicha evaluación es de importancia 

crítica ; así, un simple sistema de evaluación puede ser de gran valor para la elección de 

un compuesto con potencial citotóxico. Por otro lado, en la ausencia de datos eficaces 

que relacionen el valor de la actividad citotóxica con el posible potencial del compuesto , 

se ha descrito que un valor de CC50 entre 0.1-1 O !JM es un buen punto de corte para 

seleccionar compuestos para futuros estudios encaminados a determinar el potencial 

citotóxico. Adicionalmente , es importante determinar la selectividad del compuesto sobre 

líneas tumorales, para descartar compuestos citotóxicos no selectivos (Bugelski et al. , 

2000). 
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En la evaluación citotóxica in vitro se requiere un método sensible, reproducible y rápido . 

Uno de los métodos que está más cerca de cumplir los requerimientos ideales para 

ensayos de proliferación y citotoxicidad es el de la sulforodamina 8 (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 electrostáticamente , y dependiendo del pH , a proteínas que tengan 

residuos de aminoácidos básicos. Bajo condiciones ácidas leves, la SRB se une a 

residuos de aminoácidos básicos de células fijadas con ácido tricloroacético (TCA) . Dicho 

colorante puede ser cuantitativamente extraído de las células y solubilizado por medio de 

bases débiles, como el Tris-base, para medir la densidad óptica (D.O.). Así, el ensayo de 

SRB es un ensayo calorimétrico de punto f inal , estable y rápido que mide la biomasa total 

de células por medio de la tinción de las proteínas celulares. Además, otras ventajas son 

que tiene una elevada linealidad con el número de células, elevada reproducibilidad , una 

menor variación entre líneas celulares, ya que no depende de la actividad enzimática de 

la célula, y la sensibilidad del ensayo con SRB es comparable con varios ensayos de 

fluorescencia (Voigt, 2005; Rahman etal., 1999; Keepers etal., 1991). 

El ensayo de SRB ha sido empleado ampliamente para determinar la actividad citotóxica 

de diferentes compuestos en varias líneas celulares tumorales y normales; un ejemplo de 

esos compuestos son los sesquiterpenoides , los cuales son un grupo de compuestos que 

resultan promisorios por la actividad citotóxica reportada en la literatura (Lee et al., 2006; 

Vichai y Kirtikara , 2006; Modzelewska et al., 2005) . Dichos compuestos han sido aislados 

de diversas especies de plantas, como son Camchaya ca/carea, Solanum lyratum y 

Zygogynum pancheri, entre otras (AIIouche et al. , 2009; Ren et al. , 2009; Vongvanich et 

al., 2006) . 

Recientemente, en el Centro de Investigación Científica de Yucatán se han encontrado 

compuestos sesquiterpénicos de la corteza de O. anisandra, el 1 ~-hidroxi-

4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno , el selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol y el teucdiol A (Uc Cachón , 

2011 ). Además, en este trabajo se aisló nuevamente el 1 ~-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)­

germacratrieno y otros dos compuestos sesquiterpénicos, el 1 ~.6cx.-didhidroxi-4(15)-
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eudesmeno y 7-epi-selin-4(15)-en-1 ¡3,11-diol (Figura 39). Dichos sesquiterpenos no han 

sido evaluados para determinar su actividad citotóxica, por lo que en este trabajo se 

determinó dicha actividad empleando tres líneas celulares tumorales humanas; cáncer 

cervicouterino (HeLa) , cáncer orofaríngeo (Hep-2) y cáncer de próstata (PC-3) y una 

normal , células epiteliales de riñón de mono (Vero) . 

OH OH 

1!l-hidroxi-4(1 5),5E,1 0(1 4) 
-Germacratrieno 

Teucdloi A Selln-4(1 5)-en-1 p, 11-dlol 

OH OH 

.• ~CH3 .,, 

OH 
CH2 CH3 

7 -ep/-Selin-4(1 5)-en-11), 11-diol 1 p,Sa.-dih idroxi-4(1 5)-Eudesmeno 

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

De los cinco compuestos sesquiterpénicos aislados de la corteza de O. anisandra se 

evaluaron tres de ellos, el 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ¡3 , 11-diol, el 1 j3,6a-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno y el selin-4(15)-en-1 ¡3, 11-diol, debido a que se ten ía suficiente cantidad para 

llevar a cabo la evaluación citotóxica . En el caso del 1 f3-hidroxi-4(15) ,5E, 1 0(14)­

germacratrieno no se realizó la evaluación debido a que se degradó después de haber 

sido re-aislado y el teucd iol A no se pudo aislar nuevamente . 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 CULTIVO CELULAR 

Las líneas celulares, fueron cultivadas y mantenidas en fase logarítmica de crecimiento 

en med io DMEM suplementado con 1 O% de suero fetal bovino (SFB) , bajo la supervisión 

de la Dra. Rosa Esther Moo Puc de la Unidad de Investigación Clínica y Epidemiológica 

deiiMSS. Se emplearon 10,000 U de penicilina y 1 O mg/mL de estreptomicina para inhib ir 

el crecimiento de bacterias Gram negativas y positivas, respectivamente , además de 2.5 

¡Jg/mL de anfotericina B para inhibir el crecimiento de hongos. El cultivo celular se 

mantuvo en una atmósfera con 95% de humedad y 5% de C02 a 37 oc. 

2.2 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD CON SRB 

Se incubaron las células en placas para cultivo celular 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 retiró el medio y se añadió medio 

sin SFB y los compuestos a evaluar a las siguientes concentraciones: 50, 25, 12.5 y 6.25 

¡Jg/mL, posteriormente se incubaron por 48 h. El procedimiento de revelado con SRB se 

realizó según lo reportado por Skehan et al. (1990) de la siguiente manera : al término del 

tratamiento se retiró el medio y se adicionó 50 !JL de ácido tricloroacético (TCA) al 1 O% 

para fijar las células , incubando la placa por 30 min a 4 oc. Seguidamente , se eliminó el 

TCA y se añadió 30 !JL de una disolución de SRB (al 4%) en ácido acético (al 1%) en 

cada pozo, incubando por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente , se removió la 

SRB y los pozos se lavaron gentilmente cuatro veces con ácido acético al 1% para 

eliminar el exceso del colorante. Después se solubilizó el colorante unido a las proteínas 

con 50 !JL de una disolución de Tris-base (10 mM) y finalmente se midió la densidad 

óptica a 490 nm usando un espectrofotómetro . Cada evaluación se realizó por triplicado y 

los datos de citotoxicidad se reportaron como CC50 (Vichai y Kirtikara , 2006 ; Skehan et 

al., 1990). Los valores de CC50 de cada compuesto se determinaron a partir de las curvas 
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de concentración-efecto (% de muerte celular) mediante el análisis de regresión lineal , 

con el empleo del paquete estadístico GraphPad Prism, versión 5. 

2.3 ÍNDICE DE SELECTIVIDAD 

Para determinar la especificidad de la actividad citotóxica en las líneas celulares 

· tumorales fue necesario obtener información sobre su toxicidad en células normales. Por 

lo tanto los extractos fueron probados contra una línea Vera. El índice de selectividad (IS) 

fue calculado utilizando la siguiente ecuación : 

CC50 célula Yero 
IS=-~~---­

CC50 célula de cáncer 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como se observa en el Cuadro 1 O, los compuestos aislados de la corteza de D. 

anisandra , presentaron valores de CC50 mayores a 22 ¡JM (5 ¡Jg/ml) en las líneas 

celulares evaluadas. Dicha concentración fue considerada como un punto de corte para 

elegir compuestos activos para proponer posteriores estudios preclínicos y clínicos para 

el tratamiento del cáncer. 

Cuadro 10. Actividad citotóxica e índice de selectividad de los compuestos aislados de la corteza 

de O. anisandra. 

Compuesto 
CC50

3 para las líneas celulares ~M [ISÍ 

V ero He la Hep-2 PC-3 

7 -epi- selin-4(15)-en-1 ~ . 11-diol 290 e 294 [1] 

1 ~.Sa-didhidroxi-4(15)-eudesmeno 627 280 [2] 214 [3] 

selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol 

Docetaxel 4.1 0.29 [14] 1.1 [ 4] 0.37 [11] 

a Concentración citotóxica media ; o IS = índice de selectividad; e -- CC50 > 300 !JM (72 ¡.Jg/ml). 
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Sobre el compuesto 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ~ . 11-diol y el selin-4(15)-en-1 ~ . 11-diol no se 

encontraron estudios sobre alguna actividad biológica, por lo que éste sería el primer 

reporte donde se evalúa su actividad citotóxica. Sin embargo, no presentó una actividad 

citotóxica significativa como se muestra en el Cuadro 10. Dos estructuras similares, el ~­

eudesmol y el 3,5-eudesmadien-11-ol (Figura 40) , han presentado actividad citotóxica 

contra líneas celulares de cáncer. En el caso del ~-eudesmol, el cual ha sido aislado del 

rizoma de Atracty/oides lancea , se ha reportado que inhibe la proliferación celular de una 

manera dependiente de la concentración y el tiempo en las líneas humanas de cáncer 

cervicouterino (HeLa) , de hígado (BEL-7402) y de estómago (SGC-7901), con un 

porcentaje de inhibición máximo a una concentración de 22 ¡.Jg/mL (100 IJM) después de 

72 h de tratamiento , de 87%, 50% y 39%, respectivamente . El efecto del ~-eudesmol en 

las células HeLa fue mayor al producido por cisplatino (70 IJM) a las 72 h. Además, se 

determinó su efecto in vivo en ratones a los que se les indujo el crecimiento de tumor, 

observando que disminuye el tamaño del tumor a una dosis de 1.25 y 5 mg/Kg, en un 

37% y 49% , respectivamente (Ma et a/. , 2008). 

e~ 

p..eudesmol 

OH 
CH, 

4(15)-eudesmliJie-1 P,6P,11-triol 

3,5-eudesmlldien-11-ol 

1 a.-hldroxi-4(15},5E., 1 0(14)-germliCRtriene 

Figura 40. Sesquiterpenoides citotóxicos similares a los encontrados en D. anisandra. 
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En el caso del 3,5-eudesmadien-11-ol , aislado de las partes aéreas de Santolina 

rosmarinifolia, tuvo una actividad citotóxica con una CC50 ::; 5 ¡.Jg/ml (22 IJM) , sobre líneas 

celulares de leucemia murina (P-38) , cáncer de pulmón humano de células no pequeñas 

(A-549) , cáncer de colon humano (HT-29) y melanoma humano (MEL-28) (Barrero et al., 

1999). Una de las diferencias en las estructuras es la ausencia del grupo oxhidrilo en el 

carbono 1 del ~-eudesmol , y en el 3,5-eudesmadien-11-ol, además de la ausencia de ese 

oxhidrilo, se encuentran dos dobles enlaces endocíclicos en vez de un solo doble enlace 

exocíclico. En relación 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 concentración intracelular (Ghantous et al., 201 0) . 

En el caso del 1 ~.6a.-didhidroxi-4(15)-eudesmeno la actividad que ha sido reportada es su 

efecto antibacteriano contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Bacil/us subtilis 

(Gao et al., 1999). El isómero de dicho compuesto, 5 , 7-epi-1 ~.6~-dihidroxi-4(15)­

eudesmeno , presentó una débil actividad contra el virus de inmunodeficiencia humana 

(VIH) , con un valor de 1 O ¡.¡g/ml en la línea celular de linfocitos humanos MT -2 infectados 

con el virus VIH (cepa IIIB) (Sun et al., 2004). 

Sin embargo, como se ve en el Cuadro 10, el 1 ~.6a.-dihidroxi-4(15)-eudesmeno no 

presentó una actividad citotóxica significativa contra las líneas celulares Hela, Hep-2 y 

PC-3. Un compuesto similar, el 4(15)-eudesmane-1 ~,6a., 11-triol (Figura 40) , que fue 

aislado de las partes aéreas de Santolina rosmarinifolia , presentó actividad citotóxica , con 

una CC50 ::; 5 ¡.¡g/ml (22 ¡.¡M) , contras las líneas celulares P-388, A-549, HT-29 y MEL-28 

(Barrero et al. , 1999). Se ha propuesto que la presencia de grupos oxhidrilo aumenta la 

polaridad de un compuesto, aunque su localización podría ser apropiada para aumentar 

la bioactividad del compuesto (Ghantous et al., 201 O). Así, la presencia del grupo 

oxhidrilo en el carbono 11 del isopropilo de 4(15)-eudesmane-1 ~.6a., 11-triol podría influir 

en su actividad citotóxica. 

En el caso del 1 ~-hidroxi-4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno se ha descrito que es activo 

contra varias líneas celulares, cáncer humano de colon (HCT15) , adenocarcinoma 
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humano de pulmón de células no pequeñas (A549) , cáncer humano de ovario (SK-OV-3) , 

melanoma humano (SK-MEL-2) y cáncer del sistema nervioso central (XF498) ; los 

efectos citotóxicos reportados fueron ·de 3.12 IJg/mL (14.17 IJM), 3.13 IJg/mL (14.21 IJM), 

3.75 IJg/mL (17.06 IJM), 2.71 IJg/mL (12 .30 IJM) y 3.15 IJg/mL (14.34 IJM) , 

respectivamente (Choi et al., 2004) . Sin embargo, en este trabajo no fue posible evaluar 

su actividad debido a que después de aislarlo , dicho compuesto se degradó y no fue 

posible aislar más, pero era de esperar que posiblemente presentara actividad contra las 

líneas evaluadas. 

Por otro lado, en el estudio de Choi (2004) , el isómero 1 a-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)­

germacratrieno no presentó actividad citotóxica significativa con las líneas celulares 

empleadas, ya que presentó una CC50 mayor a 6.6 IJg/mL (30 IJM) (Choi et al., 2004). Se 

ha sugerido que en el caso de isómeros la disposición espacial del compuesto influye en 

la actividad, por lo que posiblemente la posición a del oxhidrilo e isopropilo del1 a-hidroxi-

4(15) ,5E, 1 0(14)-germacratrieno no sean adecuados para la actividad citotóxica del 

compuesto (Ghantous et al. , 201 O) . 

4. CONCLUSIÓN 

Los compuestos sesquiterpénicos encontrados en la corteza de D. anisandra, el 7-epi­

selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol, 1 ~.6a-didhidroxi-4(15)-eudesmeno y selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol, 

no fueron significativamente citotóxicos contra las líneas celulares Vera, HeLa, Hep-2 y 

PC-3. 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES 

1. DISCUSIÓN GENERAL 

En este trabajo se realizó el estudio fitoquímico del extracto diclorometánico de la corteza 

de Diospyros anisandra el cual fue particionado con hexano y acetonitrilo. La fracción 

hexánica resultante fue purificada hasta obtener dos compuestos sesquiterpénicos 

conocidos, el 1 f3 ,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y el 1 [3-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)­

germacartrieno, de tipo eudesmano y germacrano, respectivamente. Dichos compuestos 

fueron elucidados mediante la comparación de los datos espectroscópicos y la rotación 

óptica específica encontrados con lo reportado en la literatura para esos compuestos 

(Sun et al., 2004; Brown et al. , 2003) . 

Por otro lado, de la fracción acetonitrílica se obtuvo un nuevo sesquiterpeno, el 7 -epi­

selin-4(15)-en-1[3 ,11-diol, de tipo eudesmano. Dicho compuesto se determinó como 

nuevo debido a que los datos espectroscópicos y la rotación óptica específica 

encontrados no coincidieron con lo reportado para el compuesto conocido selin-4(15)-en-

1 [3, 11-diol (Uc Cachón, 2011 ; Adinarayana y Syamasundar, 1982). Además, las 

correlaciones espaciales encontradas en el espectro de ROESY indicaron la isomería 

diferente en el hidroxi-isopropilo. 

El compuesto 7 -epi-selin-4(15)-en-1 [3, 11-diol, el 1 f3 ,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y otro 

compuesto previamente aislado de la misma planta, el selin-4(15)-en-1 [3 , 11-diol, fueron 

evaluados en tres líneas celulares de cáncer (HeLa, Hep-2 y PC-3) y una normal (Vero) , 

pero no demostraron una actividad citotóxica significativa ya que presentaron CCso 

mayores a 5 ¡..Jg/mL (22 !JM). 

Comparando la actividad citotóxica de los compuestos evaluados con otros de estructura 

similar que sí fueron significativamente activos, como el 3,5-eudesmadien-11-ol y el 

4(15)-eudesmane-1 f3 ,6a, 11-triol, se observó que posiblemente la presencia y posición de 
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grupos oxhidrilo y dobles enlaces, así como la disposición espacial de la estructura, 

influyen en el efecto citotóxico de los sesquiterpenos aislados (Ghanthous et al., 201 O; 

Barrero et al., 1999). 

El compuesto 1¡3-hidroxi-4(15),5E, 1 0(14)-germacratrieno no fue evaluado debido a que se 

degradó después de ser aislado y de haberle determinado la rotación óptica. 

2. CONCLUSIONES GENERALES 

Se aislaron tres sesquiterpenos de la corteza de Diospyros anisandra dos conocidos, 

1¡3,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y 1¡3-hidroxi-4(15) ,5E, 1 0(14)-germacartrieno , y uno 

nuevo, 7 -epi-selin-4(15)-en-1¡3, 11-diol. Dichos compuestos se encontraron como 

componentes minoritarios de la corteza seca . 

Los sesquiterpenos 7 -epi-selin-4(15)-en-1¡3, 11-diol, 1¡3,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y 

selin-4(15)-en-1¡3, 11-diol (previamente aislado de la misma planta), no presentaron una 

actividad citotóxica significativa contra tres líneas celulares de cáncer (Hela, Hep-2 y PC-

3) y una normal (Vero) . 

3. PERSPECTIVAS 

El compuesto 7 -epi-selin-4(15)-en-1 ~. 11-diol debe ser aislado nuevamente para 

determinar su configuración espacial absoluta mediante difracción de rayos X o dicroísmo 

circular, y confirmar el isómero que se propone en este trabajo . 

A los compuestos aislados y evaluados que no presentaron actividad citotóxica se les 

puede realizar modificaciones estructurales relacionadas con la actividad citotóxica, 

mediante distintas reacciones químicas, como la introducción de un anillo de lactona ya 

que se ha observado que la presencia de este anillo influye en la actividad citotóxica de 

estos compuestos (Ghantous et al., 201 O) . 
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A pesar de que los sesquiterpenos aislados no fueron significativamente citotóxicos, no 

se puede descartar la posibilidad de que dichos compuestos puedan presentar 

actividades diferentes relacionadas con el cáncer, como son la anti-proliferativa, la anti­

angiogénica o la anti-metastásica. Un ejemplo de esto es el ¡3-eudesmol , que a una 

concentración de 22 ~g/ml (100 ~M) inhibe la proliferación celular de líneas tumorales y 

la angiogénesis (Ma et al., 2008). 

Por otro lado, el compuesto 1 ~-hidroxi-4(15) ,SE, 1 0(14)-germacratrieno debe ser re­

aislado y evaluado contra las líneas celulares, ya que existen reportes de la actividad 

citotóxica de dicho compuesto sobre líneas tumorales humanas de colon (HCT15), de 

pulmón (A549), de ovario (SK-OV-3) , de melanona (SK-MEL-2) y del sistema nervioso 

central (XF498) (Choi et al., 2004) . 
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