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Sulfito de sodio

Sulfato de sodio anhidro
Borohidruro de sodio
Bicarbonato de sodio
Nitrito de sodio

Piridina (Acronimo del ingléspyridine)
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ABSTRACT

Despite the fact that Amphipterygium adstringens (usually know as “cuachalalate”) is used intensively in
traditional medicine throughout México, there are, to our knowledge, no previous studies concerning the
actual therapeutic, anti-inflammatory and anti-cancer properties of this species. This lack of data
prompted us to evaluate the aqueous (AE) and hexane HE) extracts from A. adstringens in two models
of acute inflammation: 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced ear edema and
carrageenan-induced paw edema. Also, the cytotoxic activities of the extract HE, as well as both 1and 2

on five human cancer cell lines, were determined.

Based on the promising biological of 1 and 2, we structurally modified them to identify new active anti-
in?ammatory triterpenoids. So, 26 derivatives were obtained. Then, on the TPA-induced ear edema, 20
compounds were tested. The results showed that the 7,8-epoxy derivatives 12, 16 and 26 were the most
actives, showing ten times activity than their parent compounds. Also, it was identified different biology

effects in compounds 12, 16 and 26, with respectto 1,2 and 3.

On the other hand, masticadienolic acid (3) showed a similar inhibitory response when compared with
those of 1 and 2 on carrageenan-induced local inflammation. Derivatives 6, 7 and 21 are inactives on
carrageenan-induced edema. However, on the TPA-induced ear edema these compounds were more

actives than 1 and 2.

To identify an in vitro marker predictive for the anti-in2ammatory in vivo activity of 1, 2 and their
derivatives, two assays were implemented. Only 1 and 2 shown inhibitory effects on the leukotriene B
production from ionophore-stimulated polymorphonuclear leukocytes test. And, in nitric oxide generation
in lipopolysaccharide (LPS)-activated peritoneal macrophages, the results showed that 1 presented the
highest activity, followed by 2, while AE and HE showed the lowest; however 1 and 2 were very

cytotoxic. We also found that 1, 2, 6, 12 and 16 elicited an increment in NO release from resting cells.

Results suggest that 1 and 2 may to act as NO production modulators. On inflammation, acids 1 and 2
act as anti-inflammatory agents. And, both acids act as pro-inflammatory substances on normal

conditions. An appropriate demonstration to this assumption was required.
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On the other hand, it was proved that the dimensions and conformations of both 1 and 2 are crucial
requirements to inhibit the enzyme phospholipase A (PLA2), which is involved in the inflammation
induce by the TPA, then a comparative crystallographic structural analysis of 1, 5, 15 and 16 was
performed. It might be assumed that 5, 15and 16 have not the structural requirements to inhibit the

PLA,, therefore their anti-inflammatory activities may no be due to the inhibition of PLAp.

Aditionally, CoMFA study was performed to know which structural parameters of these triterpenes are
important for the activity. The information about the relationships between steric / electrostatic property
and biological activity was very interesting for this study. The results allowed us to know that the
effectivity of 12, 16 and 26 was associated with their nucleophilicity. And, the electrophilicity may

determine a lack of activity on TPA-induced edema.

Finally, compownd 12 was proposed as starting point br the development for news anti-inflamatory
molecules.
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RESUMEN

El objetivo principal de esta tesis es contribuir con el desarrollo de farmacos antiinflamatorios y
citotoxicos a partir de productos naturales. En especial de los acidos masticadienoico (1) y 3

epimasticadienolico (), principales componentes del cuachalalate (A. adstringens).

La corteza del cuachalalate se utiliza frecuentemente en el tratamiento de Ulceras gastricas, cancer de
estdmago, gastritis y algunas lesiones cutaneas. Sin embargo, no existen estudios previos acerca de las
propiedades antiinflamatorias y citotoxicas de esta especie. Por lo tanto, como paso inicial, se
investigaron las propiedades antiinflamatorias de los extractos acuoso EA) y hexanico EH) de la
especie, y de los &cidos 1y 2 mediante los modelos de edema inducidos por TPA y carragenina
Asimismo, mediante el ensayo de citotoxicidad en lineas tumorales se determinaron los efectos del

extracto EHy de los &cidos 1 y 2.

Posteriormente, los acidos 1y 2 se usaron como estructuras base y se obtuvieron 26 derivados. Las
activdades biologicas in vivo e in vitro de los derivados obtenidos permitieron distinguir datos

interesantes.

Los epoxiderivados 12, 16y 26 fueron los compuestos mas activos de los 18 compuestos evaluados en
el modelo de edema inducido por TPA En tanto, en el modelo de edema inducido por carragenina en la
pata de la rata, el &cido masticadiendlico (3) mostré una respuesta inhibitoria similar a los &cidos 1y 2.
Por su parte, los derivados 6, 7y 21 evaluados en el ensayo de carragenina no presentaron efectes
significativos. Sin embargo, estos compuestos mostraron una actividad superior a los triterpenos 1y 2,
en el edema inducido por el forbol.

En el ensayo in vitro de produccion de leucotrieno B, de los compuestos evaluados Unicamente los
triterpenos 1 y 2 inhibieron el efecto de forma equivalente. En tanto, el modelo de produccién in vitro de
oxido nitrico en macroéfagos activados, los acidos 1y 2 mostraron respuestas inhibitorias. Sin embargo,
en macréfagos en reposo, los compuestos 1, 2, 6, 12 y 16 promovieron la produccion del oxido nitrico.
El comportamiento de 1y 2 sugirié una probable accion antiinflamatoria en un cuadro inflamatorio, en

donde existe gran generacion de oOxido nitrico. En tanto que en condiciones normales, probablemente
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ambos acidos se comportan como agentes proinflamatorios. Lo anterior es una suposicion, por lo tanto,

su comprobacion requerird de estudios apropiados.

Por otro lado, se ha demostrado que los acidos 1y 2 son inhibidores especificos competitivos de la
enzima fosfolipasa A (Jain et al., 1995). Al respecto se indicd que las dimensiones y conformacion
moleculares de los triterpenos 1y 2 son elementos esenciales en la inhibicion de la PLA.. Los datos
generados a partir del anlisis de difraccion de rayos X indicaron que 5, 15 y 16 no semejaban las
caracteristicas estructurales de 1y 2. Por lo tanto, se sugirié que las acciones bioldgicas de 5,15 y 16

no incluian efectos sobre la fosfolipasa As.

Adicionalmente, un andlisis de relacion estructura-actividad permitié sugerir que la efectividad de los

derivados 12, 16 y 26 se relaciona con sus propiedades nucleofilicas. Y se propuso el compuesto 12

como molécula «cabeza de serie» para desarrollar nuevas moléculas antiinflamatorias.
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1. INTRODUCCION

La inflamacion es un mecanismo fisioldgico de defensa en respuesta a la presencia de un agente
xenobiotico. El proceso comprende una serie de eventos que inician con el aumento en la
permeabilidad vascular, la salida de fluidos y proteinas sanguineas y la infiltracion preferente de
leucocitos. Estas células en coordinacion con otras producen una variedad de moléculas que regulan,

mantienen y concluyen la inflamacion tras la remocion del agente causal (Cirino, 1998).

No obstante, algin mal funcionamiento de cualquiera de los mecanismos implicados en la inflamacion

puede conducir a la perpetuacion del dafio. Esta situacion es el origen de una variedad de

enfermedades cronicas con importantes indices de morbilidad y mortalidad.

La terapéutica de la inflamacion comprende el uso de farmacos de tipo esteroidal y no esteroidal. Los
glucocorticoides, cuya naturaleza es esteroidal, inhiben la transcripcion de genes proinflamatorios y
suprimen la respuesta inmune (Adcock, 2000). En tanto, los farmacos no esteroidales inhiben la enzima
ciclooxigenasa (COX); sin embargo, se asocian con complicaciones de tipo gastrointestinal y renal
(Fungetal., 1999).

La medicina tradicional constituye una modalidad terapéutica desde hace mucho tiempo. De acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente tres cuartas partes de la poblacion mundial
recurre a los remedios tradicionales, principalmente de especies vegetales, para la recuperacion de su
salud. El mpacto de los productos naturales ha sido tan importante, que suelen ser la materia prima o
los constituyentes activos de casi un 30 % del arsenal farmacéutico actual. Algunos ejemplos son la
aspirina, la atropina, la efedrina, la digoxina, la morfina, la quinina, la reserpina, la tubocurarina y el taxol

(Anwarul y Atta-ur-Rahman, 2005).

En la bisqueda de principios activos con accion antiinflamatoria, los triterpenos atraen la atencion por
sus propiedades farmacologicas y se incluyen ademas de la antiinflamatoria (Safayhi et al., 1997), la
antimicrobiana (Cantrell et al., 1996), la citotoxica (Gan et al., 1998) y la inmunomoduladora (Calis et al.,

1997), entre otras.
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La corteza del cuachalalate (Amphipterygium adstringens), tradicionalmente se ha utilizado en el
tratamiento de diversas patologias asociadas con la inflamacion. La especie es una fuente de

triterpenos, principalmente. Sin embargo, también sintetiza acidos anacardicos y cardanoles.

2. INFLAMACION

La inflamacion se desarrolla como parte de los mecanismos de defensa del organismo en respuesta a
estimulos de naturaleza diversa. Estos pueden ser externos, como traumatismos mecanicos y
productos quimicos; o internos, como lesiones provocadas por procesos isquémicos, patogenicos (virus,

parasitos y bacterias)y autoinmunes.

La inflamacion se localiza generalmente en el tejido conectivo, en donde ocurre la degeneracion de las
paredes de los vasos sanguineos y se produce un incremento en la permeabilidad. Estos eventos
conducen a una extensa salida de plasma y células, que luego penetran en el espacio intersticial y

emigran hacia la zona dafiada.

A nivel macroscdpico, el proceso se manifiesta por la presencia de eritema, edema, calor y dolor. Estas
expresiones clinicas fueron distinguidas por Celso (siglo | d. C) como signos cardinales de la
inflamacion. Virchow (siglo XIX d. C) sum6 un signo mas, refiriendo la pérdida de la funcion tisular
(Nathan, 2002).

El proceso de inflamacion puede ser agudo o crénico. La inflamacion aguda es inmediata, de corta

duracion ylos signos clinicos son sustanciales. El estado crdnico es permanente y la sintomatologia

suele ser poco evidente.

2.1. Inflamacion aguda

La inflamacion aguda contribuye con la eliminacion de células muertas, la neutralizacion de infecciones

locales y la promocion de la accion del sistema inmune.
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La respuesta aguda se controla por mediadores celulares y moleculares. Los componentes celulares
incluyen células endoteliales, eosindfilos, neutrofilos, monocitos-macréfagos, mastocitos-basdfilos,
linfocitos y plaquetas. En tanto, los mediadores de la inflamacion comprenden las proteasas
plasméticas, incluidas dentro de los sistemas de complemento, de cininas y de coagulacion; los
mediadores lipidicos, como las prostaglandinas, los leucotrienos y d factor activador de plaquetas; los
neuropéptidos y las aminas vasoactivas; las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno; y las
citocinas (Espinos etal., 2004).

2.2. Mediador es moleculares de la inflamacion aguda

Desde que la histamina se sugirid como mediador, se ha descrito un sinnimero de moléculas de
naturaleza y origenes diversos, quienes son responsables de las distintas fases y manifestaciones de la

inflamacion (Espinos et al., 2004).

La inflamacion inicia con fenémenos vasculares y de reclutamiento celular. Durante las primeras horas
(6 a 24 h), los leucocitos polimorfonucleares (LPMN), en especial los neutréfilos se encuentran en
permanente actividad. Después, son reemplazados por los monocitos, que al diferenciarse en
macrofagos actuan en la fagocitosis y digestion de cuerpos extrafios y residuos celulares. Lo anterior a
través de la liberacion de una variedad de productos toxicos, como enzimas hidroliticas y proteoliticas v,

especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrdgeno (ERN) (Lawrence et al., 2002).

Cuando el endotelio vascular se dilata, aumenta la permeabilidad, el flujo sanguineo y la afluencia de
componentes plasmaticos y celulares hacia la zona afectada. Las aminas vasoactivas (histamina y

serotonina) participan en la regulacion del tono vasomotor endotelial.

Por su parte, las citocinas controlan los mecanismos de proliferacion, diferenciacion y activacion de las
celulas que las producen, como linfocitos y macrofagos activados. En especial, las citocinas como el
factor de necrosis tumoral tipo alfa (FNT-a) y la interleucina 1 tipo beta (IL-1B) activan las vas de
sefializacion que regulan la expresion de moléculas de adhesion celular en el endotelio vascular. Estas

citocinas de accion quimiotactica facilitan la salida de leucocitos y su desplazamiento hacia el tejido
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(Shanley et al., 1995). También, las citocinas regulan la produccion de inmunoglobulinas (Espinés et al.,
2004).

Las proteinas plasméticas de los sistemas de complemento, de cininas y de coagulacion, participan en
la promocion y el control de las respuestas inflamatoria e inmune. El complemento interviene en la
opsonizacion, la quimiotaxis y la formacion del complejo de ataque contra la membrana del agente
xenobidtico. Las cininas producen la liberacion de bradicinina, que a su vez contribuye en el aumento de
la permeabilidad vascular, la vasodilatacion, la contraccion del musculo liso, el dolor y la sintesis de
prostaglandinas (Espinés et al., 2004). Por su parte, el sistema de coagulacion y la inflamacion son
procesos que se regulan entre si. La inflamacion promueve la cascada de la coagulacion y la activacion
plaquetaria por diversos mecanismos, uno de ellos es la presencia de un factor en la membrana de los
monocitos activados, el cual une los factores VIl y Vila de la coagulacion. Asimismo, la coagulacion
induce la activacion de células endoteliales, los cuales estimulan a los leucocitos. La autoamplificacion

del ciclo inflamacién-coagulacion se controla por moléculas como la proteina C (Espafia et al., 2004).

Otro grupo de mediadores son los neuropéptidos, quienes se encargan de inducir la produccion y
liberacion de histamina, dxido nitrico y cininas. El factor activador de plaquetas (PAF) es un mediador
responsable de la agregacion plaquetaria y también de la estimulacion de células proinflamatorias
(Espinds et al., 2004).

Son muchas las moléculas que intervienen en la inflamacion; sin embargo, las prostaglandinas, los
leucotrienos y el oxido nitrico han sido considerados como las moléculas mas activas durante el
proceso. La produccion de estas moléculas se promueve por el factor de activacion nuclear tipo kappa

B (NF-kB). Los mecanismos y funciones bioldgicas que desempefian estos mediadores, asi como la

importancia de NF-kB en la inflamacion se describen en los siguientes parrafos.

2.2.1. Derivados del acido araquidonico

Los eicosanoides son moléculas poliinsaturadas de 20 &tomos de carbono y provienen del &cido

araquidénico (AA). Dentro de este grupo se incluyen las prostaglandinas (PGs), los tromboxanos (TXs),
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las prostaciclinas, los leucotrienos (LTs) y las lipoxinas. El AA se almacena en la membrana como
glicerofosfolipido y se libera por la accion de las fosfolipasas A2 (PLA2) y C (PLC) (Tithof et al., 1998).

Hasta el momento se han encontrado tres isoformas de la PLA; la de secrecion (PLAS), la
independiente de calcio (PLAi) y, la citosdlica dependiente de calcio (PLAc). Los subtipos PLAzC y
PLA: liberan el AA intracelular; en tanto que la PLAzs actia a nivel extracelular. Mientras las isoformas
de secrecion y la citostlica se involucran en la inflamacion; la PLAi se encarga de la homeostasis
celular y reconstruccion de las membranas. Se sabe que diferentes formas de PLA> pueden generar

cancer; no obstante, los mecanismos aun no se conocen con precision (Laye y Gill, 2003).

Las caracteristicas estructurales del AA y, en particular, la presencia de cuatro dobles enlaces Z,
determinan su reactividad con el oxigeno. Este evento puede ser espontaneo o enzimatico (fig. 1). La
via espontanea involucra la intervencion de radicales libres, que generan los isoprostanos, los cuales

participan en el estrés oxidativo (Montuschi et al., 2004).

La via enzimatica comprende tres oxigenasas: ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa (LO) y epoxigenasa
0 citocromo P450. Los productos correspondientes son las PGs y los TXs; los &cidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETES) y los LTs; y, los acidos epoxieicosatrienoicos (EETS), isomeros de

los HETES. En la figura 1 se muestran las vias de metabolizacion del AA.

Por dltimo, el AA intacto se reincorpora a la membrana mediante la accion de la acetilransferasa de
lisofosfatidilo (Smith et al., 2000; Titos, 2004).
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2.2.1.1. Prostaglandinas

Las prostaglandinas son los autacoides mas abundantes y se encuentran practicamente en todos los
tejidos y fluidos del organismo. Su produccion se incrementa por una variedad de estimulos y su
espectro de accion es muy variado. Desde hace afios se ha visto que la inhibicién de su sintesis es una

opcion terapéutica antiinflamatoria muy interesante (Espinds et al., 2004).

Las ciclooxigenasas (COX) son las enzimas responsables de la produccion de prostaglandinas. S

ubican en las membranas microsomal y nuclear y catalizan tanto la ciclacion del AA a prostaglandina G
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(PGG), como su conversion inmediata en prostaglandina H: (PGH2). Este endoperoxido es sustrato de
varias isomerasas especificas Fung y Kirschenbaum, 1999). La sintasa de prostaciclina convierte a
PGH. en prostaciclina PG, la cual participa en la vasodilatacion y en la inhibicion de la agregacion
plaquetaria. En tanto, la sintasa de tromboxano transforma a PGH: en tromboxano Aq; que posee
acciones opuestas a las de PGh. También, a partir de la PGH, y por la accion de tres sintasas, se
originan las prostaglandinas D, E y Fa. En procesos alérgicos, los mastocitos liberan la PGD;, este
mediador posee funciones similares a la prostaciclina PGk, ademas actla en los receptores del dolor.
La PGE activa alos leucocitos y las plaquetas, produce broncoconstriccion por su accion sinérgica
junto con bradicinina, IL-1 e histamina y promueve la fiebre, el edema y el eritema. La PGF24 posee su

accion principal en la vasoconstriccion (Malgor y Valsecia, 2000; Smith et al., 2000).

Existen dos isoformas de ciclooxigenasa COX-1 y COX2. La COX-1 esta presente en casi todas las
células del organismo, con excepcion de los hematies. Esta enzima constitutiva es responsable de la
produccion permanente de prostaciclina PGL. Las prostaglandinas derivadas de COX-1 controlan el
flujo y la distribucion sanguinea renal, la reabsorcion de sodio y aguay la liberacion de renina (Malgor y
Valsecia, 2000; Smith et al., 2000; Espinos et al., 2004).

En tanto, la COX-2 no esta presente en condiciones normales, no obstante, se sospecha su existencia

en el cerebro. Esta enzima se induce Unicamente en la inflamacion, como respuesta a citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6 y FNT-a); algunos factores de crecimiento; y el lipopolisacérido (LPS). Su
expresion se inhibe por citocinas antiinflamatorias y farmacos esteroidales (Malgor y Valsecia, 2000;
Espinds etal., 2004).

2.2.1.2. Leucotrienos

Reciben este nombre porque se forman en los leucocitos y tienen en su molécula, de 20 atomos de

carbono, tres dobles uniones conjugadas. Al igual que las prostaglandinas, derivan del AA, por la accion

enzimatica de la 5-lipooxigenasa (Espinds et al., 2004).
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Las lipooxigenasas (LO) son enzimas citosdlicas que incorporan una molécula de oxigeno en la
estructura del AA. Dependiendo de la posicion en la cual producen la oxigenacion, existen tres formas
de LOs: 5L0, 12-LO y 15L0. Los productos correspondientes son los hidroperoxidos (HPETES): 5
HPETE, 12-HPETE y 15-HPETE (Titos, 2004).

La 5LO es la enzima mas importante, se localiza principalmente en los neutrdfilos, los eosindfilos, los
macrofagos y los mastocitos. La enzima inactiva se transloca hacia la membrana nuclear, en donde
interacciona con su proteina activadora, posteriormente, produce el 5HPETE. Este nuevamente es
sustrato de 5-LO y, se transforma en un epdxido inestable y muy reactivo, el leucotrieno As (LTAs). Este
intermediario puede convertirse en LTBs; 0 conjugarse con una molécula de glutation, originando el
LTCs. Este ultimo, por la pérdida sucesiva de residuos de aminoacidos, se transforma en LTD4 y LTEa.
Alternativamente, el 5-HPETE por la accion de una peroxidasa de glutation, se convierte en 5-HETE, de
acciones quimiotactica y mitogénica (Titos, 2004).

El LTBs estimula la quimiotaxis, adhesion celular, produccion del ion superdxido y liberacion de enzimas
hidroliticas de neutrdfilos. Los LTs G, D4 y E4 Se conocen como cisteinil-LTs y tienen accion en la

constriccion de vasos sanguineos (Malgor y Valsecia, 2000; Espinds et al., 2004).

2.2.2. Oxido nitrico

EI NO es un radical sin carga con un electron no apareado (fig. 2), la ausencia de carga permite su libre
difusion a través de las membranas Y, en particular, el electron solo confiere una gran reactividad y
rapida conversion in vivo en especies reactivas derivadas de nitrégeno (ERN). Estas moléculas
lipofilicas poseen gran capacidad de difusion y, por lo tanto, interaccionan con una variedad de

moléculas y de enzimas.

El 6xido nitrico (NO) es un importante regulador endégeno de diferentes procesos fisiologicos, como el
control de la presion sanguinea, la neurotransmision, la agregacion plaquetaria y la accion citostatica de
los macréfagos (Wink y Mitchell, 1998; Davis et al., 2001).
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Las sintasas de dxido nitrico (NOS) catalizan la reaccion entre oxigeno y el aminoacido L-arginina y
producen el NO y la citrulina. Existen tres isoformas de esta enzima: la neuronal (NOSn), la inducible
(NOS) y la endotelial (NOSe). Las formas constitutivas (NOS y NOSn) se encuentran en células
endoteliales y en algunas neuronas, respectivamente. Sin embargo, también se localizan en plaquetas,
LPMN y células de misculo cardiaco. Estos subtipos se encargan de la produccion basal del NO
responsable de la integridad endotelial, la funcién vascular normal y la comunicacion interneuronal. En
tanto, la NOSi se expresa en procesos de inflamacion por macrdfagos y fagocitos y, s inhibe por los
glucocorticoides (Moncada et al., 1991). EI NO producido por esta via es un vasodilatador potente,
promueve la permeabilidad vascular y la produccion de prostaglandinas, asimismo, posee accion toxica
contra bacterias, hongos, parésitos y otros agentes patdgenos. Sin embargo, el NO y sus metabolitos
también regulan mecanismos de defensa y promueven la reconstruccion del tejido dafiado. Por lo

anterior, el NO es una molécula moduladora de la inflamacion (Wink y Mitchell, 1998; Wu, 2004).

N0

Figura2
Estructura del 6xido nitrico

2.2.3. Factor de activacion nuclear tipokB

El factor de transcripcion NF-kB se encuentra en todas las células del organismo, esta constituido por
proteinas de la familia REL, en especial p65, p50, REL ¢, REL B y p52. El heterodimero p50-p65 es el

mejor conocido.

Este complejo se encuentra inactivo en el citoplasma, unido a la molécula IkB. La activacion del péptido
ocurre después de la fosforilizacion de kB, la cual & produce por estimulos diversos, como radicales
libres, mediadores proinflamatorios, carcindgenos, promotores de tumores, endotoxinas, radiacion
gamma, luz ultravioleta y rayos X. Una vez activado se dirige hacia el ndcleo y se une al acido
desoxirribonucleico (ADN). EI NF-kB participa en la expresion de aproximadamente 400 genes, quienes

se involucran en la supresion de la apoptosis, la induccién de eventos celulares como transformacion,
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proliferacion, invasion y metastasis, la inflamacion, la replicacion viral, la angiogenesis, el estrés

oxidativo y la formacion de osteoclastos (Aggarwal y Shishodia, 2004).

En relacion con la inflamacion, el NF-kB promueve la expresion de moléculas proinflamatorias, como
FNT-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, PAF, NO, PGs y LTs (Hayden y Ghosh, 2004); también moléculas de
adhesion celular, como las selectinas E y P, ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular) y VCAM-1

(molécula de adhesion entre células y el endotelio vascular) (Espinés et al., 2004).

La forma activa de NF-kB se ha encontrado en el cancer, la aterosclerosis, el infarto al miocardio, la
diabetes, la alergia, el asma, la artritis, la enfermedad de Crohn, la esclerosis multiple, la enfermedad de
Alzheimer, la osteoporosis, la psoriasis, el choque séptico y el sida (Aggarwal y Shishodia, 2004). En

especial, el factor NF-kB se ha hallado en tumores de mama, ovario, colon, pancreas, tiroides, préstata,

pulmoén, cabeza y cuello, vejiga, piel y médula dsea, en linfomas y leucemias (Aggarwal et al., 2006).

Muchos de los agentes que previenen la inflamacion y el cancer actian suprimiendo la activacion de
NF-kB (Yamamoto y Gaynor, 2001; D'Acquisto et al., 2002; Karin & Greten, 2005).

2.3. Reparacion del dafio en lainflamacion aguda

Con la accion de los mediadores celulares y moleculares proinflamatorios se logra controlar el estimulo,
de manera que comienzan a operar los mecanismos de reparacion de los tejidos dafiados. Las fases de
regeneracion y cicatrizacion estan al cargo principalmente de macréfagos y neutrdfilos, quienes ademas

produceny liberan los factores de crecimiento tisular (Lawrence et al., 2002).

La estructura y la funcidon normal del tejido se restablecen por la presencia de células nuevas. La
reconstruccion del tejido dafiado se caracteriza por el recubrimiento de células del tejido conectivo
(fibroblastos y células endoteliales). EI mecanismo comprende cuatro etapas: la formacion de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis); la migracion y la proliferacion de fibroblastos; la exudacion y el
depdsito de fibrina en la matrizextracelular; y el desarrolloy la organizacion del tejido fibroso (Lawrence
etal., 2002).
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2.4. Inflamacion cronica

La inflamacion cronica es una respuesta prolongada con evidentes signos de inflamacion activa y
notable destruccion tisular. De manera simultdnea y descontrolada funcionan los mecanismos de

aislamiento, destruccion y eliminacion del xenobiotico y de reparacion del tejido dafiado.

La inflamacién crénica puede ser consecuencia de una respuesta aguda, por la permanencia del
xenobidtico, la disfuncionalidad de alguno de los medios antiinflamatorios enddégenos. Otras causas

pueden ser las infecciones persistentes, la e xposicion constante a agentes toxicos y la autoinmunidad.

La evolucion persistente e incontrolada de la inflamacion constituye ¢ origen de una variedad de
enfermedades, como el reumatismo, el asma, la esclerosis mdltiple, la aterosclerosis, la osteoporosis, el
cancer y otras. Por lo tanto, la regulacién de los mecanismos celulares y moleculares de la inflamacion

resulta de gran interés terapéutico (Nathan, 2002).

2.5. Terapéutica de lainflamacion

Las estrategias terapeuticas de la inflamacion se han abordado considerando la diversidad de
mediadores celulares y moleculares. Desde hace algunos afios se tenia la esperanza en la
manipulacion farmacoldgica de las citocinas proinflamatorias, como el factor FNT-a; las interleucinas IL-
1, IL-6, IL-8, quimiocinas y otras. Sin embargo, la modulacion de estas moléculas no ha solucionado el

problema.

El descubrimiento de ciertas citocinas de accion antiinflamatoria (como la IL-4 y la IL-10) ha permitido
conocer los mecanismos de accion de algunos farmacos antiinflamatorios. También se ha dirigido la
atencion hacia las enzimas fosfolipasa 4, ciclooxigenasa, lipooxigenasa y sintasa de oxido nitrico de
activa participacion en la inflamacion. Los estudios acerca de las isoformas inducibles de la COX y la

NOS han ampliado las expectativas de encontrar farmacos antiinflamatorios eficaces.
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Aunque el control terapéutico de la inflamacion no se ha logrado por completo y ain es un reto por
conquistar, hoy en dia en la clinica se utilizan principalmente los famacos antiinflamatorios esteroidales
y no esteroidales (AINES) (Espinds et al., 2004).

2.5.1. Farmacos antiinflamatorios ester oidales

Los glucocorticoides (GCs) representan un grupo de sustancias esteroidales de accion antiinflamatoria
endogena. Los GCs son hormonas de accion endocrina producidas en la corteza suprarrenal. Estos se
encargan del mantenimiento de la glucemia y la tension arterial normal, asimismo modulan procesos de

inmunidad, inflamacién y de adaptacion por el estrés (Borne, 1995; Adcock, 2000; Newton, 2000).

Ciertos receptores hormonales citoplasmaticos especificos reconocen y se unen con los GCs.
Posteriormente, el complejo receptor-GC se dirige hacia d nlcleo y antagoniza la transcripcion de
genes para moléculas proinflamatorias. También, los GCs inducen la expresion de anexina-1 (0
lipocortina-1), quien inhibe la produccion de prostaglandinas e impide la migracion de neutréfilos y de
monocitos. Otras acciones de los GCs son el efecto inmunosupresor de linfocitos T y la inhibicion de la
mitosis celular (Adcock, 2000; Newton, 2000).

Sin embargo, los GCs producen una variedad de efectos secundarios, como la exacerbacion de los
niveles sanguineos de glucosa, insulina y lipidos; la inhibicion de la accién de la hormona antidiurética,
con incremento en la eliminacion de agua; la accion mineralocorticoide con retencion de sodio y

eliminacion de potasio y la produc cion de hipertension arterial (Espinds et al., 2004).

El cortisol es un glucocorticoide prototipo precursor de farmacos muy activos, como la betametasona, la
dexametasona Y la triamcinolona (fig. 3). Estos GCs no poducen efectos mineralocorticoides (Borne,
1995).
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Figura3

Algunos farmacos antiinflamatorios esteroidales
(Tomada de Borne, 1995)

2.5.2. Farmacos antiinflamatorios no esteroidales

Los AINES constituyen un grupo de farmacos quimicamente heterogéneo (fig. 4) con acciones
analgésica, antipirética y antiinflamatoria. También pueden ser antiagregantes plaquetarios y
uricosuricos. Los AINES son ampliamente utilizados en la terapéutica general, incluyendo patologias del
aparato locomotor como artrosis, artritis reumatoide, trastornos musculoesqueléticos; asi como febre,

colicos nefriticos y biliares, cefaleas, dismenorrea, traumatismos, entre otras.

El mecanismo de accién principal de los AINES clasicos consiste en la inhibicion de la COX. Sin
embargo, se han asociado con complicaciones como la enfermedad ulcerosa péptica, la hemorragia

digestiva y la insuficiencia renal (Espinés et al., 2004).

Dependiendo de su selectividad por las dos isoformas de COX, los AINES se han clasificado en 4
grupos: a) selectivos a COX-1, se incluye solamente la aspirina, en dosis bajas; b) no selectivos a COX,

abarcan los farmacos AINES clasicos, como ibuprofeno, indometacina, piroxicam, entre otros; c)
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selectivos moderadamente a COX-2, como salicilatos y meloxicam; y d) muy selectivos a COX-2, como

celecoxib y rofecoxib.

N N
| H
N
CHjg / <\
N0
COOH
Indometacina Piroxicam
o/
¢
ChHs
| >
O O
HOOC
Ibuprofeno Rofecoxib

Figura4

Algunos farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(Tomadade Fung y Kirschenbaum, 1999)
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3. AMPHIPTERYGIUM ADSTRINGENS

3.1. Descripcion dela especie

Amphipterygium adstringens Schiede Schlecht (sinonimia Juliania adstringens, familia Julianaceae), es
un arbol medicinal de aproximadamente 5 a 10 m de altura, generalmente de tronco retorcido y cuya
corteza, color gris parduzco, es extremadamente astringente y de olor aromético (fig. 5). En la
Republica Mexicana se localiza principalmente en los estados de Nayarit, Jalisco, Michoacén, Oaxaca,
Puebla y Morelos (Argueta et al., 1994).

Figurab
Amphipterygium adstringens Schiede Schlecht

Existe una variedad de nombres atribuibles a la especie. En las zonas nahuas del altiplano central que
comprenden los estados de México, Morelos, Tlaxcala, Puebla, Hidalgo y Distrito Federal, la especie se
conoce como cuachalalate, cuachalalatl o cuachalald. En Michoacan, como matixeran, maceran y
pacheco. En Oaxaca como cuachinald y en Puebla la gente la conoce como volador (Argueta et al.,
1994).
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Sin embargo, cuachalalate es la denominacion mas habitual. Cuachalalate es la hispanizacion de
«cuauchachalatli», palabra de origen nahuatl. El andlisis gramatical del vocablo cuauchachalatli,
compuesto por «cudhuith» que significa arbol y «chachalatli», nombre que designa a cierto pajaro
hablador, mejor conocido como chachalaca, sugiere que la palabra cuachalalate significa «arbol de la

chachalaca».

3.2. Usos etnomédicos

Desde tiempos prehispanicos, el cuachalalate ha formado parte importante de la cultura y medicina
tradicional de los estados que comprenden el altiplano mexicano. Esta circunstancia ha favorecido que
la especie sea una de las plantas medicinales mejor conocidas y mas utilizadas (Argueta et al., 1994).
Hasta el momento, se conocen cerca de 40 usos terapéuticos tradicionales del cuachalalate; no
obstante, es muy frecuente su disposicion para el tratamiento de Ulceras gastricas, cancer de estdmago,

gastritis y algunas lesiones cutaneas (Oliveraetal ., 1999).

Por lo general, las infusiones o los cocimientos de la corteza son las preparaciones medicinales
habituales. Se aplican en algunas afecciones femeninas, como la infeccion vaginal, la fiebre puerperal,
el flujo vaginal anormal, la inflamacion y la caida de la matriz y de los ovarios. También se emplean en
el tratamiento de padecimientos asociados con el estomago, como la estomatitis, el cancer digestivo,

los dolores gastricos y la pesadez estomacal.

El efecto astringente de la corteza confiere propiedades como desintoxicante sanguineo, por lo cual se
dispone para algunas enfermedades asociadas con el flujo sanguineo, como varices y Ulceras

varicosas.

La corteza también se utiliza contra infecciones bucales, como estomatitis herpética y aftosa; dolor de
muelas y para endurecer las encias. También se ha referido su uso en enfermedades del higado y de la
vesicula; para el tratamiento de la tifoidea; padecimientos respiratorios como tos, amigdalitis, resfriados,
tuberculosis y enfermedades pulmonares; para la infeccion e inflamacion renales y en la terapéutica de

dolores en general. Las fiebres intermitentes, el paludismo, la caida de cabello, las manchas en la piel,
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la gangrena y la diabetes son padecimientos que también se han tratado con la corteza (Martinez, 1992;
Hersch-Martinez, 1995; Argueta et al., 1994; Olivera et al., 1999).

3.2. Estudios fitoquimicos

Los estudios fitoquimicos de la corteza de A. adstringens han demostrado la presencia de triterpenos

tetraciclicos y pentaciclicos (fig. 6), asi como acidos anacardicos y cardanoles.

Dentro de los triterpenos tetraciclicos se mencionan a los &cidos 3a-hidroxi-6-0xo-7, 24Z-tirucaladien-
26-oico (1.1.), 3, 7-dioxo-8, 24Z-tirucaladien-26-oico (1.2.), 3a-hidroxi-7-0x0-8, 24Z-tirucaladien-26-oico
(1.3.), 7, 11-dioxo-3a-hidroxi-8, 24Z-tirucaladien-26-oico (.4.), 3, 8dioxo-7b-hidroxi-7, 9cicro-7, 8
seco-24Z-tirucaladien-26-oico (L.5.), 3b-hidroximasticadienoico (1.7.), masticadienoico (L.8.) (Sorianc-
Garcia et al., 1987), isomasticadienoico, instipolinasico (Dominguez et al., 1983), cuachalalico (Watson
et al., 1987), 7, 11-dioxo-3a-hidroxieufa-8, 24-dien-26-oico, schinol (1.6.) y b-fitoesterol (1.13.) (Argueta
etal., 1994; Navarrete etal., 1989; Oliveraet al., 1999; Makino et al., 2004).

En tanto, los acidos oleandlico (1.9.), oleanoico (1.10.) y 3epioleandlico, 3a-hidroxi-11a, 12a -epoxi-
oleanan-28, 13b-olido (1.11.), 3b-hidroxi-11a, 12a-epoxi-oleanan-28, 13b-olido (1.12.) y ocotilona

(1.14.) (Makinoet al., 2004) forman parte del conjunto de triterpenos pentaciclicos.

También se han aislado algunos aldehidos alquilfendlicos (Mata et al., 1991) y tres derivados del acido
salicilico con sustituyentes pentadecilo, heptadecilo y nonadecilo en la posicion G6. Estos compuestos
se conocen como &cidos anacardicos (Navarrete et al., 1989). Recientemente, se indico la presencia de

un componente de tipo naftaleno, el acido 3dodecil-1, 8-dihidroxi-2-naftoico (Rivero-Cruz etal., 2005).
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Figura 6

Triterpenos aislados a partir de A. adstringens
(Tomada de Makino et al 2004)

3.3. Estudios farmacoldgicos

Los principales usos etnomédicos de cuachalalate como agente citotoxico, antiulceroso, cicatrizante,
hipocolesterolémico y antimicrobiano se han reconocido cientificamente. Algunas de estas propiedades

se atribuyen a la presencia de triterpenos.

Uno de los informes mas remotos que se tienen en relacion sefiala la actividad antitumoral de la
especie. En esa investigacion se utilizd un ensayo in vivo con ratones portadores de adenocarcinoma
mamario. Los extractos metandlicos de la corteza presentaron una significativa actividad, no asi la
saponina esteroidal, propuesta como sustancia responsable de la actividad (Gonzélez et al., 1962). La
investigacion presenta algunos errores en la seccion experimental y los resultados no reflejan lo
sefialado por los autores.

El interés por la actividad antitumoral de la especie se retomé hasta fechas recientes. Actividades
citotdxicas moderadas se han descrito para un extracto etandlico y algunos componentes triterpénicos
contra lalinea de leucemia murina L-1210 (Makino et al ., 2004).
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Otra investigacion demostrd que un extracto hexanico de la corteza poseia propiedad antigenotoxica y

no inducia dafio cromosémico (Martinez y Flores, 2003).

Por otro lado, existen diversas aportaciones acerca de las propiedades antiulcerosa y gastroprotectora
del cuachalalate. Se informd que el cocimiento de la corteza y un extracto de acetato de etilo (AcOEt)
presentaban efectos antiulcerogéstricos en ratas: las muestras inhibian la secrecion de jugo gastrico y
ademas, contribuian con la rapida cicatrizacion del epitelio y de la mucosa gastrica (Argueta et al.,
1994).

Otro estudio sefalo los significativos efectos gastroprotector y antiulceroso de un extracto metandlico de
A. adstringens y los &cidos 3-epioleandlico, 3a-hidroximasticadiendlico y b-fitosterol. En tanto, el acido
masticadienoico, también aislado de esa fraccion organica, no mostrd actividad (Navarrete et al., 1998;
Arrieta et al., 2003). Por lo anterior, se sugirié que los triterpenos constituyentes eran los responsables
de la actividad antiulcerosa, gastroprotectora y cicatrizante de la especie (Arrieta et al., 2003). Los
autores propusieron un mecanismo de accion de los triterpenos para la proteccion de la mucosa
gastrica, a través de la participacion de Oxido nitrico enddgeno y su interaccion con prostaglandinas y

con proteinas ricas en grupos sulfidrilos.

También se demostrd que el extracto metandlico de la especie administrado junto con diclofenaco,
disminuia el dafio gastrico povocado por el farmaco sin alterar sus efectos farmacolgicos ni su

farmacocinética (Navarrete et al., 2005).

Por otro lado, un estudio sobre la accion hipocolesterolémica de la especie informd que un extracto
hexanico reducia en un 31 % el nivel de colesterol sanguineo en roedores. De esa fraccion orgénica se
obtuvieron dos mezclas, una de &cidos anacérdicos y la otra de aldehidos alquilfendlicos. Nnguna
porcion mostro el efecto esperado (Mata et al., 1991). Por su parte, los &cidos masticadienoico y 3a-
hidroximasticadienoico administrados a una dosis de 17 mg/kg disminuyeron en 45 y 27 %,

respectivamente, las concentraciones de colesterol en ratas (Navarrete, 1982).
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También el &cido masticadienoico (1), aislado de Celaenodendron mexicanum, fue toxico para artemia

salina, Leishmania donovani y Trypanosoma brucei brucei. Por su parte el é&cido 3a-

hidroximasticadienoico (2), también aislado de la especie, fue inactivo (Del Rayo et al., 2000).

Un estudio reciente demostr6 la accion antibacteriana de ciertos extractos organicos de A. adstringensy
de sus constituyentes triterpénicos. Se observo que el hidroxiacido 2 mostro mayor actividad que 1

contra Micobacterium tuberculosis (Rivero-Cruz et al., 2005).

4. TRITERPENOS

Los triterpenos comprenden un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuido en la
naturaleza. Estan constituidos por 30 atomos de carbono y se han designado de acuerdo con la
estereoquimica presente en los nlcleos estructurales. Entre ellos se mencionan a los triterpenos
tetraciclicos, a los cuales convencionalmente se les han otorgado nombres triviales, como protostano,
lanostano, cicloartano, damarano, eufano y tirucalano. Por su parte, los compuestos pentaciclicos
pueden ser de tipo ursano, oleanano, friedelano, gamacerano, taraxastano, lupano y hopano (Patocka,
2003). Existen también otros tipos de esqueletos como el isomalabaricano, el limonoide, el quasinoide y

el saponinoide (Connolly y Hill, 2005).

4.1. Biogénesis

La variedad de esqueletos policiclicos son producidos a partir del 2, 3oxidoescualeno a traves de una
sucesion de reacciones, como transposiciones, ciclaciones y una apertura del grupo epoxido. El
cicloartenol es el intermediario biosintetico comin de los triterpenos tetraciclicos y pentaciclicos
sintetizados por el reino vegetal. Su equivalente en el reino animal es el lanostano. El mecanismo
postulado para la biosintesis de cicloartenol involucra una serie de pasos concertados, similares a

aquellos involucrados en la formacion de lanosterol.
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Inicialmente, la bateria enzimatica en la planta debe reconocer las conformaciones de pre-bote o pre-
silla para el 2, 3S-oxidoescualeno. Con ello se inicia la apertura del anillo de oxirano y con la
participacion de los dobles enlaces se produce la ciclacion en cascada, que lleva a la formacion del
cation protosterilo. Esta estructura experimenta una serie de transformaciones, como rearreglos 1, 2 o
adiciones cationicas 1, 2-antiperiplanares y se producen carbocationes de tipo Markonikov. Al final, se
efecta una eliminacion 1, 2 del protén en C-19 y, en consecuencia, ocurre el cierre del anillo %,19
ciclopropano. De esta manera, se origina la estructura del cicloartenol (Abe et al., 1993; Wendt et al.,
2000).

Los esqueletos tetraciclicos se caracterizan por presentar cuatro anillos fusionados, en donde los tres
primeros son de seis miembros y el anillo D es un ciclopentano; ademas poseen una cadena lateral con
una configuracion R en la posicion G20. Su estructura proviene de un acomodo conformacional del

polieno, en el cual el sistema p del doble enlace terminal se encuentra lo suficientemente distante de la

cadena que originara al anillo D, de manera que ese sistema sp? no participa en la ciclacion (Abe et al.,
1993).

La mayoria de las especies vegetales poseen las enzimas necesarias para convertir a 3S
oxidoescualeno en 3b-triterpenoles. En tanto, es menos frecuente la transformacion del 3R-
oxidoescualeno en los correspondientes compuestos a-axiales, probablemente porque los complejos
enzimaticos indispensables estan restringidos para ciertas especies. Los estudios biogenéticos sugieren
la formacion de los derivados 3b a partir de 3S-oxidoescualeno con una conformacion pre-silla del anillo
A. Por el contrario, el enantibmero 3R deriva de una conformacion pre-bote del primer anillo en la
estructura correspondiente (Abe et al., 1993; Assimopoulou y Papageorgiou, 2005; Wendt et al., 2000).
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Figura 7

Propuesta biogenética para la formacion del 3R-tirucalol
(Basada en Abe et al., 1993; Assimopoulou y Papageorgiou, 2005; Wendt et al., 2000)

El &cido 3 -hidroximasticadienocico es uno de los metabolitos mayoritarios aislados de A. adstringens,

no asi el enantidbmero 3S. La especie debe incluir el complejo enzimatico necesario para efectuar sus
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transformaciones metabdlicas. En la figura 7 se muestra una propuesta biogenética para la formacion

del esqueleto 3R-tirucalol, precursor de los acidos 3a -hidroximasticadienoico y masticadienoico.

4.2. Actividad biologica

La diversidad estructural de los triterpenos es, quizd, la responsable de sus efectos biolégicos y
farmacoldgicos. La mayoria de ellos se encuentran en grandes cantidades en el latex y en la resina de
ciertas plantas, en donde constituyen un mecanismo de defensa contra patdgenos y herbivoros. Los
triterpenos poseen una variedad de actividades bioldgicas, como la bactericida, la fungicida, la antiviral,
la citotoxica, la analgésica, la antiinflamatoria, la anticancerigena, la hipocolesterolémica, la
espermicida, la cardiovascular, la antialérgica, entre otras (Mahato y Sen, 1997; Patocka, 2003). La
naturaleza hidrofébica de los triterpenos es una caracteristica importante en relacion con sus
propiedades bioldgicas (Abe etal., 1993; Mahato y Sen, 1997).

En la literatura se han sefialado las acciones antiinflamatorias de los triterpenos, abarcando desde
experimentos in vivo hasta in vitro. Los efectos son referidos principalmente a su interferencia con
diversas moléculas o mecanismos del proceso de inflamacion (Mahato y Sen, 1997; Calixto et al., 2003;
Raoy Reddy, 2004).

Los titerpenos son capaces de inhibir y modular la accion y la expresion de diversas moléculas y
complejos enziméticos como la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa y la sintasa inducible de ¢xido nitrico
(NOS). Por ejemplo, su accién antiprostanoide se asocia con la inhibicion de la expresion de COX-2 'y
de NOSi. Al respecto, el &cido ursolico puede inhibir la accion de AMPc (Monofosfato ciclico de
adenosina) sobre las proteinas cinasas, estas enzimas promueven la expresion de COX-2 al interactuar
sobre la region promotora del gen de la enzima. Por otro lado, algunos triterpenos poseen cierta
especificidad en su accién antiprostanoide. Por ejemplo, el lupeol es capaz de disminuir la produccion
de PGE sin afectar la de LTC4. Por el contrario, ciertos triterpenos inhiben la accion de la enzima 5-LO.
Al respecto, se sugirio que el tipo de nucleo policiclico era el responsable de su actividad (Calixto et al.,
2003).
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Es preciso recordar que el factor de activacion nuclear kB regula la transcripcion de una variedad de
moléculas moduladoras de la inflamacion. Recientemente, se ha informado de la accién de ciertos

triterpenos sobre este complejo. Ejemplos de ellos son los &cidos ursolico (Shishodia et al., 2003),
oleandlico (Choiet al., 2001) y betulinico (Yogeeswariy Sriram, 2005).

Existen varios estudios sobre la actividad antiinflamatoria y citotoxica de los triterpenos. Algunos de
ellos indican que la actividad biologica se relaciona con la estructura quimica. En una revision realizada
por Mahato y Sen (1997) se distinguen varias aportaciones al respecto. Otro estudio sefiald la
importancia del grupo carboxilo en el C-28 del acido ursélico para la inhibicion de la enzima elastasa de
leucocitos. También, se propuso que un grupo metilo en el C-4 de una serie de derivados del esterol es
esencial para la actividad citotoxica. Por otro lado, se inform¢ la actividad antiinflamatoria de 10
triterpenos de tipo lupano, oleanano y ursano en el modelo de edema producido por TPA. Del mismo
modo, se sugirié que el esqueleto triterpénico no influye en la actividad; por el contrario, la presencia de
un grupo carboxilo en el C-28 o G30 y de un alcohol en el G28 incrementan la actividad en los
modelos de edema inducidos por carragenina y propiolato de etilfenilo. Ademé&s, se propuso que la
presencia de ciertos sustituyentes en la posicion G5 de los esqueletos pentaciclicos aumentaba la

selectividad y la potencia de la accion deseada.

4.3. Acidos masticadienoico y 3a -hidr oximasticadienoico

Los acidos masticadienoico (1) y 3-epimasticadienolico (2) (fig. 8) son los constituyentes mayoritarios de
la corteza de A. adstringens (Olivera et al., 1999). Ambos triterpenos también se han aislado de
especies de la familia Anacardiaceae, como Pistacia lentiscus (Barton y Seoane, 1956; Papageorgiou et
al., 1997), Pistacia terebinthus (Monaco et al. 1974; Giner-Larza et al., 2002), Pistacia mexicana
(Dominguez et al., 1974), Schinus terebinthifolius (Jain et al., 1995), Schinus molle (Pozzo-Balbi et al.,
1978) y Dysoxylum pettigrewianum (Mulholland yNair, 1994) y de Celaenodendron mexicanum (Del
Rayo et al., 2000). Ambos &cidos son, en parte, responsables de las propiedades bioldgicas de las
especies que los sintetizan (Navarrete et al., 1998; Giner-Larza et al., 2002; Arrieta et al., 2003; Makino
et al., 2004; Oviedo-Chéavez etal ., 2004, 2005; Rivero-Cruz et al., 2005).
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Figura 8
Estructuras de los acidos masticadienoico (1) y 3a-hidroximasticadienoico (2)

El &cido masticadienoico (1) se aisld por primera vez a partr de Pistacia lentiscus L. variedad Chia,
mejor conocida como «goma nastica» (Barton y Seoane, 1956). El triterpeno posee un esqueleto
tetraciclico de tipo tirucalano y se denomina como &acido 3-oxotirucala-7, 24Z-dien-26-oico. También se
conoce cominmente como terebintona (Kier et al., 1963), su nimero de registro CAS es 514-49-8; su
formula molecular de CsoHssO3 corresponde con un peso formula de 454.692 uma. Por su parte, acido
3a-hidroxi-tirucala-7, 24Z-dien-26-oico, 3a-hidroximasticadienoico o schinol son las designaciones para

el &cido 3-epimasticadiendlico (2).

Estos acidos poseen efectos farmacoldgicos interesantes. Un estudio bioquimico demostré que ambos
triterpenos, aislados de Schinus terebinthifolius, son inhibidores especificos de tipo competitivo de la
enzima fosfolipasa A de secrecion (PLAsS). Los compuestos impiden la alquilacion de un residuo de
histidina en el sitio activo y, ademas inhiben la accion de la enzima. Se sefialo a las caracteristicas
moleculares de estos triterpenos como responsables de la unidn con la enzima; la cadena lateral
accede a la region catalitica de la enzima; en tanto, el esqueleto triterpénico, dada su voluminosidad e
hidrofobicidad, se mantiene en la regidn de reconocimiento interfacial. En la formacion del complejo
enzimatico participa el grupo NH del imidazol en el residuo 48 de histidina (His48), el cual se une al
anion carboxilato del triterpeno mediante una interaccion tipo puente de hidrégeno. En esta interaccion
el catién de calcio funciona como cofactor. También se demostrd que ademas de los acidos 1 y 2, los
respectivos derivados amida mostraron una notable actividad, no asi los compuestos con un residuo

terminal de éster metilico (Jain etal., 1995).
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Es importante recordar la participacion de PLA en la generacion de mediadores de la inflamacion,
como prostaglandinas, leucotrienos, PAF y el anién superdxido y, en la liberacion de enzimas
lisosomales (Nevalainen et al, 2000). Las diferentes isoformas de PLA se han involucrado en el
cancer, por tanto, es un blanco molecular interesante para la farmacologia y la terapéutica (Laye y Gill,
2003). Por lo anterior, resulta de gran importancia farmacoldgica la inhibicion especifica de la isoforma

de secrecion por parte de los triterpenos en cuestion.

Las actividades antiinflamatorias de los acidos masticadienoico y masticadienolico se han demostrado
en varios experimentos in vivo, como los modelos de edema inducido por aplicaciones repetidas de TPA
en la oreja del raton y PLA; en la pata de la rata; asimismo, en modelos in vitro, como los ensayos
histoldgicos y la determinacion de LTBs en LPMN. Para ambos acidos, los resultados fueron similares
en la mayoria de estos ensayos, con excepcion del ultimo, en donde el hidroxidcido 2 inhibi6
completamente la produccion de LTBs y no afecto la viabilidad de las células, por el contrario, el
cetoacido no mostré efecto sobre el LTB4, e impidié la proliferacion de las células LPMN (Giner-Larza et
al., 2002).

Otro estudio informd los resultados de un analisis preliminar, en el cual el acido 3epimasticadien olico

aislado del cuachalalate, presentaba un importante efecto inhibitorio en el modelo de edema inducido

por carragenina (Olivera et al., 1999).

Por otro lado, se ha reconocido la relacion que existe entre los procesos de inflamacion crénica y el
desarrollo de cancer. Se ha mencionado que los mediadores de la inflamacion, los cuales cubren una
funcion especifica dentro del proceso fisiolégico, pueden actuar de manera descontrolada y con ello

progresar hacia una fase procarcinogénica (Coussens y Werb, 2002).

El acido masticadienoico es un inhibidor de la enzima polimerasa de ADN tipo b (Pol b) (Boudsocq et
al., 2005). La proteina participa en la reparacion de dafios en el ADN. También existen evidencias de la
participacion de Pol b en el cancer, debido a que un mal funcionamiento de la enzima contribuye en el
desarrollo de algunas neoplasias, sobre todo de aquellas relacionadas con el envejecimiento (Hiibscher

et al., 2002). También, se ha demostrado que la gran expresion de Pol b produce inestabilidad genética
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y promueve el cancer Por ultimo, la Pol b constituye un mecanismo de tolerancia de las células

tumorales ante la accion dd cisplatino, farmaco anticancerigeno (Albertella et al., 2005).

El acido masticadienoico inhibe especificamente la accion de Pol b sobre la sintesis de ADN in vitro
(Boudsocq et al., 2005). Mediante un estudio computacional in silico de simulacion de interacciones
ligando-receptor (ocking), los autores sugirieron la union especifica entre el triterpeno y la Pol b a
través de la region de adosamiento al ADN de una hélice. El &cido masticadienoico interacciona con los
grupos amino terminales de los residuos de lisina Lis-35, Lis-60 y Lis-68. El amino&cido 60 forma un
enlace tipo puente de hidrégeno con el carbonilo-3, en tanto, los residuos 35 y 68 se unen con el
carboxilo del triterpeno a través enlaces i6nicos. Los aminoacidos 35 y 68 de Pol b constituyen los sitios
de unién al ADN (Prasad et al., 1998). El &cido masticadien oico también interviene en la tolerancia de
las células tumorales tratadas con cisplatino. El acido masticadienoico se propuso como adyuvante en
la terapia anticancerigena con dicho farmaco; también, se consideré como antimutagénico por su accion

en la prevencion de algunos efectos colaterales del cisplatino (Boudsocqet al., 2005).

La inhibicion de Pol b puede constituir un mecanismo importante en la accion antitumoral del acido

masticadienoico.
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5. METODOSPARA EVALUAR LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

5.1. Ensayosin vivo

Actualmente existe una diversidad de modelos experimentales aplicables al estudio de farmacos y
principios activos antiinflamatorios. Entre ellos, los métodos in vivo constituyen una herramienta de uso
frecuente, en especial porque los experimentos son sencillos y reproducibles, de corta duracién, no
precisan instrumental costoso o sofisticado y, ademas se realizan en animales disponibles

habitualmente, como la rata y el raton. Por lo anterior, forman parte del grupo de ensayos de cribado.

Los estudios in vivo valoran los principales signos de la inflamacion, como el tumor (edema subplantar,
pulmonar y auricular), el color (intensidad de eritema cutaneo), el dolor (contracciones abdominales,
respuesta a la aplicacion de presion), el calor (piresis), el aumento de la permeabilidad capilar
(extravasacion de colorante), la formacion de exudado (pleuritis), la migracion leucocitaria (pleuritis,
fagocitosis) y la proliferacion celular (fioroma, granuloma) (Willoughby, 2003). Para fines de la presente

investigacion se utilizaron los modelos de edema.

Los ensayos de edema se caracterizan por inducir una respuesta local y, la inhibicion del edema es un
indicativo del efecto antiinflamatorio de la sustancia que se evalla. Dentro de las sustancias que
promueven el edema se mencionan a los ésteres de forbol (por ejemplo, el acetato de
tetradecanoilforbol, TPA), la carragenina tipo kappa, el propiolato de etilfenilo, el acido araquiddnico y la
fosfolipasa, entre otras. Por ultimo, los mecanismos por los cuales estas sustancias promueven el

edema son muy diversos (Willoughby, 2003).

5.1.1. Modelo de edema inducido por TPA

El modelo de edema agudo inducido por TPA (fig. 9) en la oreja del raton (De Young et al., 1989)
comprende la aplicacion del TPA en el pabellén auditivo del animal. La respuesta inflamatoria es local y

consiste en eritema, edema e infiltracion de LPMN; ademas se liberan mediadores de tipo eicosanoide y
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se induce la degranulacion de mastocitos. Por lo tanto, las sustancias que inhiben la biosintesis de

prostaglandinas y de leucotrienos producen resultados considerables en este estudio.

Figura 9
Estructura quimica de TPA

Los ésteres de forbol son diterpenos aislados de especies de la familia Euphorbiacea, de accion
procarcinogenica (Hecker, 1968). La respuesta bioldgica del TPA es multifactorial (fig. 10), sin embargo
algunos mecanismos no se conocen con precision. La estereoquimica de los ésteres de forbol los hace
analogos conformacionales al diacilglicerol y en consecuencia se desencadena una cascada de eventos

bioquimicos vinculados con la proteina cinasa C (PKC) dependiente de calcio.

La accién mitogénica de los ésteres de forbol involucra la activacion de las enzimas descarboxilasa de
ornitina y ATPasa, del factor activador de plasmindgeno, un intercambio ionico de Na*/ H* a través de
las membranas, la inhibicion de la unién entre células alteradas, la fosforilacion de ciertos receptores

para factores de crecimiento y las modificaciones en el esqueleto celular (Tardén-Garcia, 2001).

Por otro lado, el TPA estimula la activacion de PLA2 (Nam et al., 1990) y con ello la consecutiva
liberacion de acido araquidonico. Sin embargo, el TPA favorece de manera especial, la translocacion de
5-LO hacia la membrana nuclear (Werz et al., 2001). EI TPA también participa en la induccion de
quimiotaxis y en la diferenciacion e infiltracion de granulocitos y monocitos; estos Ultimos son
responsables de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y citocinas (Firstenberger et
al., 1989). Existen evidencias de la participacion del factor activador de plaquetas (PAF) (Ricupero et al.,
1992) y de radicales libres ERN (Thannickal y Fanburg, 2000) en la respuesta de TPA.
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Recientemente, se ha sugerido una relacion entre la activacion del factor nuclear kB y la accion de TPA
(Hayakawa et al., 2003; Bowden, 2004).
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Figura 10
Mecanismos involucrados en el edema inducido por TPA
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5.1.2. Modelo de edema inducido por carragenina

El modelo de edema agudo inducido por carragenina en la pata de la rata (Winter et al., 1962) consiste
en la administracion subcutanea de una disolucion de carragenina en la aponeurosis plantar de la rata;

con ello se genera Unicamente una reaccion inflamatoria local, que no se modifica por factores ajenos.

La carragenina tipo kappa es un mucopolisacarido constituido por unidades alternadas de a-y b-D-

galactopiranosa (fig. 11), aislado de una especie de alga marina Chrondrus crispus. El ensayo es
reproducible y su respuesta bioldgica alcanza la plenitud en un tiempo de 3 a 5 h. El modelo se usaen
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la evaluacion de los farmacos AINES, debido a que los resultados del ensayo son comparables con
aquellos observados en la clinica (Di Rosa y Willoughby, 1971; Willoughby, 2003).
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Figura 1l
Estructura quimica de carragenina tipo kappa

El edema inducido por carragenina involucra la liberacion de diversos autacoides y se amplifica por
algunos factores del complemento (fig. 12). La respuesta deriva de un evento hifasico. La etapa
temprana (0-1 h) se regula por histamina, serotonina, bradicinina y 5-hidroxitriptamina. La Ultima fase,
comprendida hasta la sexta hora, esta mediada por prostaglandinas E, E2 y F24 (Di Rosa et al., 1971;
Di Rosa, 1972), producidas por la accion de COX2 (Siebert et al., 1994). La salida de proteinas
plasméticas sucede durante todo el periodo. La migracion celular, principalmente de LPMN, se produce
en la segunda hora.

Otro mediador importante en la respuesta por carragenina es el dxido nitrico (NO) (Salvemini et al.,
1996; Omote et al., 2001; Posadas et al., 2004). El NO incrementa la permeabilidad vascular y modifica
el flujo sanguineo local, en consecuencia induce el edema (Moncada et al., 1991). La infiltracion de
neutrofilos hacia la zona de dafio y su activacion originan radicales derivados de oxigeno. También, el
NO reacciona con el anion superdxido para formar peroxinitrito, molécula que produce la peroxidacion
de lipidos, la oxidacion de grupos tionicos, la nitrosacion y nitracion de aminoécidos y, por lo tanto,
genera dafio celular (Fantone y Ward, 1982; Rubbo et al., 1994).
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Figura 12
Mecanismos involucrados en el edema inducido por carragenina

5.2. Ensayos in vitro

Los adelantos tecnolégicos de nuestros dias y la tendencia para reducir, mejorar o reemplazar los
experimentos con animales han favorecido el desarrollo de una variedad de ensayos in vitro. Mediante

estos métodos es posible determinar los modos de accion de las sustancias.

Algunos triterpenos poseen efectos inhibitorios contra las enzimas lipooxigenasa y sintasa inducible del
NO. Entre ellos, se ha demostrado que los &cidos masticadienoico (1) y masticadienolico 3), aislados
de Pistacia terebinthus, inhiben la produccion de LTBy. Por otro lado, el LTB4 y el NO participan en las
respuestas inducidas en los ensayosin vivo descritos en parrafos anteriores. Por lo anterior, se realiz6
el estudio de los efectos farmacoldgicos de 1y 2y algunos derivados en los modelos de produccion de

leucotrieno Bs (LTBs) y de 6xido nitrico en cultivos celulares.
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5.2.1. Produccion de oxido nitrico en macréfagos peritoneales de raton

El ensayo de produccion de Oxido nitrico se efectia en macréfagos peritoneales de raton. Los
macrofagos estimulados sintetizan y liberan un gran nimero de moléculas, como las especies reactivas
de oxigeno, las enzimas lisosomales de accion fagocitica, los mediadores lipidicos, los factores de
complemento, de coagulacion, de crecimiento y de diferenciacion vy, las citocinas. Los agentes

estimulantes pueden ser el TPA, el zimosan y el lipopolisacarido (LPS).

El modelo consiste en la obtencion de wna poblacion de macréfagos del abdomen de ratones con
peritonitis inducida por tioglicolato. Las células aisladas se estimulan con LPS y el NO producido se
determina mediante la presencia de nitritos, productos finales del metabolismo del NO en fase acuosa.
Por ultimo, el método de Griess permite la cuantificacion de nitritos (Dirsch et al., 1998).

Durante el ensayo de produccion de oxido nitrico se determinan los efectos de las sustancias sobre la
viabilidad celular mediante el ensayo de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-1]-2,5 difenil tetrazolio)
(Mossman, 1983). El ensayo consiste en la reduccion del MTT (color amarillo) por la accion de las
enzimas mitocondriales (deshidrogenasas de succinato o lactato) presentes en las células viables. El
formaz&n producido al final se cuantifica mediante un espectrofotdmetro, el compuesto es de color
violeta, insoluble en agua y soluble en dimetilsulféxido (DMSO). El método constituye una medida de la

respiracion celular y, la cantidad de formazan es proporcional al nimero de células vivas.

EI NO regula diversos mecanismos en la inflamacion (fig. 13). En el endotelio vascular, el NO producido
constitutivamente inhibe las interacciones del leucocito al endotelio. En tanto, en la inflamacion, el NO
producido excesi vamente es toxico para los microorganismos y las células tumorales y, también causa
un severo dafio tisular. Esto Ultimo a través de la oxidacion de grupos sulfidrilos de aminoacidos y de la
promocion de especies reactivas como 6xidos de nitrdgeno y peroxinitrito, moléculas consideradamente

reactivas y oxidantes. También, el NO puede actuar sobre el factor NF-kB y coordinar la produccion de

prostanoides y la respuesta inmune (Connelly et al., 2001; Feihl et al., 2004).
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Figura 13
Metabolismo del éxido nitrico durante la inflamacién

(Tomada de www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Life_Science/Cell_Signaling/Scientific_Resources/Pathway_Slides_

Charts/Nitric_Oxide_Metabolism.html). ADN, &cido desoxiribonucleico; ATP, trifosfato de adenosina; Cit C, citocromo C; GMP,

monofosfato de guanosina ciclico; GTP, trifosfato de guanosina; H.O,, perdxido de hidrogeno; LOO-y LO-, radicales lipoperoxido y
lipodxido; NO, 6xido nitrico; ONOO? , anién peroxinitrito; *0,? , anién superoxido; p53, proteina 53; SOD: dismutasa de superoxido.

5.2.2. Produccion de leucotrieno B4 en leucocitos polimorfonucleares de rata

El ensayo de produccion de leucotrieno B4 (LTBs, estructura en la fig. 14) se efectla en leucocitos PMN

peritoneales de rata (Hoult et al., 1994). Las células se estimulan por la presencia de calcio, tras la

accion del ionoforo A23187, agente movilizador del calcio intracelular. La activacion desencadena una

serie de eventos relacionados con la PLA dependiente de calcio, la liberacion del AA y su exclusiva

metabolizacion en eicosanoides derivados de la 5LO (Tithof et al., 1998; Albert et al., 2003). El calcio

cation se une a la porcion N-terminal de la forma inactiva de 5-LO y simula el dominio G. Este complejo

estimula la liberacion y activacion de la 5-LO (Albert et al., 2003).
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Figura 14
Estructura quimica del leucotrieno Bs

El modelo consiste en la obtencién de una poblacion de LPMN del abdomen de ratas con peritonitis
inducida por una dosis de almidén. Las células aisladas se tratan con el ionéforo y, la cuantificacion de
LTB;s se realiza a través de un ensayo inmunoenzimatico. EI método se fundamenta en la competitividad
por el anticuerpo del LTBs que existe entre el LTB4 (presente en la muestra) y el LTB; unido a la enzima
fosfatasa alcalina. Durante la incubacion pueden ocurrir las dos uniones, es decir la del LTB; con el
anticuerpo y la del conjugado con el anticuerpo. Después, se adiciona el sustrato de la enzima y se
genera un producto, cuya intensidad de color es inversamente proporcional a la concentracion de LTB

en la muestra.

5.3. Ensayo de citotoxicidad in vitro

Los ensayos de citotoxicidad in vitro establecen el indice de proliferacion o viabilidad celular mediante el

conteo de células vivas, los datos de inhibicion indican la capacidad citotéxica de la sustancia evaluada.

El ensayo consiste en la incubacion de cultivos celulares de lineas tumorales en presencia 0 ausencia
de sustancias de prueba; posteriormente, bs células se fijan y el efecto de viabilidad se determina
mediante el ensayo colorimétrico de sulforrodamina B (SRB) (Skehan et al., 1990). El método se
fundamenta en la tincion de proteinas celulares totales con el colorante SRB, el cual es un
aminoxanteno que contiene dos sustituyentes sulfonicos y en condiciones ligeramente &cidas, el
caracter anionico de la SRB forma enlaces electrostaticos exclusivamente con aminoécidos basicos
(histidina, lisina, arginina) de células vivas. Por lo tanto, la intensidad del color es directamente
proporcional a la viabilidad celular. EI método es simple, seguro y genera resultados reproducibles
(Skehanetal., 1990; Monks et al., 1991).
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6. ESTUDIO DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Los primeros intentos en el descubrimiento de farmacos activos, asi como de nuevos cabeza de serie
se basaron en encontrar correlaciones entre la estructura quimica de los compuestos en cuestion y su
actividad biolégica. De ahi surgieron los métodos cuantitativos de relacion estructura-actividad (REA),
que en la actualidad son de uso comun tanto en el disefio de nuevos farmacos como en el conocimiento

previo de las propiedades farmacoldgicas que presentaran un grupo de moléculas.

Los métodos REA se dividen en dos categorias, los de aproximacion topoldgica y los de modelado
molecular. Los topoldgicos consideran las estructuras de las moléculas en forma plana, y utilizan la
estadistica para reconocer los grupos funcionales que se relacionan con la actividad. Por su parte, los
métodos de modelado analizan las moléculas en tres dimensiones y, mediante el analisis
conformacional, la mecénica cuéntica, los campos de fuerzas y la termodinamica estadistica producen
graficos moleculares. Estos Ultimos permiten la visualizacion y manipulacion de las moléculas, y

proporcionar informacion acerca de las posibles interacciones con un receptor (Langridge, 1981).

El andlisis comparativo de potenciales de interaccion (COMFA, Comparative Molecular Field Analysis)
es una técnica cuantitativa tridimensional de relacion estructuraactividad. El ensayo se aplica cuando
se desconoce la diana farmacoldgica y considera que ciertas propiedades bioldgicas se explican por las
interacciones estéricas y electrostaticas de las moléculas con un supuesto receptor. Sin embargo, el
blanco farmacérico (receptor, enzima, canal iénico 0 molécula transportadora) debe ser el mismo para
todas las moléculas en cuestion. EI COMFA supone que existe complementariedad estructural entre el
receptor hipotético y las moléculas; también asume que € sitio receptor se mantiene sin cambio y que
las distintas conformaciones estructurales de union presentan un patron estérico y electronico
semejante. Por dltimo, que las interacciones responsables del efecto biologico son no covalentes
(Cramer, 1988).

El receptor imaginario representado por un cumulo de &tomos sonda, junto con una serie de ligandos (0
farmacos) sobrepuestos se posicionan dentro de una malla tridimensional estandar. Las aproximaciones
de las moléculas con el receptor determinan las caracteristicas estéricas y electrostaticas, cuyos valores

se someten a un andlisis estadistico y se obtienen exclusivamente los pardmetros Optimos. La
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visualizacion gréfica en forma de contornos de potenciales de interaccion estéricos y electrostaticos
permite establecer los requerimientos fisicoquimicos que las moléculas deben cubrir para unirse al
blanco hipotético. Finalmente, el método permite disefiar nuevas moléculas activas a partir de los

resultados obtenidos (Bradley y Waller, 2001).
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Las plantas medicinales y los extractos obtenidos de ellas representan una alternativa en d tratamiento
de diversas enfermedades. En México gracias al amplio conocimiento folclérico de las miles de

especies vegetales existentes, la poblacion hace uso de la medicina tradicional.

Es tal el impacto de esta practica terapéutica, que en la actualidad muchos tipos de farmacos incluyen
una molécula de origen natural. La aspirina, la atropina, la efedrina, la digoxina, la morfina, la quinina, la

reserpinay la tubocurarina son algunos ejemplos de estos farmacos (Anwarul y Atta-ur-Rahman, 2005).

Por otro lado, los triterpenos son productos naturales que generalmente se encuentran en las especies
vegetales, ademas poseen una variedad de propiedades bioldgicas. Por ejemplo, los triterpenos
tetraciclicos poseen propiedades antimicrobiana (Cantrell et al, 1996), citotoxica (Gan et al., 1998),
inmunomoduladora (Galis et al., 1997), y antiinflamatoria (Safayhi et al., 1997), entre otras. Otro dato
interesante es que muchos triterpenos se han utilizado como moléculas prototipo para generar un

numero de derivados con una actividad farmacolégicaen especial.

La literatura sefiala que el cuachalalate (Amphipterygium astringens) es una planta medicinal que
produce triterpenos tetraciclicos, principalmente los acidos 1 y 2. La corteza es la porcion medicinal de
la especie, y se ha utilizado en el tratamiento de diversas patologias asociadas con la inflamacion, como
las infecciones cutaneas, las Ulceras géstricas y el cancer de estdmago. Aunque son muchos los usos
etnoboténicos atribuidos a la especie, solo algunos de ellos se han justificado cientificamente. Asi se
han demostrado las propiedades antiulcerogastrica (Argueta et al., 1994; Navarrete et al., 1998; Arrieta
et al., 2003), hipocolesterolémica (Navarrete, 1982; Mata et al., 1991), antibacteriana (Rivero-Cruz et al.,
2005), antiprotozoaria (Del Rayo et al., 2000) y citotdxica (Makino et al., 2004).

A pesar que el cuachalalate se ha utilizado como remedio antiinflamatorio y antitumoral, no se ha
realizado un estudio apropiado que justifique estos usos etnobotanicos. Tomando en cuenta lo anterior
se decidio efectuar el estudio de las propiedades antiinflamatoria y citotoxica de los extractos organico y
acuoso del cuachalalate, asi como de los acidos 1y 2 aislados de la especie.

Continuando con el estudio y con el fin de conocer los grupos funcionales indispensables para las

propiedades antiinflamatorias y citotoxicas de los acidos 1 y 2, sus estructuras se modificaran por



1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO 41

métodos quimicos. Los derivados obtenidos se evaluaran mediante diversos ensayos de actividad

bioldgica.

La serie de ensayos de actividad antiinflamatoria se seleccionaran tomando en cuenta las siguientes
contribuciones:
1. Los acidos 1 y 2, aislados de Schinus terebinthifolius, son inhibidores especificos de tipo
competitivo de la enzima fosfolipasa A2 de secrecion (PLAzs) (Jain et al., 1995).
2. Los acidos 1y 3, aislados de Pistacia terebinthus, fueron activos en los modelos de edema
inducido por aplicaciones repetidas de TPA en la oreja de raton y de edema inducido por PLA> en
la pata de la rata. También, estos acidos mostraron actividad en pruebas histologicas, y en la

determinacionde LTB4 enLPMN estimulados por iontforo de calcio (Giner-Larza et al., 2002).

Adicionalmente, se realizard un analisis de relacion estructura-actividad con los datos de dosis efectiva
media. Mediante este estudio se reconoceran los grupos funcionales responsables de las actividades de

las moléculas activas.
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Teniendo como antecedentes que el cuachalalate es una especie medicinal muy recurrida por sus
propiedades bioldgicas es apropiado considerar que si se realiza con el cuachalalate y sus
componentes triterpénicos mayoritarios, un estudio para determinar las propiedades antiinflamatorias y
antitumorales mediante los métodos de evaluacion biologica adecuados, se demostraran sus
potenciales farmacolégicos. Con el conocimiento de las propiedades antiinflamatorias y antitumorales
de la especie y de los acidos masticadienoico (1) y 3epimasticadienolico (2), éstos podrian emplearse

como moléculas cabezas de serie, y mediante variacion molecular obtener un nimero de derivados.

Para contribuir con la comprobacion de las propiedades antes mencionadas para el cuachalalate y con
el desarrollo de farmacos antiinflamatorios y citotoxicos a partir de los acidos 1y 2 se establecieron los

siguientes objetivos.

1. Evaluar la efectos biologicos e los extractos acuoso y hexanico de la especie, asi como los
acidos 1y 2 en los modelos de edema agudo inducido por TPA en la oreja del raton y por

carragenina en la pata de la rata.

2. Determinar los efectos de los extractos acuoso y hexanico de la especie, y de los acidos 1y 2 en
el modelo de produccion de oOxido nitrico en macrofagos peritoneales activados por

lipopolisacarido.

3. Evaluar la actividad de los extractos acuoso y hexanico de la especie, y delos acidos 1 y2 en el
ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de cancer.

4. Proponer y efectuar diversas modificaciones estructurales alos acidos 1 y 2 tomando en cuenta

los grupos funcionales presentes.

5. Determinar los efectos de los derivados producidos en el modelo de edema inducido por TPA en
la oreja de raton.

6. Evaluarla actividad de algunos derivados en el modelo de edema inducido por carragenina.
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10.

11

Determinar los efectos de los acidos 1y 2, y algunos derivados en el modelo de produccion de

oxido nitrico en macrdfagos peritoneales de raton no estimulados.

Determinar los efectos de los acidos 1y 2, y algunos derivados en el modelo de produccion de

leucotrieno B4 en LPMN de rata estimulados con ionéforo de calcio.

Evaluar la actividad citotoxica de algunos derivados de los acidos 1y 2 mediante el ensayo de

citotoxicidad en | ineas tumorales .

Distinguir los grupos farmacoforicos en los triterpenos més activos en los diferentes ensayos de

actividad antiinflamatoria y citotdxica.

Realizar un estudio de relacion estructura-actividad, mediante el método CoMFA, tomando en

cuenta los datos de DEsode los compuestos en el modelo de edema inducido por TPA.
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1. QUIMICA

1.1. Material y equipo

La evaporacion se realizé en un rotavapor Buchi 110.

Para las cromatografias en columna (cc) se utilizé silice 60 Ahigram Sil G, kiesel, malla 70-230, (Merck),
con indicador de fluorescencia UV 254. Las cromatografias en capa fina (ccf) se realizaron en
cromatofolios de aluminio cubiertos de silice DC Fertigplatten Sil G200, UV (Merck), de 0.2 mm de
espesor. Como reveladores se emplearon una disolucion de sulfato cérico (Ce2SOa4) al 1% en acido
sulfarico (H2S04, Baeker) 2 N; y una ldmpara de luz UV de 254 y 365 nm (Cole Parmer 9815 series

Lamps).

Los puntos de fusiénse determinaron en un equipo Fisher Johns, y se informaron sin correccion.

La espectrofotometria en el ultravioleta (UV) visible se obtuvo en un espectrofotometro Shimadzu
modelo U160. Los resultados de longitud de onda maxima ( max) y coeficiente de extincion molar se

expresaron en nandmetros (nm)y logaritmo base 10 (log ), respectivamente .

Los espectros de absorcion en la region infrarroja (IR) se obtuvieron en los espectrofotometros Nicolet
modelo Magna 750 y Nicolet FT-IR5-SX, con las técnicas de pastilla en KBr, y de disolucion en CHCls,
respectivamente. Las absorbancias se presentaron en cml, para estas ® indicaron las siguientes

abreviaturas: d (débil), m (mediana), f (fuerte).

Los experimentos de espectrometria de masas (EM) se realizaron en un espectrémetro JEOL JMS AX
505 HA mediante la técnica de impacto electronico a 70 eV. Los resultados se presentaron como

relacion de masa respecto de la carga (m/z), junto con los porcentajes de abundancia relativa (% ar).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) protonica £H) y de carbono 13 (13C) se
efectuaron en espectrometros Varian Gemini 200, Varian VXR 300 y Bruker AS X 300; se utilizaron los

siguientes disolventes deuterados (Aldrich): cloroformo (CDClz), sulxido de dimetilo (DMSO -ds),
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hexano (CsDs), metanol (CD3OD) y acetona ((CD3)2CO). Se empled tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna. Los desplazamientos quimicos () se expresaron en partes por millén (ppm); las
sefiales protonicas se indicaron con las siguientes abreviaturas: s (simple), d (doble), t (triple),
(cuédruple), dd (doble de doble), dt (doble triple), td (triple doble), qd (cuadruple doble), m (mdltiple).
Las constantes de acoplamiento (J) se indicaron en Hertz (Hz). Los experimentos adicionales de RMN
incluyeron COSY-2D, DEPT -13C y HETCOR.

Los datos de rayos X se adquirieron en un difractometro Siemens D 5005 o Bruker Smart Apex CCD,
con radiacion de molibdeno.

El analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se realizé en un cromatégrafo Waters
modelo Delta Prep 4000 acoplado con un detector de absorcion UV Waters modelo 486. El equipo
contenia una columna de silice C-18 modelo Pegasil ODS (Senshu Scientific Co.) con dimensiones de

15cm x 4.6 mm.

La mayoria de los disolventes empleados se destilaron previamente, y se almacenaron en recipientes
de color ambar. De esta manera se manipularon el cloruro de metileno (CH2Cl2) y el metanol (MeOH); el
acetato de etilo (AcOEY) yel hexano se destilaron en presencia de CaClz; en tanto, el etanol (EtOH) se

tratd con hojuelas de magnesioen reflujé durante 18 h y se destild.

1.2. Obtencion delos acidos masticadienoico y 3a -hidr oximasticadienoico

1.2.1. Material vegetal

La corteza de Amphipterygium adstringens se obtuvo de varios ejemplares recolectados en Barranca
Honda, municipio de Tlaltizapan, estado de Morelos, México, en 1997. Una muestra vegetal se depositd
en el Herbario de la especialidad de Botanica del Colegio de Postgraduados (Texcoco, Estado de
México) con el numero de registro 1531. La corteza se pulverizd y se dej0 secar a temperatura
ambiente.
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1.2.2. Preparacion delos extractos

Extracto acuoso. Una mezcla de 10 g de corteza en 90 mL de agua caliente se dejo hervir durante 2
min. Se dejo enfriar, y a continuacion se filtrd y liofilizd. Al término, se obtuvo un polvo fino (1.44 g
rendimiento 14.4 %) de color rojo oscuro. Se colocd en un recipiente, se cerrd hermeticamente y ®

conservé en una camara de desecacion.

Extracto hexanico. El material seco (200 g) se tratd con hexano (3 x 3 L) durante 12 h a temperatura
ambiente. El disolvente se elimind a presion reducida y se obtuvo un concentrado de color café (12 g,

rendimiento 6 %).

1.2.3. Fraccionamiento del extracto organico

El residuo orgénico se adsorbi¢ en 100 g de silice y se prepar6 la columna. La elucion se realizo con un
gradiente de hexano/AcOEt. Se colectaron 120 fracciones de 200 mL. Se reunieron las porciones con
un comportamiento similar en ccf y resultaron 5 porciones (F1-F5): 0.5 g de F1 (fracciones 1-9, hexano),
1.2 g de F2 (fracciones 10-38, mezcla 9:1); 08 g de F3 (fracciones 39-45, mezcla 8:2); 06 g de F4
(fracciones 46-79, mezcla 7:3); y 2.9 g de F5 (fracciones 80-120, mezcla 1:1 y AcOEt al 100%).

De la fraccion F2, después de un proceso de recristalizacion con AcOEt se obtuvo un sdlido blanco y se
identific6 como acido masticadienoico (1) (0.98 g, rendimiento 0.49 %). En tanto, de la fraccion F4 se
obtuvo un sélido correspondiente al acido 3a-hidroximasticadienoico (2) (0.43 g, rendimiento 0.22 %).
Las estructuras de 1 y 2 (fig. 8) se establecieron por comparacion de sus datos fisicos y
espectroscopicos con aquellos publicados en la literatura (Barton y Seoane, 1956; Soriano-Garcia et al.,
1987; Navarrete et al., 1989; Mulholland y Nair, 1994; Papageorgiou et al., 1997). La purezade 1y 2 se
determind por andlisis de cromatografia de liquidos de alta resolucion bajo las siguientes condiciones:
acetonitrilo / agua 4:1 como fase movil; velocidad de flujo de 1 mL/min, tiempo de corrida 25 min;
longitud UV de medicion 220 nm.
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Acido masticadienoico (1). Sélido cristalino de color blanco. Pf164-172 °C. IR (KBr, cm-1) 3328.6 (d);
2951.1 (m); 1705.8 (m); 1684.5 (m); 1631.8 (d); 1457.5 (d); 1381.2 (d); 1266.9 (m); 1242.6 (m). EMIE
miz (% ar) 454 (18) M™, 440 (32), 439 (100) [M-Me]", 421 (40) [M-Me-H.O]*, 393 (8) [M-Me-
HCOOH]", 95 (18) [CsH1103]*. RMN 1H (CDCl3, 200 MHz) 6.09 (td, 1H, H-24, J = 1.3, 7.4); 5.31 (c, 1H,
H-7,J = 3.2); 2.76 (td, 1H, Hb-2, J = 5.5, 14.5); 2.25 (dt, 1H, Ha-2, J = 3.6, 14.0); 1.92 (d, 3H, Me-27, J =
1.2); 1.12 (s, 3H, Me-29); 1.05 (s, 3H, Me-19); 1.01 (s, 3H, Me-28); 1.01 (s, 3H, Me-30); 0.89 (d, 3H, Me-
21, J=5.9); 0.81 (s, 3H, Me-18). RMN 13C (CDCls, 50 MHz) 217.1 (C-3); 173.1 (C-26); 147.3 (C-24);
145.9 (C-8); 125.8 (G-25); 117.8 (C-7); 52.8 (C-5); 52.3 (C-17); 51.2 (C-14); 48.4 (C-9); 47.9 (C-4); 435
(C-13); 38.5 (C-1); 36.0 (C-20); 35.6 (C-22); 34.9 (C-2); 34.9 (C-10); 34.0 (C-15); 33.6 (C-12); 28.2 (C-
16); 27.4 (C-30); 26.9 (C-23); 24.5 (C-28); 24.3 (C-6); 21.9 (C-18); 21.6 (C-29); 20.5 (C-27); 18.2 (C-11);
18.2 (C-21); 12.8 (C-19). Pureza cromatografica: 92 %, tiempo de retencion de 24.43 min.

Acido 3a-hidroximasticadienoico (2). Sélido blanco amorfo. Pf 142-150 °C. IR (KBr, cm-) 3436.9 (m);
2950.4 (f); 2886.6 (M); 1695.2 (f); 1237.0 (m); 772.8 (m). EMIE m/z (% ar) 456 (18) M™, 441 (55) [M-
Me]", 423 (100) [M-Me-H20]", 43 (28). RMN 1H (CDCl3/DMSO-ds, 300 MHz) 5.89 (td, 1H, H-24, J = 1.5,
7.5);5.24 (c, 1H, H-7, = 3.1); 3.42 (d, 1H, H-3,J = 2.7); 1.90 (d, 3H, Me-27, J = 1.2); 1.64 (m, 2H, H2);
0.97 (s, 3H, Me-28); 0.93 (s, 3H, Me-30); 0.90 (s, 3H, Me-18); 0.88 (d, 3H, Me-21, J = 6.0); 0.81 (s, 3H,
Me-29); 0.76 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCIl3/DMSO-ds, 75 MHz) 169.6 (C-26); 145.5 (C-8); 142.5 (C-
24); 126.5 (C-25); 117.3 (C-7); 75.2 (C-3); 52.3 (C-17); 50.6 (C-14); 48.0 (C-9); 43.9 (C5); 42.9 (C-13);
36.8 (C-4); 35.4 (C-20); 35.2 (G-22); 34.1 (C-10); 33.4 (C-15); 33.3 (G-12); 30.7 (C-1); 27.5 (C-16); 27.3
(C-30); 26.6 (C-28); 26.0 (C-23); 25.0 (C-2); 23.3 (C-6); 21.2 (C-18); 21.2 (C-29); 20.2 (C-27); 17.7 (C-
21); 17.4 (C-11); 12.4 (C-19). Pureza cromatogréfica: 97 %, tiempo de retencion de 15.58 min.

1.3. Obtencion de los derivados del &cido masticadienoico

Los &cidos 1y 2 se establecieron como moléculas de partida y mediante transformaciones quimicas

sencillas se generaron 26 derivados, de los cuales 18 (compuestos 3-20) se obtuvieron a partir de 1
(anexo A). A continuacion se describen los métodos de obtencion, y los datos fisicoquimicos y

espectroscopicos de 18 derivados obtenidos a partir del triterpeno 1.
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13.1.  Acido masticadienolico (3)

Una disolucién metandlica (20 mL) de 1 (271.4 mg, 0.598 mmol) se traté con una disolucion acuosa de
borohidruro de sodio (NaBH4, Sigma Aldrich Chemical Co.) (260 mg en 3 mL). La mezcla se agit6
durante 18 h a temperatura ambiente. Posteriormente se agregé agua (20 mL), y el producto de
reaccion se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL). La disolucién se secé con Na;SO4 anhidro, y el disolvente
se elimind a presion reducida. El residuo resultante se purifico mediante cristalizacion con MeOH,
obteniéndose un slido blanco (234.6 mg, rendimiento 86 %), con un pf 160-170 °C. UV (I max nm, log €)
208.4, 4.09. IR (KBr, cm-1) 3242.1 (m); 2950.7 (f); 2883.1 (f); 1688.3 (f); 1638.8 (m); 1458.3 (m); 1380.0
(m); 1031.0 (m). EMIE m/z (% ar) 456 (27) M™, 442 (32) [M-14]™, 441 (100) [M-Me]", 423 (71) [M-Me-
H20]*, 95 (30) [CsH103]*. RMN IH (DMSO-ds, 200 MHz) 5.88 (td, 1H, H24, J = 1.0, 7.4); 5.25 (d, 1H,
H-7,J = 2.7); 3.17 (m, 1H, H-3); 1.87 (d, 3H, Me-27, J = 1.0); 0.96 (s, 3H, Me-30); 0.95 (s, 3H, Me-28);
0.88 (d, 3H, Me-21, J = 5.7); 0.84 (s, 3H, Me-29); 0.80 (s, 3H, Me-18); 0.73 (s, 3H, Me-19). RMN 13C
(DMSO-des, 50 MHz) 169.6 (C-26); 145.1 (C-8); 142.3 (C-24); 126.7 (C-25); 117.3 (C-7); 77.7 (C-3); 52.2
(C-5); 50.5 (C-14); 50.1 (G17); 48.3 (C-9); 42.9 (C-13); 38.4 (C-4); 36.7 (C-1); 35.4 (G-20); 35.2 (C-22);
34.3(C-10); 33.4 (C-12); 33.1 (G-15); 27.6 (C-2); 27.2 (C-16); 27.1 (C-28); 26.7 (C-30); 26.0 (C-23); 23.4
(C-6); 21.3 (C-18); 20.4 (C-27); 17.7 (C-21); 17.5 (C-11); 14.4 (C-29); 12.5 (C-19).

132 Acido 24-25S-dihidromasticadienoico (4)

Se disolvieron 160 mg (0.352 mmol) de 1 en 20 mL de AcOEt, y se agregaron 60 mg de
paladio/carbono (Pd/C) al 5 % (Sigma Aldrich). La suspension se colocé en un sistema de
hidrogenacion a presion atmosférica, y se agitd durante 48 h a temperatura ambiente. El desarrollo de la
reaccion se siguio por ccf con un sistema de elucion de hexano/AcOEt 2:1. La mezcla resultante se filtro
a presion reducida sobre una cama de celita, el solido se lavd con AcOEt y el filtrado se secd con
Na2SO4 anhidro. El disolvente se evaporo a presion reducida. El residuo se purifico por cc, con un
gradiente de hexand/AcOEt, obteniéndose un sdlido amorfo blanco 88 mg, rendimiento 55 %), con un
pf 140-142 °C. UV (I max nm, log €) 214.0, 4.21. IR (CHCl3, cm1) 2949.9 (f); 2865.7 (m); 1742.0 (m);
1703.2 (f); 1464.7 (m); 1384.4 (m). EMIE m/z (% ar) 456 (22) M™, 441 (100) [M-Me]", 423 (13) [M-Me-
H20]". RMN 1H (CDCls, 200 MHz) 5.30 (c, 1H, H7, J=3.0); 2.75 (td, 1H, Hb-2, J = 5.5, 14.5); 2.47 (c,
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1H, H25, J = 7.0); 2.25 (dt, 1H, Ha-2, J = 3.3, 13.7); 1,18 (dd, 3H, Me-27, J = 1.0, 7.0); 1.12 (s, 3H, Me-
30); 1.05 (s, 3H, Me=29); 1.00 (s, 3H, Me-19); 1.00 (s, 3H, Me-28); 0.86 (d, 3H, Me-21, J = 5.9); 0.80 (s,
3H, Me-18). RMN 13C (CDClz, 50 MHz) 217.0 (C-3); 182.3 (C-26); 146.0 (C-8); 117.8 (C-7); 53.0 (C-5);
52.3 (C-17); 51.2 (C-14); 485 (C-9); 47.9 (C-4); 43.5 (C-13); 39.3 (C-25); 38.5 (C-1); 36.0 (C-20); 35.8
(C-22); 35.0 (C-2); 34.9 (C-10); 34.0 (C-15): 33.9 (C-12); 33.7 (G-24): 28.2 (C-16); 27.4 (C-28); 245 (C-
20): 24.4 (C-6); 24.1 (C-23): 24.0 (C-11); 22.0 (C-18); 21.6 (C-30); 18.3 (C-21): 17.0 (C-27); 12.8 (C-19).

1.33.  Acido 24-25S-di hidromasticadienolico (5)

A una disolucion metandlica de 125.2 mg de 4 (0.275 mmol en 20 mL) se agrego lentamente una
disolucion acuosa de NaBH; (100 mg/1 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion constante
a temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, se agregd agua y el producto se extrajo con
AcOEt. La fase organica se secO con NaxSOs4 anhidro, y el disolvente se evapor0. El residuo se
cristalizé con AcOEt, y se obtuvo un sdlido blanco en forma de agujas (98 mg, rendimiento 78 %), que
fundi6 en170-178 °C. IR (KBr, cm1) 3392.1 (m); 2943.0 (f); 2880.0 (m); 1707.2 (f); 1462.7 (m); 1229.0
(m); 1029.6 (m). EMIE m/z (% ar) 458 (27) M™, 443 (100) [M-Me]*, 425 (73) [M-Me-H20]*, 303 (10)
[C20H5102]*, 95 (15) [C3HuOs]*. RMN tH (CDCls, 300 MHz) 5.26 (c, 1H, H7, J = 3.2); 3.24 (dd, 1H, H
3,J=45,11.1); 247 (c, 1H, H-25, J = 7.0); 1.18 (dd, 3H, Me-27, J = 1.5, 7.2); 0.97 (s, 3H, Me-19); 0.97
(s, 3H, Me-28); 0.86 (s, 3H, Me-30); 0.86 (d, 3H, Me-21, J = 6.3); 0.81 (s, 3H, Me-18); 0.75 (s, 3H, Me-
29). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 180.4 (C-26); 145.9 (C8); 117.9 (C-7); 79.3 (C-3); 53.1 (C-17); 51.2 (C-
14); 50.7 (C-5); 49.0 (C-9); 43.6 (C-13); 39.0 (C4); 39.0 (C-25); 37.3 (C-1); 36.1 (C-20); 35.9 (C-22);
35.0 (C-10); 34.1 (C-15); 34.0 (G24); 33.9 (C-12); 28.2 (C-16); 27.7 (C-6); 27.6 (C-28); 27.3 (C-30); 24.0
(C-11); 24.0 (C23); 21.9 (C-18); 18.4 (C-21); 18.2 (C-2); 17.0 (C-27); 14.7 (C-29); 13.1 (C-19).

1.34. Masticadienoato de metilo(6)

Se prepar6 una mezcla de 100 mg de Nmetil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald al 99 %, Sigma
Aldrich) en 250 mL de éter etilico E%O, Merck), y se depositdé en un embudo de separacion. Por otro
lado, en un matraz especial se coloc6 una disolucion etanolica de KOH (100 mg en EtOH/agua, 1:1). El
matraz se calentd en bafio maria hasta la temperatura de 63 °C, y se mantuvo constante. La mezcla

contenida en el embudo se adicion¢ lentamente al matraz El diazometano generado en forma de gas
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se recibié en un matraz con 250 mL de éter. La disolucion preparada se adiciono lentamente, con
agitacion constante, a una disolucién de 1 (710 mg, 1564 mmol) en Et2O (20 mL). La mezcla se dejé
reposar durante 24 h y se evapord hasta sequedad. El residuo se recristalizd con AcOEt y se
obtuvieron cristales blancos (700 mg, rendimiento 98 %), que fundieron en 120-122 °C. UV (I max nm,
log €) 214.0, 4.13. IR (KBr, cm-1) 2947.2 (m); 2861.1 (m); 1712.0 (f); 1648.3 (d); 1454.3 (m); 1251.0 (m);
1213.4 (m); 1154.2 (m). EMIE m/z (% ar) 468 (35) M"™, 453 (100) [M-Me]", 435 (5) [M-Me-H.0]*, 421
(22) [M-2Me-Hz0]*. RMN IH (CDCls, 300 MHz) 5.93 (td, 1H, H24, J= 1.4, 7.7): 5.30 (c, 1H, H7, J =
3.2); 3.74 (s, 3H, Me-31); 2.76 (td, 1H, Hb-2, J = 5.5, 14.5); 2.24 (dt, 1H, Ha-2, J = 3.4, 14.5); 1.89 (d,
3H, Me-27, J = 1.3); 1.12 (s, 3H, Me-30); 1.05 (s, 3H, Me-19); 1.05 (s, 3H, Me-29); 1.00 (s, 3H, Me-28);
0.90 (d, 3H, Me-21, J = 6.6); 0.81 (s, 3H, Me-18). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 216.9 (C-3); 168.6 (C-26);
146.0 (C-8); 144.0 (C-24); 1265 (C-25); 117.8 (C-7); 52.9 (C-5); 52.3 (C-17); 51.2 (G-14); 51.2 (C-31);
48.5 (C-9); 47.9 (C-4); 435 (C-13); 38.5 (C1); 36.0 (C-20); 35.7 (C-22); 34.9 (C-2); 34.9 (C-10); 34.0 (C-
15); 33.6 (C-12); 28.2 (C-16); 27.4 (C-28); 26.7 (C-23); 24.5 (C-29); 24.4 (C-6); 21.9 (C-18); 21.6 (C-30);
20.7 (C-27); 18.2 (C-11); 18.2 (C-21); 12.8 (C-19).

135. Masticadienolato de metilo (7)

Una cantidad de 158.6 mg de 3 (0.348 mmol) se disolvi6 en 20 mL de una mezcla de CH2Cl,/MeOH 2:1.
Posteriormente, se agrego lentamente una disolucion etérea de diazometano. La mezcla de reaccion se
dejo reposar durante 24 h y el disolvente se evapord. El residuo se purificd por cc, y se obtuvo un
producto blanco cristalino (72 mg, rendimiento 44 %). También el producto se prepar¢ a partir de la
reduccion de 6 con NaBHs. Para ello se disolvieron 52 mg de 6 (0.115 mmol) en 15 mL de MeOH. A
continuacion s agreg6 una disolucion de NaBHs (55.6 mg en 1 mL de agua), y se agitd durante 48 h,
en temperatura ambiente. La mezcla se evapor6 a presion reducida, se extrajo con AcOEt, se lavo con
agua y se secd con NaSOs anhidro. Se obtuvo el producto como un sdlido blanco (34.6 mg,
rendimiento 66 %), que fundié en 98-108 °C. UV (I max nm, log e) 205.0, 3.86. IR (KBr, cm1) 3562.9 (m);
3446.5 (m); 2952.3 (f); 2883.5 (f); 1715.0 (f); 1645.4 (m); 1454.7 (m); 1216.8 (m); 1151.3 (m); 1032.8
(m). EMIE m/z (% ar) 470 (12) M™, 455 (74) [M-Me]", 437 (100) [M-Me]", 187 (38), 95 (26). RMN H
(CDCl3, 300 MHz) 5.93 (td, 1H, H-24, J = 1.3, 7.3); 5.26 (d, 1H, H-7 J = 3.3); 3.74 (s, 3H, Me-31); 3.25
(dd, 1H, H3, J= 4.3, 10.9); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.1); 0.97 (s, 3H, Me-30); 0.97 (s, 3H, Me-28); 0.89
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(d, 3H, Me-21, J = 6.1); 0.86 (s, 3H, Me-29); 0.81 (s, 3H, Me-18); 0.75 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCl,
75 MHz) 168.6 (C-26); 145.8 (C-8); 144.1 (C-24); 126.4 (C-25); 117.8 (C-7); 79.2 (C-3); 52.9 (C-5); 51.2
(C-31); 50.6 (C-14); 50.6 (C-17); 48.9 (C-9); 43.6 (C-13); 39.0 (C-4); 37.2 (C-1); 36.1 (C-20); 35.7 (C-
22); 34.9 (C-10); 34.0 (C-15); 33.7 (C-12); 28.2 (C-16); 27.7 (C-2); 27.6 (C-30); 27.3 (C-28); 26.7 (C-23);
23.9 (C-6); 21.9 (C-18); 20.7 (C-27); 18.2 (G-21); 18.1 (C-11); 14.7 (C-29): 13.1 (C-19).

1.36. 24-25S-di hidromasticadienoato de metilo (8)

A una disolucion de 147 mg de 6 (0.314 mmol) en 20 mL de AcOEtse agregaron 75 mg de Pd/C al 5 %.
La mezcla se puso en un sistema de hidrogenacion durante 48 h, en agitacion constante y a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion resultante se traté de manera analoga como se hizo en la
obtencién de 4, obteniéndose un producto sélido blanco puro (66 mg, rendimiento 45 %). Pf 67-74 °C.
UV (I max nm, log €) 205.0, 3.85. IR (KBr, cm') 2971.8 (m); 2945.5 (m); 2860.2 (d); 1738.4 (m); 1705.8
(m); 1460.6 (d); 1163.7 (d). EMIE m/z (% ar) 470 (23) M™, 456 (34) [M-14]**, 455 (100) [M-Me]", 423
(8) [M-Me-H20]", 95 (12) [C3Hu03]". RMN IH (CDCls, 300 MHz) 5.31 (c, 1H, H7, J = 3.0); 3.67 (s, 3H,
Me-31); 2.76 (td, 1H, Hb-2, J =55, 14.3): 2.44 (c, 1H, H-25, J = 6.9); 2.25 (dt, 1H, Ha2, J = 3.3, 14.0);
1.14 (dd, 3H, Me-27,J = 1.1, 7.0); 1.12 (s, 3H, Me-30); 1.05 (s, 3H, Me-29); 1.00 (s, 3H, Me-19); 1.00 (s,
3H, Me-28); 0.85 (d, 3H, Me-21, J = 6.3); 0.80 (s, 3H, Me-18). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 216.9 (C-3);
177.4 (C-26); 146.0 (C-8); 117.8 (C-7); 53.0 (C-5); 52.3 (C-17); 51.4 (C-31); 51.2 (C-14); 48.5 (C-9); 47.9
(C-4); 43.5 (C-13); 39.4 (G25); 38.5 (C-1); 36.0 (C-20); 35.8 (G22); 35.0 (C-2); 34.9 (C-10); 34.2 (C-
15), 34.0 (C-24); 33.6 (C-12); 28.2 (C-16); 27.4 (C-28); 24.5 (C-29); 24.4 (C-6); 24.0 (C-23); 22.0 (C-18);
21.6 (C-30); 18.3 (C-11); 18.3 (C-21); 17.0(C-27); 12.8 (C-19).

137. 24-25S-di hidromasticadienolato de metilo (9)

Una cantidad de 44 mg de 5 (0.096 mmol) se disolvi 6 en 20 mL de CH2Cl>. Posteriormente, se agregd
lentamente una disolucién etérea de diazometano. La mezcla de reaccion se dejo reposar durante 20 h
y el disolvente se evaporo. Se obtuvo un residuo aceitoso de color amarillo (33 mg, rendimiento 72.8
%). EMIEm/z (% ar) 472 (2) M™, 458 (4) [M-14]™, 455 (8)[M-OH]", 443 (22)[M-29]", 425 [M-29-H,0]",
226 (100), 191 (73). RMN H (CDCls, 300 MHz) 5.25 (m, 1H, H7); 3.67 (s, 3H, Me-31); 3.25 (dd, 1H, H
3,J=4.2,11.1); 244 (dd, 2H, J = 7.2, 13.2); 1.15 (d, 3H, Me-27,J = 6.9); 0.97 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.80
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(s, 3H); 0.74 (s, 3H). RMN 3C (CDCk, 75 MHz) 177.3 (C-26); 145.8 (C-8); 117.8 (C-7); 79.3 (C-3); 53.0
(C-5); 51.4 (C-31); 49.0 (G9); 43.5 (C-13); 39.5 (C-25): 36.0 (C-20); 35.9 (C-22); 34.2 (C-15), 34.0 (C-
24); 33.8 (C-12); 28.2 (C-16); 27.7 (G-28); 24.0 (C-23); 22.0 (C-18); 21.9 (C-30); 18.3 (C-11); 18.1 (C-
21); 17.2 (C-27); 16.9; 14.7; 13.1 (C-19).

1.38.  Isomagticadienoato de etilo (10)

Se disolvieron 65 mg (0.143 mmol) de 1 en 60 mL de EtOH previamente secado. A continuacion se
adicion6 lentamente 1 mL de H>SO4 concentrado, seguido de 3 mL de ortoformiato de metilo
(CH(OCHGa)s, Aldrich). La mezcla se refluj6 durante 6 h. Posteriormente, se agrego agua (40 mL) y se
extrajo con AcOEt (3 x 10 mL). La fase orgénica se secd con NaxSOs anhidro y el disolvente se
evaporo. El residuo se purificd por cc usando un gradiente de hexano/AcOEt. Se obtuvo un producto
aceitoso de color amarillo (63 mg, rendimiento 91 %). IR (CHCls, cm1) 2956.3 (f); 2873.5 (f); 1699.5 (f);
1646.9 (d): 1457.8 (m): 1374.4 (m). EMIE m/z (% ar) 482 (64) M™*, 467 20) [M-Me]", 437 (13) [M-45]*,
355 (100) [C24Hs502] ", 313 (43) [M-169]", 263 (65) [M-219]". RMN H (CDCl3, 300 MHz) 5.86 (td, 1H,
H-24, J = 1.5, 7.3); 4.16 (c, 2H, H-31, J = 7.0); 1.86 (d, 3H, Me-27, J = 1.5): 1.27 (t, 3H, Me-32, J = 7.0);
1.07 (s, 3H, Me-30); 1.06 (s, 3H, Me-19); 1.02 (s, 3H, Me-29); 0.97 (d, 3H, Me-21, J = 6.7); 0.91 (s, 3H,
Me-28); 0.82 (s, 3H, Me-18).

1.39. | somasticadienolato de etilo (11)

A una disolucion metandlica (30 mL) de 10 (142.2 mg, 0.295 mmol) se adicion6 lentamente una
disolucion acuosa de NaBH4 (108 mg en 1 mL). La mezcla se mantuvo en temperatura ambiente, en
agitacion durante 5h 30 min. Posteriormente se agreg6 agua (20 mL), y el producto de reaccion se
extrajo con AcOEt (3 x 10 mL); la fase organica se lavd con una disolucion de NaHCOs al 10 %, se sec
con Na;SO4 anhidro y el disolvente se elimind. El producto se purificd por cc con un sistema
hexano/AcOEt 95:5. El compuesto 11 también se intent6 obtener a partir de la reaccion de esterificacion
de 3 con EtOH en medio &cido. Se obtuvo un sdido blanco (36 mg, rendimiento 67 %). Pf 75-80 °C. IR
(CHCl3, cm1) 3612.8 (d); 2952.1 (f); 2873.7 (m); 1705.6 (m); 1649.0 (d); 1456.1 (m); 1373.1 (m); 1024.5
(m). EMIEm/z (% ar) 484 (9) M"™*, 467 (4) [M-OH]", 437 (10) [M-47]*, 357 (28) [M-127]", 189 (81), 89
(100). RMN H (CDCls, 300 MHz) 5.87 (td, 1H, H24,J = 1.4, 7.5); 4.20 (c, 2H, H-31, J=7.1); 3.20 (dd,
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1H, H3, J = 5.4, 10.9); 2.48 (¢, 1H, H20, J = 7.0); 1.86 (d, 3H, Me-27, J = 1.4); 1.28 (t, 3H, Me-32, J =
7.1); 1.06 (s, 3H, Me-18); 0.97 (s, 3H, Me-30); 0.96 (d, 3H, Me-21, J = 6.0); 0.83 (s, 3H, Me-28): 0.80 (s,
3H, Me-29); 0.76 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 168.2 (C-26); 143.2 (C-24); 139.4 (C-8);
134.1 (C-9); 126.8 (C-25); 78.9 (C-3); 60.0 (C-31); 56.4 (C-14); 55.8 (C-5); 51.6 (C-17); 41.3 (C-13); 39.0
(C-1); 38.9 (C-4); 37.4 (C-10); 35.2 (C-22); 35.2 (C-15); 31.7 (G-20); 30.7 (C-7); 29.1 (C-11); 28.1 (C-
23); 28.1 (C-30); 27.4 (C-2); 23.1 (C-18); 23.0 (C-12); 21.9 (C-6); 20.7 (C-27); 20.0 (C-21); 18.2 (C-16);
16.7 (C-29); 16.4 (C-28); 15.5 (C-19); 14.3 (C-32).

1.3.10. 3-0x0-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (12)

Se disolvieron 52.4 mg de 6 (0.112 mmol), 45.3 mg del &cido m-cloroperoxibenzoico (m-CPBA, Aldrich)
en 20 mL de CH:Cl2, a continuacion se adicion6 una disolucion acuosa de NaHCOs al 10 % p/v (20 mL).
La mezcla heterogénea se agitd durante 3 h, a temperatura ambiente. Después de su separacion, la
fase organica se lavo con una disolucion acuosa de NaHCOs, y posteriormente con agua destilada; se
secO con Na2SO4 anhidro. El disolvente se evapord a presion reducida, y el residuo se purificd por cc
mediante una fase fija de silice neutra y mezclas de hexano/AcOEt de polaridad ascendente. Se obtuvo
un lido blanco (25.7 mg, rendimiento 47 %). Pf 106-112 °C. Los datos de RMN en GDs y CDChk
correspondieron al mismo compuesto. IR (CHCk, cnrt) 2970.1 (m); 2881.9 (m); 1701.7 (f); 1642.4 (d);
1452.6 (m); 1147.4 (m). EMIE m/z (% ar) 484 (100) M™, 469 (55) [M-Me]", 466 (18) [M-H20]™, 451 (16)
[M-H0-Me]", 427 (11) [M-COOMe]*, 355 (8) [M-CaaHss02]*, 329 (16) [M-Cz2Hs302]", 303 (19)
[CaoH102] ", 287 (7) [Ca0Hs10]", 95 (40) [C2H704]". RMN H (CsDs, 300 MHz) 5.82 (td, 1H, H-24, J =
1.4, 7.5); 3.42 (s, 3H, Me-31); 2.64 (s, 1H, H7); 2.26 (td, 1H, Hb-2, J = 5.2, 14.5): 2.08 (dt, 1H, Ha-2, J =
3.9,14.1); 1.91 (d, 3H, Me-27, J=1.3); 1.12 (s, 3H, Me-30); 1.04 (s, 3H, Me-19); 0.98 (d, 3H, Me-21, J =
5.9); 0.88 (s, 3H, Me-29); 0.84 (s, 3H, Me-28); 0.68 (s, 3H, Me-18). RMN 13C (CsDs, 75 MHz) 213.5 (C-
3); 167.8 (C-26); 144.3 (C-24); 128.3 (C-25); 62.9 (C-8); 54.6 (C-7); 53.3 (C-5); 50.8 (C-31); 49.5 (C-14);
48.7 (C-17); 46.8 (C4); 46.6 (C-9); 45.2 (C-13); 38.0 (C-1); 36.0 (C-20); 35.9 (G22); 35.9 (C-10); 34.5
(C-2); 33.2 (C-15); 28.0 (C-16); 27.6 (C-12); 26.9 (C-23); 25.2 (C-29); 23.8 (C-6); 23.0 (C-28); 22.8 (C-
30); 20.9 (C-27); 20.7 (C-18); 18.4 (G21); 18.2 (C-11); 14.3 (C-19). RMN H (CDCls, 300 MHz) 5.92 (td,
1H, H24,3 =14, 7.4); 3.73 (s, 3H, Me-31); 2.93 (s, 1H, H7); 2.61 (td, 1H, Hb-2, J = 5.3, 14.7); 2.20 (dt,
1H, Ha-2,J = 3.6, 14.7); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.3); 1.11 (s, 3H, Me-30); 1.07 (s, 3H, Me-19); 1.05 (s,
3H, Me-29); 0.93 (s, 3H, Me-28); 0.89 (d, 3H, Me-21, J = 6.0); 0.80 (s, 3H, Me-18). RMN 23C (CDCls, 75
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MHz) 216.2 (C-3); 168.5 (C-26); 144.0 (C-24); 1265 (C-25); 63.6 (C-8); 54.9 (C-7); 52.9 (C5); 51.1 (C-
31); 49.9 (C-17); 49.1 (C-14); 46.9 (C-4); 46.4 (C-9); 44.9 (C-13): 38.1 (C-1); 35.5 (C-22); 36.3 (C-20);
34.8 (C-2); 34.6 (C-10); 34.2 (C-15); 30.6 (C-6); 28.2 (C-16); 27.6 (C-12); 26.9 (C-28); 26.5 (C-23); 24.8
(C-29); 23.6 (C-11); 22.9 (C-29); 20.7 (C-27); 20.4 (C-28); 18.0 (C-21); 15.8 (C-18); 14.6 (C-19).

1.3.11.  Acido 3-ox0-7R-8R-epoxi-tirucal -24Z -en-26-ico (13)

A una disolucion de 1 (64.8 mg en 20 mL de AcOEt, 0.143 mmol) se agregd unadisolucion acuosa de
NaHCOs (20 mL). A continuacion se adicionaron lentamente, 2 mL del &cido peroxiacético (CH3COzH al
32 % plv en acido acético diluido, Aldrich). La mezcla se mantuvo en agitacion constante a temperatura
ambiente, durante 2 h. La mezcla se extrajo con AcOEt, y la fase organica se lavé con NaHCOs (3 x 10
mL) y agua destilada. Posteriormente se secd con Na;SO4 anhidro y se evaporo. El residuo se purifico
por cc de manera similar conforme con 12, yse obtuvo un producto blanco no soluble en AcOEt, y muy
soluble en MeOH (13.5 mg, rendimiento 20 %). Pf 100-110 °C. EMIE m/z (% ar) 470 M. RMN H
(CD30D, 300 MHz) 5.13 (td, 1H, H-24, J = 1.5, 7.2); 2.97 (s, 1H, H-7); 2.70 (td, 1H, Hb-2, J = 5.3, 14.7);
2.12 (dt, 1H, Ha2, J = 3.5, 14.3); 1.84 (d, 3H, Me-27,J = 1.5); 1.12 (s, 3H, Me-28); 1.11 (s, 3H, Me-19);
1.08 (s, 3H, Me-30); 1.01 (s, 3H, Me-29); 0.91 (s, 3H, Me-18); 0.89 (d, 3H, Me-21, J =6.4). RMN 13C
(CD30D, 75 MHz) 218.7(C-3); 179.7 (C-26); 137.1 (C-25); 129.0 (C-24); 65.3 (C8); 56.6 (C-7); 54.3(C-
5); 50.4 (C-14); 50.2 (C-17); 48.2 (G-9); 48.1 (C-13); 46.1 (C-4); 39.5 (C-1); 37.2 (C22); 36.9 (C-20);
35.9 (C-10); 35.5 (C-2); 34.2 (C-15); 28.7(C-16); 28.3 (C-12); 27.4 (C-23); 25.3 (C-29); 24.6 (C-6); 23.3
(C-28); 23.2 (C30); 21.5 (C-27); 21.0 (C-18); 19.2 (C-11); 18.8 (C-21); 14.8 (C-19).

1.3.12. 3S-hidroxi-7R-8R-epoxi-tirucal -24Z-en-26-ato de metilo (14)

A una disolucion de 7 (118.4 mg en 20 mL de CHzCl, 0.252 mmol) se agregaron 20 mL de NaHCO3 pH
8. A continuacion se adicionaron lentamente 2 mL de CHsCOsH. El curso de la reaccion se siguié por
ccfy, al cabo de 1 h 30 min, se consumio el reactivo, y observo la aparicion de un producto. La mezcla
se lavd con una disolucion acuosa de NaHCOs (3 x 10 mL), se secé con NazSO4 anhidro y se ewaporo.
El producto se purificd por cromatografia preparativa, con un sistema de elucion de hexano/AcOEt 2:1.
Se obtuvo un lido blanco (42 mg, rendimiento 34 %). Pf 68-78 °C. UV (I max nm, log €) 220.0, 3.84. IR
(CHCl3, cml) 3611.4 (d); 2962.1 (f); 2930.0 (f); 2882.0 (m); 1705.8 (f); 1640.9 (d); 1453.7 (m); 1381.0
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(m); 1147.9 (m). EMIEm/z (% ar) 486 (100) M™, 471 (50) [M-Me]", 453 (20) [M-Me-H20]", 435 (10) [M-
Me-2H201", 303 (14), 149 (15), 121 (24), 95 (21) [C2H704]". RMN H (CeDs, 300 MHz) 5.81 (td, 1H, H-
24,J=1.4,175); 3.41 (s, 3H, Me-31); 3.17 (s, 1H, H3); 2.71 (s, 1H, H7); 1.90 (d, 3H, Me-27, J = 1.3);
1.07 (s, 3H, Me-30); 0.96 (d, 3H, Me21, J = 6.3); 0.92 (s, 3H, Me-28); 0.84 (s, 3H, Me-29); 0.74 (s, 3H,
Me-18); 0.72 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CeDs, 75 MHz) 167.9 (C-26); 144.4 (C-24); 127.0 (C-25); 75.5
(C-3); 63.3 (C-8); 54.5 (C-7); 53.3 (C-5); 50.8 (C-31); 49.6 (C-14); 49.4 (C-17); 45.2 (C-13); 39.2 (C9);
37.0 (C-4); 36.0 (C-20); 36.0 (C-1); 34.6 (C-10); 33.3 (C-22); 32.1 (C-15); 28.1 (C-29); 28.0 (C-16); 27.7
(C-12); 26.9 (C-2); 25.5 (C-23); 23.1 (C-6); 23.1 (C-18); 22.9 (C-28); 20.9 (C-27); 20.8 (C-30); 18.4 (C-
21); 18.0 (C-11); 14.7 (C-19).

El ion molecular en m/z 486, observado en el espectro de masas, es consistente para la estructura de
14; dn embargo, la adquisicion de datos de resonancia en CDCls mostré sefiales para un compuesto
diferente, el cual se propuso como B-hidroxi-tirucala-7Z, 92, 24Z-trien-26-ato de metilo (14a): 468.71
M™. RMN IH (CDCls, 300 MHz) 5.93 (td, 1H, H24, J = 1.4, 7.5); 5.34 (s, 1H, H7); 5.19 (s, 1H, H-11);
3.73 (s, 3H, Me-31); 3.24 (dd, 1H, H3, J = 4.6, 10.7); 1.89 (d, 3H, Me-27, J=1.3); 0.98 (s, 3H, Me-30);
0.92 (s, 3H, Me-28); 0.92 (d, 3H, Me-21, J = 6.3); 0.89 (s, 3H, Me-29); 0.83 (s, 3H, Me-18); 0.63 (s, 3H,
Me-19). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 168.6 (C-26); 145.0 (G-8); 144.1 (C-24); 141.3 (G9); 126.4 (C-25);
118.4 (C-7); 115.3 (C-11); 79.0 (C-3); 51.2 (C-31); 50.8 (C-17); 49.5 (C-14); 48.2 (C-5); 44.0 (C-13); 39.0
(C-4); 38.3 (C-12); 36.1 (G-20); 35.8 (C-22); 35.6 (C-15); 31.2 (C-1); 27.9 (C-16); 27.7 (C2); 27.6 (C-
30); 27.6 (C-10); 26.6 (C-23); 23.6 (C-6); 23.1 (C-18); 20.7 (C-27); 20.7 (C-28); 18.3 (C-21); 16.1 (C-19);
15.3(C-29).

1.3.13. Lactona del &cido 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal -24Z-en-26-ico (15)

A una disolucién de 1 (100 mg, 0.220 mmol) en 3 mL de CH2Cl, se adiciond lentamente una disolucion
de mCPBA (100 mg en 15 mL de CH.Cl,). La mezcla de reaccion se agitd durante 3 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavé con una disolucion acuosa de NaHCOs (3 x 10 mL), se seco con
Na2SO4 anhidro, y el disolvente se evapord. El residuo resultante se purifico por cc, y se obtuvo un
solido blanco cristalino (10 mg, rendimiento 9 %). Pf 116-122 °C. IR (KBr, cm1) 3488.1 (m); 3426.1 (m);
2964.5 (f); 2927.9 (f); 1692.5 (f); 1648.4 (m); 1203.4 (m); 1113.9 (). EMIE m/z (% ar) 486 (24) M™, 468
(100) [M-H01™, 452 (71) [M-34]™, 428 (34) [M-58]™, 395 (79) [M-91]", 377 (35) [M-109]", 289 (56)
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[M-197]", 159 (51) [M-327]", 145 (60) [M-341]", 122 (88) [M-364]*. RMN H (CDCl, 200 MHz) 5.99
(td, 1H, H24, J= 1.4, 7.5): 2.82 (s, 1H, H7); 2.55 (m, 2H, H2); 1.84 (d, 3H, Me-27, J = 1.2); 1.45 (s,
3H, Me-18); 1.34 (s, 3H, Me-29); 0.94 (s, 3H, Me-30); 0.86 (s, 3H, Me-19); 0.83 (s, 3H, Me-28); 0.80 (d,
3H, Me-21, J = 6.0). RMN 13C (CDCls;, 50 MHz) 176.0 (C-3); 172.0 (C-26); 147.0 (C-24); 126.0 (C-25);
86.0 (C-4); 63.9 (C-8); 54.7 (C-7); 52.9 (C-9); 49.3 (C-14); 46.5 (C-17); 46.3 (C-13); 44.6 (C5); 38.1 (C-
10); 35.5 (C-2); 35.5 (C-20); 35.5 (C-22); 33.6 (C-15); 32.7 (C-12); 314 (C-6); 27.6 (C-16); 27.3 (C-1);
26.8 (C-29); 26.3 (C-23); 24.3 (C-18); 22.8 (C-30); 20.6 (C-27); 20.3 (C-28); 18.1 (C21); 18.1 (C-11);
15.5 (C-19).

1.314. Lactonadel 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (16)

A una disolucion de 6 (70.7 mg en 30 mL de CH2Ck anhidro, 0.151 mmol) se agregaron 100 mg de
Na2COs previamente tratado a 260 °C. La mezcla se mantuvo en una atmosfera de nitrogeno, con
agitacion constante a temperatura ambiente. A continuacion se adicionaron lentamente, 2 mL de
CHsCOgsH. El curso de la reaccion se siguio por ccfy, al cabo de 2 h 30 min, se observo la desaparicion
total del compuesto inicial. La mezcla de reaccion resultante se lavo con una disolucion acuosa de
NaHCOs (3 x 10 mL), se secdé con NaSOs anhidro y se evapord. El residuo se purificd por cc,
empleando como fase fija silice perfectamente seca y previamente neutralizada con disoluciones de
acetato de sodio (AcONa) y NaHCQs. Se us6 un sistema de elucion de hexand/AcOEt. Finalmente se
obtuvo un sélido blanco cristalino (27 mg, rendimiento 36 %). Pf 144-150 °C. UV (I max nm, log €) 220.0,
4.20. IR (KBr, cm-1) 2978.5 (m); 2926.6 (m); 2870.9 (m); 1717.0 (f); 1650.4 (d); 1455.3 (m); 1219.7 (m);
1195.8 (m). EMIEm/z (% ar) 500 (16) M™, 482 (18) [M-H.0] ™, 467 (17) [M-H0-Me]*, 442 (24) [M-
COOMe] ™, 427 (27) [M-COOMe-Me]", 409 (32) [M-COOMe-Me-H201", 303 (56) [Cz0oH3102]", 287 (28)
[CaoHs10]", 271 (10) [CaoHaz] ¥, 215 (16) [Ci1Hi904]", 161 (30) [CrHi304]", 135 (35) [CsHi104]", 123
(80) [CaH1104]", 122 (100) [C4H1004]™, 107 (47) [CsH7O4]", 95 (82) [C2H04]". RMN H (CeDs, 300
MHz) 5.82 (td, 1H, H-24, J= 1.4, 7.3); 3.43 (s, 3H, Me-31); 2.54 (s, 1H, H-7); 2.40 (cd, 1H, Hb-2, J= 1.8,
8.4); 2.26 (cd, 1H, Ha-2, J= 1.8, 11.1); 1.91 (d, 3H, Me-27, J = 1.2); 1.19 (s, 3H, Me-30); 1.08 (s, 3H,
Me-19); 1.02 (s, 3H, Me-29); 0.98 (d, 3H, Me-21, J =5.7); 0.84 (s, 3H, Me-28); 0.55 (s, 3H, Me-18). RMN
13C (CeDe, 75 MHz) 173.5 (C-3); 167.8 (C-26); 144.2 (C-24); 127.1 (C-25); 84.6 (C-4); 63.2 (C-8); 54.3
(C-31); 53.3 (C-7); 50.8 (C9); 49.7 (C-14); 46.9 (C-17); 46.5 (C-13); 44.9 (C5); 38.1 (C-10); 36.0 (C-1);
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35.9 (C-20); 33.7 (C-22); 33.1 (G-15); 32.8 (C-2); 31.9 (C-6); 28.0 (C-16); 27.6 (C-12); 26.8 (C-29); 26.3
(C-23); 24.0 (C-28); 22.9 (C-30); 20.9 (C-27); 20.6 (C-18); 18.4 (C-21); 18.2 (C-11); 15.2 (C-19).

El ion molecular en m/z 500, es consistente para la estructura del derivado epoxidado 16. Sin embargo,
la adquisicion de datos de resonancia en CDClz mostro sefiales para un compuesto diferente, el cual se
propuso como lactona de 4, 7R-dihidroxi-3, 4-seco-tirucala-8Z, 24Z-dien-26-ato de metilo (16a): 500.71
M™. IR (CHCls, cmr) 2952.2 (m); 2926.6 (m); 1707.0 (f); 1638.5 (d); 1451.0 (m); 1113.5 (m). RMN H
(CDCl3, 300 MHz) 5.93 (td, 1H, H24, J = 1.5, 7.5): 4.13 (s, 1H, H7); 3.74 (s, 3H, Me-31); 2.90 (1H, -
OH): 2.73 (td, 2H, H2, J = 6.8, 13.3); 2.55 (m, 1H, H5); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.2); 1.55 (d, 3H, Me-
30, J=8.0); 1.41 (d, 3H, Me-28, J = 8.0); 1.19 (s, 3H, Me-29); 0.94 (d, 3H, Me-21, J = 6.0); 0.89 (t, 3H,
Me-18, J = 3.0); 0.75 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 174.1 (C-3); 168.5 (C-26); 144.0 (C-24);
139.4 (C-8); 134.8 (C-9); 126.5 (C-25); 85.5 (C-4); 63.9 (C-7); 51.2 (C-31); 50.1 (C-17); 49.8 (C-14); 43.9
(C-13); 41.8 (C-5); 39.7 (C-10); 36.3 (C-20); 36.0 (C-2); 35.7 (C-22); 33.3 (C-15); 32.5 (C-12); 30.7 (C-
6); 29.8 (C-1); 29.5 (C-30); 28.1 (C-16); 26.8 (C-28); 26.5 (C-23); 24.5 (C-18); 21.0 (C-11); 20.7 (C-27);
20.4 (C-29); 18.5 (C-21); 16.2 (C-19).

1.3.15.  Acido 3b-acetoxi-tirucala-7E, 24E-dien-26-ico (17)

Se disolvieron 0.5 mL de piridina (99 % de grado reactivo, Aldrich), 46.6 mg (0.102 mmol) de 3,
posteriormente se afiadid 1 mL de anhidrido acético (Ac2O, Baeker). La mezcla se mantuvo a una
temperatura de 40 °C durante 24 h. Posteriormente, se agregd agua destilada y se extrajo con AcOEt.
La fase organica se lavd consecutivamente con disoluciones acuosas de HCl al 10 % v/v, y NaHCOs al
10 % se secd con NaxSO4 anhidro, y el disolvente se elimind. El residuo se purifico por cc en un
sistema de hexano/AcOEt 9:1, y se obtuvo un lido blanco (43.8 mg, rendimiento 86 %). Pf 170-172
°C. IR (CHCl3, cm1) 3527.2 (d); 2953.5 (m); 2886.9 (m); 1720.1 (m); 1685.0 (m); 1372.6 (m); 1258.6
(m); 1029.1 (m). EMIE m/z (% ar) 498 (13) M™, 483 (30) [M-Me]*, 423 (100) [M-Me-Ac]*. RMN IH
(CDCl3, 300 MHz) 6.90 (td, 1H, H-24, J = 1.4, 7.3); 5.25 (d, 1H, H-7, J = 3.6);: 4.52 (dd, 1H, H3, J= 4.9,
10.7); 2.06 (s, 3H, Me-32); 1.84 (d, 3H, Me-27,J = 1.2); 0.97 (s, 3H, Me-30); 0.93 (s, 3H, Me-29); 0.91
(d, 3H, Me-21, J = 6.0); 0.85 (s, 3H, Me-28); 0.81 (s, 3H, Me-18); 0.77 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCls,
75 MHz) 173.0 (C-26); 171.0 (G-31); 145.8 (C-8); 145.8 (G-24); 126.6 (C-25); 117.7 (C-7); 81.1 (C-3);
52.8 (C-5); 51.1 (C-14); 50.7 (C-17); 48.8 (C-9); 43.5 (C-13); 37.8 (C-4); 36.8 (C-1); 36.0 (C-20); 34.8 (C-
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10); 34.6 (C-22); 34.0 (C-12); 33.7 (C-15); 28.2 (C-16); 27.5 (C-28); 27.2 (C-30); 26.0 (C-6); 24.2 (C-2);
23.7(C-23); 21.9 (C-18); 21.3 (C-32); 18.2 (C-21); 18.1 (C-11); 15.8 (C-29): 13.1 (C-19); 11.9 (C-27).

13.16. 3b-acetoxi-tirucala-7E, 24Z-dien-26-ato de metilo (18)

Una mezcla de 55 mg (0.117 mmol) de 7, 05 mL de piridina, y 1 mL de Ac20 se coloco a una
temperatura de 40 °C durante 24 h. La mezcla de reaccion se tratd de forma similar a la dtencion de
17. H producto se recristalizd con hexano/AcOEt y se obtuvo un polvo blanco (48 mg, rendimiento 80
%). Pf 56-64 °C. IR (KBr, cm-1) 3394.2 (m); 2954.0 (f); 2878.1 (m); 1730.8 (f); 1645.6 (m); 1369.5 (m);
1249.7 (f); 1215.8 (m); 1027.8 (m). EMIE m/z (% ar) 512 M*:. RMN 1H (CDCls, 300 MHz) 5.93 (td, 1H, H
24, 3=15,7.2);5.25 (d, 1H, H-7 J = 3.1); 452 (dd, 1H, H-3, J = 5.0, 10.7); 3.73 (s, 3H, Me-31); 2.05 (s,
3H, Me-33); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.2); 0.97 (s, 3H, Me-29); 0.97 (s, 3H, Me-30); 0.89 (d, 3H, Me-21, J
= 6.1); 0.86 (s, 3H, Me-28); 0.81 (s, 3H, Me-18); 0.75 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCk, 75 MHz) 171.0
(C-32); 168.6 (G-26); 145.9 (C-8); 144.1 (G24); 126.4 (C-25); 117.6 (C-7); 81.2 (C-3); 52.8 (C-5); 51.2
(C-31); 51.1 (C-14); 50.7 (C-17); 48.8 (C-9); 43.5 (C-13); 37.8 (C-4); 36.8 (C-1); 36.0 (C-20); 35.7 (C-
22); 34.8 (C-10); 34.0 (C-12); 33.7 (C-15); 28.2 (C-16); 27.6 (C-28); 27.2 (C-30); 26.7 (C-6); 24.2 (C-2);
23.7 (C-23); 21.9 (C-18); 21.3 (C-33); 20.7 (C-27); 18.2 (C-21); 18.1 (C-11); 15.8 (C-29); 13.1 (C-19).

1.3.17.  Acido 3-hidroxiimino-masticadienoico (19)

Una mezcla de 18.2 mg de clorhidrato de hidroxilamina (NH2OHHCI, Aldrich) y 22.4 mg de AcONa en
30 mL de MeOH se adicion6 lentamente a un matraz con 50.6 mg de 1 (0.111 mmol). La mezcla se
reflujo durante 2 h. Al término, se concentrd en un rotavapor y se extrajo con AcOEt. La fase organica
se lavo con agua, se secd con Na:SO4 anhidro y se evapord el disolvente. Finalmente se obtuvieron
cristales blancos (29 mg, rendimiento 55 %). Pf 85-90 °C. IR (KBr, cm1) 3270.3 (d); 2954.8 (m); 1687.3
(m); 1642.6 (d); 1458.4 (d); 1380.4 (d); 1261.1 (d). EMIE m/z (% ar) 469 (27) M", 454 (100) [M-Me]™,
439 (30) [M-NQJ™, 438 (29) [M-NOH]*, 421 (7) [M-NO-H20]*, 95 (12) [C3Hu103]*.

El ion molecular en m/z 469, es consistente para la estructura del derivado 19. Sin embargo, los datos
de resonancia en CDCls evidenciaron la presencia de un grupo 3-nitroso. RMN 1H (CDCls, 300 MHz)
6.02 (td, 1H, H24, J=1.2, 7.1); 5.27 (d, 1H, H7, J=2.7); 3.34 (dt, 1H, H3, J = 3.4, 13.8); 1.92 (d, 3H,
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Me-27, J = 1.6); 1.13 (s, 3H, Me29); 1.12 (s, 3H, Me-18); 0.99 (s, 3H, Me-28); 0.91 (s, 3H, Me-19); 0.86
(d, 3H; Me-21, J = 6.6); 0.78 (s, 3H, Me-30).

1.318.  3-hidroxiimino-masticadienonato de metilo (20)

Se preparé una mezcla de 63 mg de 6 (0.135 mmol) en piridina previamente destilada (1.6 mL).
Posteriormente se adiciono una disolucion de 16.5 mg de NH2OH-HCI en piridina (2 mL). La mezcla se
reflujé durante 1 h. Después se agrego agua y la fase organica se extrajo con AcOEt A continuacion se
lavd con una disolucion acuosa de NaHCO3 0.5 M, se secé con NaxSOs anhidro y se evapord. El
residuo se purificd por cromatografia preparativa con un gradiente de hexano/AcOEt 3:1. Se obtuvo un
polvo blanco (46 mg, rendmiento 71 %). Pf 126-128 °C. IR (KBr, cmrl) 3319.4 (m); 2949.3-2929.4 (f);
1719.2 (f); 1642.8 (m); 1455.2 (f); 1382.2 (f); 1218.4 (f). EMIE m/z (% ar) 483 (31) M*, 469 (33) [M-14] ",
468 (100)[M-Me] ™, 453 (18) [M-NOJ", 452 (24) [M- NOH]™, 95 (16) [C3H1103]".

El ion molecular en m/z 483, es consistente con la estructura del derivado 20. Sin embargo, la
adquisicion de datos de resonancia en CDClz mostr6 sefiales para un grupo 3-nitroso. RMN H (CDCls,
300 MHz) 5.93 (td, 1H, H24, J = 1.3, 7.5); 5.27 (m, 1H, H-7); 3.73 (s, 3H, Me-31); 3.30 (dt, 1H, H3, J =
3.5, 14.2); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.2); 1.13 (s, 3H, Me-29); 1.13 (s, 3H, Me-18); 0.99 (s, 3H, Me-28);
0.91 (s, 3H, Me-19); 0.89 (d, 3H; Me-21, J = 6.3); 0.79 (s, 3H, Me-30). RMN 13C (CDCk, 75 MHz) 168.6
(C-26); 146.0 (G-8); 144.0 (C-24); 126.5 (CG-25); 117.6 (C-7); 78.0 (C-3); 52.9 (C-5); 52.4 (C-17); 51.2 (C-
14); 51.2 (C-31); 48.6 (C-9); 43.5 (C-13); 40.8 (C-4); 37.9 (C-1); 36.0 (C-20); 35.7 (C-22); 35.2 (C-10);
34.0 (C-15); 33.7 (C12); 28.2 (C-16); 27.4 (C-28); 26.7 (C-23); 25.8 (C-29); 24.3 (C-6); 22.5 (C-18);
21.9(C-30); 20.7 (C-27); 18.2 (C-11); 18.2 (C-21); 17.7 (C-2); 12.8 (C-19).

1.3.19. Mezclaisomasticadienonato de metilo / 3-oxodamara-13-17E, 24Z -dien-26-ato de metilo

Se disolvieron 102 mg (0.218 mmol) de 6 en 60 mL de EtOH anhidro, y se adiciond lentamente 0.7 mL
de HSO4 concentrado y 3 mL de CH(OCH3)s. La mezcla se reflujd durante 3 h. Posteriormente, se
diluyd con agua y se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavd sucesivamente con NaHCOz al 10 %y
agua destilada (3 x 10 mL), se seco con Na2SO4 anhidro y se elimind el disolvente. El residuo se

purificd por cc, y se obtuvo un producto amarillo de consistencia aceitosa cuyo comportamiento en ccf



IV. SECCION EXPERIMENTAL 62

era muy similar a 6. Los datos espectroscopicos evidenciaron una mezcla de dos compuestos, los
cuales se identificaron como isomasticadienonato de metilo y 3:o0xodamara13-17E, 24Z-dien-26-ato de

metilo.

Isomasticadienoato de metilo. RMN 1H (CDCls, 300 MHz) 5.92 (td, 1H, H-24, J=1.4,7.5); 3.74 (s, 3H,
Me-31); 2.50 (m, 1H, H-20); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.6); 1.66 (m, 1H, H-17); 1.45 (m, 1H, H5); 1.09 (d,
3H, Me-30, J = 1.6); 0,93 (s, 3H, Me-19); 0.89 (s, 3H, Me-29); 0.84 (d, 3H, Me-28); 0.75 (s, 3H, Me-18).
RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 218.3 (C-3); 168.5 (C-26); 143.8 (C-24); 139.1 (C-8); 134.4 (C-9); 126.4 (C-
25); 55.1 (C-5): 51.4 (C-17); 51.1 (C-31); 47.2 (C-4); 47.2 (C-14); 41.0 (C-13); 39.8 (G-1); 37.1 (C-10);
35.8 (C-22); 35.1 (C-15); 34.0 (G-2); 31.7 (C-20); 30.6 (C-12); 29.7 (C-16); 28.0 (C-23); 27.0 (C-30); 24.1
(C-29); 23.0 (C-7); 21.3 (C11); 20.7 (C-27); 19.9 (C-21); 19.6 (C6); 16.5 (C-19); 16.3 (C-28); 15.5 (C-
18). 3-oxodamara-13-17, 24Z-dien-26-ato de metilo. RMN 1H (CDCls, 300 MHz) 5.92 (td, 1H, H-24, J =
1.4, 7.5); 3.72 (s, 3H, Me-31); 1.89 (d, 3H, Me-27, J = 1.6); 1.53 (m, 1H, H5); 1.53 (m, 1H, H-9); 1.45
(m, 1H, H-20); 1.05 (d, 3H, Me-30, J = 1.6); 1.04 (s, 3H, Me-28); 0.93 (s, 3H, Me-18). RMN 13C (CDCls,
75 MHz) 218.2 (C-3); 168.4 (C-26); 144.1 (C-24); 134.6 (C-17); 132.6 (C-13); 126.4 (C-25); 56.3 (C-14);
51.1(C-31); 50.8 (C-5); 50.0 (C-9); 47.2 (C4); 44.1 (C-8); 37.0 (C-10); 36.3 (C-20); 35.5 (C-1); 34.5 (C-
22); 34.5 (C-2); 30.6 (C-7); 28.9 (C-15); 28.0 (C-16); 27.4 (C-12); 26.6 (C-30); 26.6 (C-11); 22.8 (C-29);
22.4 (C-23);21.0 (C-28); 21.0 (C-19); 20.7 (C-27); 20.2 (C-6); 19.7 (C-21); 18.5 (C-18).

1.4. Obtencion delos derivados del acido 3a -hidr oximasticadienoico

A partir del acido 2 se originaron los compuestos 21-28 (anexo A). A continuacion se describen los
métodos de obtencion, y los datos fisicoquimicos y espectroscopicos de los derivados obtenidos.

14.1.  Acido 24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico (21)

Una mezcla de 50 mg (0.110 mmol) de 2, 50 mg de Pd/Cal 5 %y 10 mL de AcOEt se mantuvo en un
sistema de hidrogenacion durante 96 h, a presion y temperatura ambiente, con agitacion constante. La
mezcla de reaccion se tratdo de manera similar a la reaccion de 1.3.2. El producto se purificd por cc, y se
obtuvo un sélido blanco amorfo (37 mg, rendimiento 73 %). Pf 100-110 °C. IR (KBr, cm-1) 3407.6 (m);
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2945 4 (f); 2887.0 (m); 1707.0 (m); 1460.1 (m); 1380.4 (m); 1223.6 (m). EMIE m/z (% ar) 458 (26) M™,
443 (75) [M-Me]™, 425 (100) [M-Me-H20]*, 303 (10) [C20Hx02]", 175 (13) [CsH1s04]", 95 (13)
[CsHi103]". RMN H (CDCls, 300 MHz) 5.25 (¢, 1H, H7, J = 3.3); 3.46 (t, 1H, H-3, J = 2.9); 2.47 (c, 1H,
H-25, J = 7.0); 2.33 (m, 1H, Ha-2); 1.18 (dd, 3H, Me-27, J = 1.5, 7.2); 0.97 (s, 3H, Me-28);0.94 (s, 3H,
Me-30); 0.92 (s, 3H, Me-18); 0.86 (d, 3H, Me-21, J = 6.3); 0.81 (s, 3H, Me-29); 0.7 (s, 3H, Me-19). RMN
13C (CDCh, 75 MHz) 181.1 (C-26); 146.2 (C-8); 117.9 (C-7); 76.4 (C-3); 53.0 (C-17); 51.2 (C-14); 48.7
(C-9); 44.6 (C-5); 43,5 (C-13); 39.1 (C-25); 37.4 (C-4); 36.0 (C-20); 35.9 (C-22); 34.8 (C-10); 34.0 (C-
15); 34.0 (C-24); 339 (C-12); 31.3 (C-1); 28.2 (C-16); 27.8 (C-30); 27.3 (C-28); 25.4 (C-2); 23.9 (C-6);
23.9 (C-23); 21.9 (C-29); 21.8 (C-18); 18.4 (C-21); 18.0 (C-11); 17.0 (C-27); 13.0 (C-19).

14.2. 3-epimasticadienolato de metilo (22)

A una disolucion de 2 (55 mg, 0.120 mmol) en CH.Cl> se agregd lentamente con agitacion constante,
una disolucion etérea de diazometano. La mezcla de reaccion se dejo reposar durante 24 hy se
evapord. A pesar ¢k los intentos de cristalizacion del residuo, siempre se obtuvo un producto puro de
consistencia aceitosa (50 mg, rendimiento 88 %). IR (CHCls, cmrl) 3624.0 (d); 2952.3 (f); 2882.6 (m);
1708.6 (f); 1645.9 (d); 1456.4 (m); 1439.2 (m); 1370.1 (m); 1150.1 (m). EMIE m/z (% ar) 470 (9) M"*, 455
(47) [M-Me] ", 437 (100) [M-Me-H20]", 187 (46), 95 (33). RMN H (CDCls, 300 MHz) 5.93 (td, 1H, H24,
J=12,75):5.25 (c, 1H, H7, J=3.1);: 3.73 (s, 3H, Me-31); 3.46 (t, 1H, H3, J = 2,8); 1.89 (3H, d, Me-
27, J=1.2); 0.97 (s, 3H, Me-28); 0.94 (s, 3H, Me-29); 0.91 (s, 3H, Me-18); 0.89 (d, 3H, Me-21, J = 6.0);
0.82 (s, 3H, Me-30); 0.77 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 168.5 (C-26); 146.0 (C-8); 144.0 (C-
24); 126.4 (C-25); 117.8 (C-7); 76.2 (C-3); 52.8 (C-17); 51.2 (C-14); 51.1 (C-31); 48.6 (C-9); 44.5 (C-5);
43.4 (C-13); 37.3 (C4); 36.0 (G-20); 35.7 (C-22); 34.7 (C-10); 33.9 (G-15); 33.7 (C-12); 31.2 (C-1); 28.1
(C-16); 27.7 (C-29); 27.2 (C-28); 26.7 (C-23); 25.4 (C6); 23.9 (C-11); 21.8 (C-30); 21.8 (C-18); 20.6 (C-
27); 18.2 (C-21); 17.9 (C-2); 12.9 (C-19).

143 24-25S-di hidro-3-epimasticadienolato de metilo (23)
A una disolucion etérea de 21 (37.9 mg, 0.083 mmol, 20 mL) se agregd lentamente, con agitacion
constante, una disolucion etérea de diazometano. La mezcla de reaccion se mantuvo en reposo durante

24 h. Posteriormente, el disolvente se evapord a presion reducida y se obtuvo un producto aceitoso (33
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mg, rendimiento 84.5 %). EMIE m/z (% ar) 472 (1) M*, 455 (40) [M-OH]*, 437 (100) [M-35]", 187 (38),
95 (27).

1.44.  3-epiisomasticadienolato de etilo (24)

A una disolucion etandlica (EtOH anhidro, 60 mL) de 2 (122.8 mg, 0.269 mmol) se adiciond lentamente
H2SO4 concentrado (3 mL), seguido de CH(OCHs)s (4 mL). La mezcla se reflujo durante 8 h.
Posteriormente, se a@regd agua a la mezcla de reaccion y se extrajo con AcOEt. La fase organica se
lavd con NaHCO3 al 10 %p/v (3 x 10 mL), se seco con Na2SOs anhidro y el disolvente se evapor6 a
presion reducida. El residuo se purificé por cc, de las fracciones 2-4 eluidas con hexano/AcOEt 95:5 se
obtuvo un polvo blanco brillante muy soluble en CH2Cl> (26.8 mg, rendimiento 21 %). Pf 111-114 °C. IR
(CHCls, cmrt) 3691.8 (d); 3608.7 (d); 2950.4 (f); 2875.4 (m); 1704.1 (f); 1601.9 (m); 1455.9 (m); 1373.1
(m); 1149.4 (m). EMIE miz (% ar) 484 (20) M™, 469 (53) [M-Me]", 451 (100) [M-Me-H.0]", 437 (30) [M-
Et-H:0]", 241 (23) [CisHzs]", 189 (29) [CioH2103]", 95 (30) [CsH1103] . RMN tH (CDCls, 300 MHz)
5.90 (td, 1H, H-24, J = 1.4, 7.5); 4.20 (c, 2H, H-31, J = 7.0); 3.43 (t, 1H, H-3, J = 2.8); 1.89 (d, 3H, Me-
27, J=1.2); 1.31 (t, 3H, Me-32,J = 7.2); 0.97 (s, 3H, Me-29); 0.96 (s, 3H, Me-28): 0.93 (d, 3H, Me-21, J
=5.6); 0.87 (s, 3H, Me-18); 0.87 (s, 3H, Me-30); 0.77 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDChk, 75 MHz) 168.3
(C-26); 143.5 (G-24); 134.6 (C-8); 133.3 (C9); 126.8 (C-25); 76.0 (C-3); 60.0 (C-31); 50.1 (C5); 50.0 (C-
14); 44.8 (C-17); 44.1 (C-13); 37.7 (C-4); 37.2 (C-10); 36.4 (C-20); 36.0 (C-1); 30.8 (C-7); 29.8 (C-11);
29.8 (C-22); 28.1 (C-23); 28.1 (C-29); 27.2 (C-2); 26.6 (C-15); 25.8 (C-12); 24.4 (C-30); 22.2 (C-18); 21.4
(C-6); 20.7 (C-27); 19.9 (C-28); 18.8 (C-16); 18.6 (C-21); 15.5 (C-19); 14.3 (C-32).

1.45. 24-25S-di hidro-3-epiisomasticadienolato de etilo (25)

A una disolucion etandlica (EtOH anhidro, 50 mL) de 21 (54.5 mg, 0.119 mmol) se adiciond lentamente
H2SO4 concentrado (2 mL), seguido de CH(OCHgs)s (6 mL). La mezcla se reflujo durante 3 h.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se trato de manera similar ala reaccion 1.4.4. El residuo
resultante se purificé por cc, y de las fracciones 3-8 eluidas con hexano/AcOEt 95:5, se obtuvo un
producto amarillo no cristalizable (22 mg, rendimiento 39 %). EMIE m/z (% ar) 486 M**. RMN *H (CDCls,
200 MHz) 5.25 (d, 1H, H7, J = 2.8); 4.20 (c, 2H, H-31, J = 7.0); 3.47 (s, 1H, H3); 1.26 (s, 3H); 1.16 (s,
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3H); 1.13 (s, 3H); 0.97 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.85 (d, 3H, Me-21, J = 6.2); 0.81 (s, 3H); 0.77
(s, 3H). RMN 13C (CDCl3, 50 MHz) 177.4 (C-26); 146.1 (C-8); 117.8 (C-7); 76.4 (C-3).

1.46.  Acido 3R-hidroxi-7R-8R-epoxi-tir ucal -24Z -en-26-ico (26)

A una mezcla de 46.2 mg de 2 (0.101 mmol) en 2 mL MeOH se adicioné lentamente una disolucion de
53.3 mg de m-CPBA en 20 mL de CH.Ck. La mezcla se agitd durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se lavd con una disolucion acuosa de Na;SOz, y agua destilada
y se secO con Na»S04 anhidro. El disolvente se evapord a presion reducida y el producto se recristaliz6
dos veces con MeOH. Se obtuvo un sélido blanco cristalino (30 mg, rendimiento 63 %). Pf 128-132 °C.
IR (KBr, cm-L) 3424.8 (m); 2928.3 (f); 2877.7 (f); 1707.5 (f); 1458.6 (m); 1380.5 (m); 1249.2 (m). EMIE
miz (% ar) 472 (14) M™, 454 (80) [M-H.0]™, 439 (17) [M-HO-Me]*, 421 (100) [M-2H0-Me] ", 367 (10)
[CarHas]*, 95 (18) [C2H7O4 ™. RMN IH (CDCls, 300 MHzZ) 6.07 (td, 1H, H24, J = 7.0); 3.43 (t, 1H, H-3,J
= 2.4): 2.86 (s, 1H, H-7); 1.92 (s, 3H, Me-27); 1.00 (s, 3H, Me-29); 0.95 (s, 3H, Me-19): 0.94 (s, 3H, Me-
30); 0.92 (s, 3H, Me-28); 0.90 (d, 3H, Me-21, J =6.0); 0.85 (s, 3H, Me-18).

1.47.  3R-hidroxi-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (27)

Se prepar6 wna mezcla de 22 (100 mg, 0.213 mmol), en CHxCl2 (20 mL), NaHCOs pH 8(20 mL), y
CHsCOsH (2 mL). La mezcla se mantuvo en agitacion constante y a temperatura ambiente. El desarrollo
de la reaccion se siguio por ccf y al cabo de 30 min se observo la desaparicion total del sustrato. La
mezcla se lavd con una disolucion acuosa de NaHCQs (3 x 10 mL), se secé con Na2SO4 anhidro y se
evapord. El producto se purifico por cromatografia preparativa con un sistema de elucion de
hexano/AcOEt, 1:1. Finalmente se obtuvieron cristales blancos en forma de agujas (54 mg, rendimiento
52 %). Pf 68-72 °C. UV (I max nm, log €) 220.0, 3.99. IR (CHCls, cm?) 3617.1 (d); 2949.7 (m); 2882.5
(m); 1704.6 (m); 1641.6 (d); 1450.9 (m); 1380.8 (m); 1147.4 (m). EMIEm/z (% ar) 486 (87) M™, 471 (42)
[M-Me]*, 468 (30) [M-H20]*, 453 (26) [M-Me-H0]", 435 (35) [M-Me-2H20] *, 303 (12), 57 (100). RMN
1H ((CD3)2CO, 300 MHz) 5.98 (td, 1H, H-24, J = 1.5, 7.6); 3.68 (s, 3H, Me-31); 3.37 (t, 1H, H3, J = 4.3);
2.85 (s, 1H, H-7); 1.85 (d, 3H, Me-27, J = 1.3); 1.03 (s, 3H, Me-28); 0.93 (s, 3H, Me-29); 0.92 (d, 3H, Me-
21, J = 5.6); 0.91 (s, 3H, Me-18); 0.90 (s, 3H, Me-30); 0.87 (s, 3H, Me-19). RMN 13C ((CDs).CO, 75
MHz) 168.5 (C26); 144.0 (C-24); 127.4 (G-25); 75.3 (C-3); 63.8 (C-8); 55.0 (C-7); 53.7 (C5); 51.3 (C-
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31); 50.0 (C-17); 50.0 (C-14); 45.7 (C-13); 39.6 (C-9); 37.5 (C-4); 36.4 (C-20); 36.2 (C-1); 35.1 (C-10);
33.9 (C-15); 32.7 (C-22); 28.7 (C-30); 28.2 (C-16); 27.9 (C-12); 27.0 (C-2); 26.2 (C-23); 23.5 (C-6); 23.4
(C-18); 23.0 (C-28); 20.8 (C-27); 20.8 (C-29); 18.5 (C-21); 18.3 (C-11); 14.9 (C-19).

El EM revel6 un ion molecular en m/z486, consistente parala estructura del derivado epoxidado 27. Sin
embargo, durante la adquisicion de los datos de resonancia realizada en CDClz se observaron sefiales
correspondientes a un compuesto diferente, el cual se propuso como 3R-hidroxi-tirucala-7Z, 92, 24Z-
trien-26-ato de metilo (27a): 468 M™. RMN tH (CDCls, 300 MHz) 5.93 (t, 1H, H-24, J = 7.3); 5.33 (s, 1H,
H-7); 5.23 (s, 1H, H-11); 3.74 (s, 3H, Me-31); 3.46 (t, 1H, H3, J = 2.7); 1.89 (d, 3H, Me-27, J=0.9); 0.95
(s, 3H, Me-29); 0.94 (s, 3H, Me-28); 0.94 (s, 3H, Me-30); 0.92 (d, 3H, Me-21, J = 6.3 Hz); 0.84 (s, 3H,
Me-18); 0.64 (s, 3H, Me-19). RMN 13C (CDClz, 75 MHz) 168.6 (C-26); 144.9 (C-8); 144.1 (C-24); 141.5
(C-9); 126.4 (C-25); 118.3 (C-7); 115.1 (C-11); 76.5 (C-3); 51.2 (C-31); 50.8 (C-17); 49.6 (C-14); 44.1 (C-
13); 42.4 (C-5); 38.3 (C-12); 37.6 (C4); 36.1 (C-20); 36.0 (C-15); 35.9 (C-22); 31.2 (C-1); 29.6 (C-16);
27.9 (C-29); 27.8 (C-10); 26.6 (C-23); 25.4 (C-2); 23.6 (C-6); 23.1 (C-18); 22.4 (C-30); 20.7 (C-27); 20.5
(C-28); 18.3 (C21); 16.2 (C-19).

1.48  Acido3a-acetoxi-tirucala-7E, 24E-dien-26-ico (28)

Una mezcla constituida por 53 mg de 2 (0.116 mmol), 1 mL de piridina, y 1 mL de Ac20, se mantuvo en
una temperatura de 40 °C durante 4 h. Posteriormente, se agregd agua destilada y se procedié la
extraccion del producto con AcOEt. La mezcla de reaccion se tratd de manera similar a la descrita para
la obtencion de 17. H residuo se purificd mediante cc utilizando mezclas de hexano/AcOEt de polaridad
ascendente. Finalmente se obtuvo un 9lido blanco (32.6 mg, rendimiento 56 %). Pf 120-122 °C. IR
(KBr, cml) 3415.2 (d); 2952.9 (m); 2883.0 (m); 1734.2 (m); 1687.0 (m); 1645.1 (d); 1438.2 (d); 1375.1
(m); 1244.3 (m). EMIE m/z (% ar) 498 M**.RMN tH (CDCl, 300 MHz) 6.92 (td, 1H, H-24, J = 7.5): 5.26
(d, 1H, H7,J=3.0); 4.69 (t, 1H, H-3,J = 3.0); 2.07 (s, 3H, Me-32); 1.84 (s, 3H, Me-27); 0.98 (s, 3H, Me-
30); 0.97 (s, 3H, Me-29); 0.92 (d, 3H, Me-21, J = 6.0); 0.86 (s, 3H, Me-18); 0.84 (s, 3H, Me-28); 0.78 (s,
3H, Me-19). RMN 13C (CDCls, 75 MHz) 173.2 (C-26); 170.8 (C-31); 146.0 (G8); 145.8 (C-24); 126.6 (C-
25); 117.8 (C-7); 78.4 (C-3); 52.8 (C-5); 51.2 (C-14); 48.6 (C-17); 45.5 (C-9); 43.5 (C-13); 36.6 (C-4);
36.1 (C-20); 34.7 (C-10); 34.6 (C-22); 34.0 (C-2); 33.7 (C-15); 32.0 (G-1); 28.2 (C-12); 27.4 (C-28); 27.2
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(C-18); 26.0 (C-16); 23.8 (C-6); 22.9 (C-23); 21.9 (C-30); 21.4 (G-29); 21.3 (C-32); 18.2 (C-21); 18.0 (C-
11); 13.0 (C-19); 11.9 (C-27).

15. Andlis scristalogr afico derayos X

La obtencion de formas cristalinas de los derivados 5, 15y 16 permitio realizar un estudio de difraccion

de rayos X. Los datos cristalograficos de estos compuestos se encuentran en el Cuadro 1, y las figuras

15, 16 y 17 corresponden a sus estructuras relativas obtenidas por difraccion de rayos X.

Cuadro 1
Datos cristalogréaficos y estructurales de los compuestos 1, 5, 15y 16

Compuestos y sus 1* 5 15 16
caracteristicas
Estructura quimica ?(\%,COOH EYI?rcocm OOH E\;/\H,coowle
Férmula quimica CaoH4603 CaHs003 Cs0Hss05:H0 Ca1H45050.25

CH30H
Peso formula 454.68 458.70 504.68 508.70
Color y forma Incoloro, Incoloro, prisma Incoloro, placas

paralelepipedo

Temperatura (K) 294 293 (2) 293 (2) 293 (2)
Sistema cristalino Ortorrémbico Ortorrdmbico Monoclinico
Grupo espacial P2 P21212 P2:12121 P2;
Dimensiones de la unidad
celular (?) a=6.907 (3) a=10.997 (1) a=7.612 (1) a=14.086 (1)
a=90° b=19.860 (7) b =36.851 (1) b=9.917 (2) b=75132 (4), b=
b =90° €=19.768 (4) €=7.019(2) c=237.325(4) 96.446 (1)°
g=90° €=27.852(2)
Longitud molecular (A) 19.1 18.181 17511 18.911
Nucleo aliciclico (A) 118 10.402 10.195 9.899
Cadena lateral (A) 7.3 8.465 7530 9.576
Volumen (As) 2701.4 (20) 28445 (5) 2817.6 (7) 2929.0 (3)
Vol. critico (cm3/mol) 1484.5 1508.5 1516.5 15745
z 4 4 4
Densidad (mg/m3) 1.172 1.071 1.190 1.154
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Continuacion Cuadro 1 ...

Coeficiente de absorcion 0.512 0.081 0.077

(mm?)

Rango g para coleccion de - 15-56.7 15-25.0 14 -25.0

datos (°)

Reflexiones 3781 (Rinr=0.0314) 2861 (Rint = 0.0000) / 10261 (Rint = 0.0604)

independientes/ 14434 11>2s (1)] 2861[1>2s (1)] 124167 [1>2s ()]

colectadas

Coeficiente de extincion 0.0014 (3) 0.0020 (6)

Bondad de ajuste en F2 1.032 1.009 1.009

indices finales R [I>2s (I)] R:.=0.0833, R:=0.0642 R:=0.8350 Ry = 0.0597

wR2=0.1114 wR2=0.1640 wR2=0.1283 wR2=0.0796

indices R (todos los datos) R:=0.0914 R:1=0.2436 Ry = 0.1405
wR2=10.1856 wR2=0.1881 wR2 = 0.0891

Parametro de estructura -0.3(7) -7.0(6) -0.2(12)

absoluta

Tamafio del cristal (mm) 0.60x0.24 x0.12 0.60x0.32x0.20 0.30x0.25x0.08

Rangos indice -11EhE1LL 0EhEY -16EhE 16
-39E£KE39 0EkE 1L -8EKES
-TEIET 0EI£44 -33E£1£33

NUmero de parametros 315 335

Diferencia entre el picoy el - 0.174y-0.175 0.193 y-0.201 0.293 y- 0.232

fondo (eA-3)

Longitud de onda (A) 1.54178 0.71073

F (000) 1016 1104 1114

Difractometro Siemens D-5005 Siemens D-5005 Bruker Smart Apex

CCD

* Datos tomados de Jain et al., (1995).
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Figura 15
Estructura del acido 24-25S-dihidromasticadienolico (5)

Figura 16
Estructura de la lactona del &cido 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ico (15)
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Figura 17
Estructura de la lactona del 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal -24Z-en-26-ato de metilo (16)
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2. ACTIVIDAD BIOLOGICA

En esta investigacion se emplearon dos modelos de experimentacion animal :
edema inducido por TPA en la oreja de raton,

edema inducido por carragenina en la pata de la rata,

y tres experimentos in vitro:
produccion de NO en macrofagos peritoneales de raton,
produccion del LTBs en leucocitos polimorfonucleares de rata,

citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano.

Los animales utilizados en los ensayos se adquirieron en el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. Se manipularon de acuerdo con las condiciones establecidas por el «Comité de usos y
cuidados de animales de experimentacion», en el proyecto contenido en la Ley General de Salud
(PROY-NOM 087-ECOL-SSA1-2000). Dentro de esa norma se establece su colocacion dentro de cajas
de polipropileno translucidas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, y en condiciones ambientales
controladas (20-22 °C de temperatura y la 50-60 % de humedad). Los animales recibieron ab libitum

agua y una dieta estandar de laboratorio.

2.1. Métodosin vivo

2.1.1. Modelo de edema inducido por TPA

2.1.1.1. Condiciones generales

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH con un peso comprendido entre 25-30 g. Los animales se

dividieron al azar en los siguientes grupos ( = 4-9): control (recibieron TPA mas el vehiculo), de prueba

(recibieron TPA maés las sustancias problema) y de referencia (recibieron TPA més indometacina o

acido ursolico). Este triterpeno se obtuvo a partir de Salvia mexicana (Argumedo et al., 2003).
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En una primera fase se evaluaron los extractos acuoso y hexanico de A. adstringens, asi como los

triterpenos 1 y 2 obtenidos del extracto organico. Posteriormente, se evaluaron 18 derivados obtenidos.

Se prepararon disoluciones primarias de cada sustancia, para ello se tomé una muestra (25 mg) y se
disolvio en el vehiculo sefialado en el Cuadro 2. Posteriormente, a partir de esa disolucién se
prepararon cuatro dosis. Todas las sustancias, excepto el extracto acuoso, se aplicaron por va tdpica.
El extracto acuoso se administrd por via intraperitoneal {p) en dosis de 3.1, 10, 31 y 100 mg/kg de
peso. El extracto hexanico, la indometacina (Sigma Chemical Co., San Luis Misuri, Estados Unidos), los
triterpenos 1y 2y sus derivados se aplicaron en dosis de 0.031, 0.10, 0.31 y 1 mg/oreja. EI compuesto

5y &cido ursolico se evaluaron en dosis de 0.01,0.031, 0.1 y 0.31 mg/oreja.

Cuadro 2

Tratamientos en el modelo de edema inducido por TPA
Sustancia n Vehiculo
Extracto acuoso (EA) 4-5 SSF
Extracto hexanico (EH) 4-7  EtOH
Acido masticadienoico (1) 4-7  EtOH/MeCN, 1:1
Acido 3a -hidroximasticadienoico (2) 4 EtOH/M e,CO, 1:1
Acido masticadienolico (3) 5 EtOH
Acido 24-25S-dihidromasticadienoico (4) 5 CHLCl,
Acido 24-25S-dihidromasticadienolico (5) 7 EtOH/MeCO, 1:1
Masticadienoato de metilo (6) 5 CHLCl,
Masticadienolato de metilo (7) 5 CHLl
24-25S-dihidromasticadienoato de metilo (8) 4 EtOH/MeCO, 1:1
24-25S-dihidromasticadienolato de metilo (9) 4-9  EtOH/MeCO, 1:1
Isomasticadienoato de etilo (10) 5 EtOH/MeCO, 1:1
3-0x0-7R-8R-epoxi- tirucal- 24Z-en-26-ato de metilo (12) 4 MeLO
3S-hidroxi 7R-8R-epoxi-tirucal 24Z-en-26-ato de metilo (14) 4 MeLO
Lactona de4-hidroxi-7R-8R-epoxi- 3, 4-secc-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (16) 4 MeLO
Acido 3b-acetoxi-tirucala-7E, 24E-dien-26-ico (17) 4-7  EtOH/MeCO, 1:1
Acido 24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico (21) 5 CHLl
3-epiisomasticadienolato de etilo (24) 4 EtOH/MeCO, 1:1
24-25S-dihidro- 3-epiisomasticadienolato de etilo (25) 4 EtOH/MeCO, 1:1
Acido 3R-hidroxi-7R-8R-epoxHirucat24Z-en-26-ico (26) 5 MeOH
3R-hidroxi- 7R-8R-epoxktirucal24Z-en- 26-ato de metilo (27) 4 MeLO
Acido 3a -acetoxktirucala-7E, 24E-dien- 26-ico (28) 7 EtOH/MeCO, 1:1
Acido ursdlico 5-7 DMSO/EtOH, 7.2:92.8
Indometacina 4 EtOH/MeCO, 1:1
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Acetona (Me,CO); acetonitrilo (MeCN); cloruro de metileno (CH.Ck); disolucion salina al 0.85 % (SSF); etanol (EtOH); metanol
(MeOH ); sulféxido de dimetilo (DMSO).

2.1.1.2. Procedimiento

El ensayo se efectud conforme con la técnica establecida por De Young et al. (1989) y con algunas
modificaciones (Oviedo-Chavez et al., 2004). A continuacion se describe el procedimiento realizado (fig.
18).

Los ratones se anestesiaron con 0.25 mL de pentobarbital (Sedalforte®, 0.063 g/mL) por via ip.
Posteriormente, una disolucion etandlica de 2.5 ng/10 nb de TPA (Sigma) se administro en el pabellon
de la oreja derecha de todos los animales (5 nb en cada lado). Las sustancias de prueba y los farmacos
de referencia se aplicaron 10 min después (10 nk en cada lado). La oreja izquierda sirvio como control
negativo; primero se administraron 10 ni de etanol EtOH), y luego 20 i del vehiculo correspondiente.
Después de 4 h, los animales se sacrificaron por dislocacion cervicaly de ambas orejas se obtuvieron

las biopsias con ayuda de un sacabocados circular de 9 mm de didmetro.

El edema se determino de la diferencia de pesos (en mg) del tejido tratado (oreja derecha), respecto del
tejido no tratado (oreja izquierda). Los porcentajes de inhibicion del edema (% IE) se calcularon de
acuerdo con la ecuacion 1 En donde A corresponde al valor promedio del edema en el grupo control, y

B al valor promedio del edema en el grupo de prueba o de referencia.

%IE = 100 - [B / Ax 100] 1)

Se construy6 una curva dosis-respuesta para cada sustancia, siendo las variables «x» y «y» los valores
de las dosis y los % IE, respectivamente. La dosis efectiva 50 (DEso) se determind a partir de los datos
significativos de las curvas que mostraron un efecto dependiente de la dosis y un valor de IE mayor de
50 % en la dltima dosis de ensayo. Los valores de DEso en mg/oreja se convirtieron en unidades de

nmol/oreja considerando el peso formula de cada compuesto.
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Vehiculo —— EtoH
(EtOH) ~ T~y V/

Edema =
diferencia de pesos de las
biopsias tratada y no tratada

GRUPOS

TRATAMIENTOS

Control positivo

TPA + vehiculo

Prueba

TPA + extractos
TPA + compuestos

Referencia

TPA + indometacina
TPA + &cido ursdlico

4 h

Sacrificar los animales y

obtener las biopsias

Inhibicién

Edema (%) ——» de edema (%)

Figura 18

% IE

509%  DEg,

Dosis (mg/oreja)

Modelo de edema agudo inducido por TPA en la oreja de ratén

2.1.1.3. Resultados

Todos los resultados se expresaron en valores de media y error estandar (media + eem), n = 48. En el

Cuadro 3 se muestran los datos de lbs extractos de A. adstringens y los triterpenos 1y 2. En los

Cuadros 4 y 5 se presentan los resultados de los derivados de 1y 2. Finalmente, el Cuadro 6 presenta

los valores de DEso en nmol/oreja y logaritmos base 10 del inverso de la DEso de los derivados de 1y 2.

Cuadro 3

Efectos de los extractos y triterpenos constituyentes de A. adstringens en el modelo de edema
inducido por TPA
Grupo Dosis Peso de la biopsia IE DEso

(mgloreja) (mg) (%) (mgloreja)
Extracto acuoso (EA) 2 13.73£0.25 ND

3.1 12.80 + 1.68 6.74

10 13.56 + 0.58 120

3l 1356+ 0.71 120

100 13.65+ 0.44 055
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Continuacién Cuadro 3 ...

Extracto hexanico (EH) 1419+ 0.22 Mayor de 1.0
0.031 1160+ 0.72 182
0.10 10.57 £ 0.75 = 25,5 **
031 9.09 £ 0.71 ** 36.0 *
1.0 721+ 0.65* 49.1*
Acido masticadienoico (1) 14.90 + 0.35 ND
0.031 13.90+ 0.43 6.7
0.10 1275+ 0.25 144
031 9.52 + 1.25** 36.1 %
1.0 11.56 + 0.58 ** 22.4**
Acido 3a -hidroxi- 1455+ 0.35 0.800+0.195
masticadienoico (2) 0.031 11.93+0.92 18.0
010 10.48 + 0.49 * 28.0 *
031 923+ 1.22* 36.6 **
1.0 6.45 + 0.80 ** B5.7 *
Acido ursélico 13.29+ 0.58 Mayor de 0.31
0.01 12,34+ 0.18 71
0.031 11.93+£0.35 10.2
0.1 8.54 + 0.69 ** 35.7 %
0.31 751+ 1.05* 434 **
Indometacina 1455+ 0.35 0.204 +0.051
0.031 1148 +£0.23 211
010 10.15+ 0.65 ** 30.2 *
031 6.18 £ 1.67 ** 57.6*
1.0 523+ 0.62 * 64.1*

Las dosis efectivas 50 (DEso) se calcularon a través de un andlisis de regresion no lineal, mediante el programa estadistico JIMP
version 5.1 (® SAS Institute Inc., 2003).* P =0.05 y * P = 0.01 t de Dunnett. 2 Dosis en mg/kg de peso. No determinado (ND).

Cuadro 4
Efectos de los derivados del &cido masticadienoico en el modelo de edema inducido por TPA
Compuesto Dosis Peso de la [E DEso
(mgloreja)  biopsia (mg) (%) (mgloreja)
E\E/L(COOH 15.72 £ 0.64 0.748 +0.262
J;j:gjp 0.031 14.90 £ 0.74 52
o7 0.10 1250 £ 1.51 205*
Acido masticadienolico (3) 031 916 + 0.62 ** 41.7

1.0 7.68 + 0.64 ** 51.1*
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Continuacion Cuadro 4 ...
EYI'T?/COOH 1368 +0.86 0.611 +0.079
gi?p 0.031 10.98 + 0.51 * 19.7 *
R 0.10 0.441062%  3L0*
Acido 24-25S-dihidromasticadienoico (4) 0.31 8.66 + 0.52 ** 36.7 **
1.0 430+062%  68.6*
;YI%‘/COOH 14.66 + 0.68 ND
@‘:93 0.01 13.99 +0.32 46
N7 0.031 13.66 +0.72 6.8
Acido 24-25S-dihidromasticadienolico (5) 0.1 12.14 + 0.38 ** 17.2 **
0.31 1257 +0.37 * 14,2 *
E\E/choorwe 11.46 +0.81 0.131 +0.030
Q:S:p 0.031 9.96 + 1.01 13.1
s 0.10 7.26+161* 36.7*
Masticadienoato de metilo (6) 0.31 2 46 + 0.44 * 78.5 *
1.0 220+£028*  80.8*
éYchOOMe 14,88 +0.41 0.161 + 0.038
gjﬁ:p 0.031 11.16 + 0.59 * 25.0 *
T 0.10 988+ 145 336
Masticadienolato de metilo (7) 031 4.06 + 1.09 * 797 %
1.0 292+068*  80.4*
f\fl'érwwe 14.68 087 Mayor de 1.0
gig:p 0.031 13.25+ 058 97
s 0.10 1245+ 1.74 15.2
24-25S-dihidromasticadienoato de metilo 031 11.33+ 087 78
©) 1.0 948+122%  354*
sYIgrcoom 1423+0.48 0.834 + 0.341
J;‘&p 0.031 12.30+0.33 136
HO™ 2%, 0.10 11.60 + 0.61 * 18.5
24-25S-dihidromasticadienolato de metilo 0.31 958 + 1.38 * 3.7+
(9) 10 662108  534*
iv’chooa 1354+ 0.73 Mayor de 1.0
%jﬁ:p 0.031 13.74+0.76 0.0
7 0.10 1252+ 050 75
Isomasticadienoato de etilo (10) 0.31 914 + 0.44 * 305 **
1.0 790 +£0.64% 417
z\s/ﬁ\(mwe 12.43 +0.65 0.074 +0.025
(;@P 0.031 9.40 + 1.46 24.3
o7 0.10 515+116*  586*
3-0x0-7R-8R-epoxi- tirucal- 24Z-en-26-ato 031 267 + 0.50 * 78.5 %
de metilo (12) 10 47041937 622
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Continuacion Cuadro 4 ...
COOMe 13.85 % 0.49 0.840 £ 0.177
0.031 9.75+1.34* 29.6 *
HO 7 0.10 9.13+1.25* 34.1*
3S-hidroxi7R-8 Repoxi-tirucal— 247-en-26- 0.31 8.78 + 1.02 * 36.6 **
ato de metilo (14) 1.0 6.35 + 0.66 ** 54.2 #
OOMe 13472058 - 0.078 +0.030
o 0.031 9.57+0.70 29.0
°F. 0.10 5.67 +2.03 * 57.9 *
Lactona de 4- hidroxi-7 R-8R-epoxi 3, 4- 0.31 1.13+£0.33 ** 91.6**
seco-irucat24Z-en-26-ato de metilo ( 16) 1.0 0.60 £0.10 = 95.5 **
\/L( 14.40 +0.34 Mayor de 1.0
Q w COoH 0.031 13.16 £ 0.49 8.6
}O . 0.10 12.74 £ 0.54 11.5*
Acido d-acetoxi-tirucala-7E, 24E-dien-26- 0.31 9.60 + 0.29 ** 33.3 +*
ico (17) 1.0 798+048%  446*

Las dosis efectivas 50 (DEso) se calcularon a través de un analisis de regresion no lineal, mediante el programa estadistico JMP. *
P =0.05y* P =0.01tde Dunnett. Los valores de DEs, para el cido ursélico y la indometacina son > 0.31 y 0.204 + 0.051
mg/oreja, respectivamente. No determinado (ND).

Cuadro 5
Efectos de los derivados de acido 3a-hidroximasticadienoico en el modelo de edema inducido
por TPA
Compuesto Dosis Peso de la lE DEso
(mgloreja)  biopsia(mg) (%) (mgloreja)
E\E/I%COOH 15.18+0.39 - 0.182 % 0.026
;6:1[> 0.031 12.72+£0.45 16.2
HO" 2%, 0.10 1116 £1.20%*  265*
Acido 24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico 031 536052 64.7
21) 1.0 356+070*  76.6*
g\z’jﬁ’ma 17.35+0.86 0.176 % 0.024
;j51> 0.031 14.40£0.26*  17.0*
HO" 2%, 0.10 11.65+0.76*  32.9*
3-epiisomasticadienolato de etilo (24) 031 6.28 £0.72 % 63.8 **
1.0 8.03£0.92* 53.7 **
EY\Q%COOB 13.63+0.54 0.825 +0.112
Q:@ 0.031 14.20+0.35 0.0
HO" 2, 0.10 9.77+0.23* 28.4 %
24-25S-dihidro- 3-epimasticadienclato  de 031 953+ 145 30.1
6.03 +£0.43 * 55.7 **

etilo (25) 1.0
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Continuacion Cuadro 5 ...

g\E/\H’COOH 16.04+0.74 0.070 +0.012
‘@" 0.031 15.28+£1.29 4.7
HO %, 0.10 6.68+113*  58.4%*
Acido  3R-hidroxi- 7R-8R-epox-tirucal-24z- 031 582+126™  63.7*
en-26-ic0 (26) 10 272£059%  830%
;\s/\(COOMe 13.15+1.08 0.185 + 0.065
‘@" 0.031 10.75+0.98 18.3
HO" >, 0.10 8.37+£0091 36.3
3R-hidroxi- 7R-8R-epoxitirucak24Z-en-26- 031 545206  586™
ato de metilo (27) L0 425+133= 677+
14.10£0.33 0.692 £0.189
o (/\6:{3 0OH 0.031 12.94+0.36 8.2
)\O"\ " 0.10 10.20 + 0.46 ** 27.7*
Acido 3a-acetoxitirucala-7E, 24E-dien-26- 0.31 8.7520.66™ 37.9™
o () 1.0 613£0.86%  565*

Las dosis efectivas 50 (DEso) se calcularon a través de un analisis de regresion no lineal, mediante el programa estadistico JMP. *
P =0.05y* P =0.01 t de Dunnett. Los valores de DEso para el &cido ursolico y la indometacina son > 0.31 y 0.204 + 0.051
mg/oreja, respectivamente.

Cuadro 6
Dosis efectiva media de los triterpenos originales 1y 2 y sus derivados en el modelo de edema
inducido por TPA
Compuesto 1y sus derivados DEso Log DEsp -t
(mmol/oreja)
ND ND

Acido masticadienoico (1) ;VL(: cooH
O

5.786 + 0.456 *

H

-
Acido masticadienolico (3) E\E/L(COOH 1.638+0.573
Acido 24-25S-dihidromasticadienoico (4) ?{\k%?/com 1.337+0.173 5.874 £0.888 *

Acido 24-25S-dihidromasticadienalico (5) VI?/COOH ND ND

0.279 +0.064 6.555 + 0.640 *

Masticadienoato de metilo (6) E\E/chowe
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Continuacion Cuadro6 ...
Masticadienolato de metilo (7) ;svlrcoom 0.341+0.081 6.467 + 0.627 **
HO ;L f
24-25S-dihidromasticadienoato de metilo (8) i\:/IE‘rcooMe >2.124 <5.673
0? ;'l, f
24-25S-dihidromasticadienolato de metilo (9) l \/Irc“ oome 17650720  5753+0.389 *
H K]
Isomasticadienoato de etilo (10) E\E/chooa >2.072 <5.684
o ;'-«,
3-0x0-7R-8R-epoxi-tirucal- 24Z-en-26-ato de COOME 0.152 +0.052 6.819 + 0.468 **
metilo (12)
Focis
3S-hidroxi 7R-8R-epoxi-tirucal 24Z-en-26-ato COOMe 1.725+0.364 5763 £0.676 *
de metilo (14)
HO
Lactona de 4- hidroxi-7R-8R-epoxi- 3, 4-seco- OOMe 0.155+0.060 6.810 +0.410 **
tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (16) o
°© 7
Acido 3b-acetoxi-tirucala-7E, 24E-dien-26-ico SN >2.005 <5.698
(17) Q
2o,
Compuesto 2 y sus derivados
Acido 3a -hidroximasticadienoico (2) z\z/ﬁ\(cow 175240428 5757 +0612
HOJQ&:Q
Acido 24-255-dihidro-3-epimasticadienolico ;\{W\%COOH 0.397+0.056  6.401+0.850 **
(21)
HO" >,
3-epiisomasticadienolato de etilo (24) z\z/\’cooa 0.363+0.049 6.439 £ 0.875 **
HO'\;.£
24-25S-dihidro- 3-epimasticadienolato de etilo 1.694 +0.229 5771 £0.869

. | 95/\#
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Continuacién Cuadro6 ...

Acido 3R-hidroxi-7R-8R-epoxHtirucak24Z-en- 0.149 +0.026 6.827 £ 0.757 *

26-ico(26) COOH

3R-hidroxi- 7R-8R-epoxktirucal-24Z-en- 26-ato

E\E/\H,coowke
de metilo (27) ‘a, [~
HO" 2

0.381+0.134 6.419 + 0.455 **

Acido 3a -acetoxitirucala-7E, 24E-dien-26-ico 1.387+0.379 5.858 + 0.564

(28) COOH
5P

Los resultados estan expresados como media = eem. Los datos de DEso (mmol/oreja) y Log 1/DEs para el acido ursélico son <
0.679 y < 6.168, y para indometacina 0.570 + 0.143 y 6.244 + 0.600 **.* P = 0.05 y ** P =0.01 t de Dunnett con respecto del
triterpeno original correspondiente. No determinado (ND).

2.1.2. Modelo de edema inducido por carragenina

2.1.2.1. Condiciones generales

Se usaron ratas Wistar machos con un peso comprendido entre 150-200 g, y <e distribuyeron al azar (n
= 36) en los siguientes grupos: control (recibié carragenina y el vehiculo correspondiente), de prueba
(recibieron carragenina y las sustancias a evaluar), y de referencia (recibieron carragenina y el

farmaco).

Se evaluaron los extractos acuoso (EA) y hexanico (EH), los &cidos masticadienoico (1) y 3a-
hidroximasticadienoico (2); también, el acido masticadienolico (3), masticadienoato de metilo (6),
masticadienolato de metilo (7)y el &cido 24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico (21). Los farmacos de
referencia fueron el acido ursolico y la indometacina. Se prepararon disoluciones primarias de las
sustancias; para ello una muestra de 80 mg se disolvié en una mezcla de sulféxido de dimetilo (DMSO)
(Sigma) ydisolucion A (1:9). La disolucion A se prepard con Tween al 0.1 % y metilcelulosa a 0.5 %en
una relacion 1:3. A partir de cada disolucion se prepararon dos dosis de ensayo (31 y 100 mg/kg). La

indometacina se evalud en la dosis de 7.5 mg/kg.
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2.1.2.2. Procedimiento

El ensayo se procedié de acuerdo con lo establecido por Winter et al. (1962) con algunas variaciones

(Oviedo-Chévez et al., 2004). A continuacion se describe el procedimiento realizado (fig. 19).

Inicialmente se efectud la calibracion del pletismometro (Modelo 7140, Ugo Basile). Posteriormente, se
determind el volumen inicial (Vo, en mL) mediante la medicion del volumen de agua que se desplaza
tras la introduccion de la pata posterior derecha hasta el nivel del callo. Se realizaron de 3 a 4
mediciones, que no diferian del 4 %. A continuacién, por via ip se administraron las sustancias de

prueba y los farmacos de referencia. El grupo control recibié el vehiculo correspondiente.

Una hora después, una disolucion de carragenina tipo kappa (Sigma) al 0.1 % (0.1 mL) en disolucion
salina fisioldgica (SSF) se administrd por via subcutnea en la aponeurosis plantar de la pata en
cuestion. Después de 1, 3 y 5 h se determinaron los volimenes de la pata y los valores se asignaron
como volumenes finales (V7). La diferencia del volumen V respecto de \§ representd una medida del
edema. A partir de estos datos se calcularon los porcentajes de inhibicion del edema parcial (% IEP) en
los tres tiempos de exploracion, tomando en cuenta los valores de cada grupo de ensayo respecto con
el control. Por otro lado, los resultados de volumen del edema se multiplicaron por 100 y se integraron
en una curva, la cual representa el desarrollo del efecto farmacoldgico observado. El &rea bajo la curva
(ABC) se calcul6 a partir de la regla trapezoidal descrita por Tallarida y Murray (1981). Los valores de
ABC permitieron determinar los porcentajes de inhibicion del edema total (% IET) (ecuacion 2). En
donde A correspondid al valor promedio del area ABC para el grupo control, y B al valor de ABC para

cada uno de los animales componentes de los grupos de prueba o de referencia.

%IE=[A_B]/A x 100 @
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GRUPOS TRATAMIENTOS
Control negativo Sin carragenina
= i
. = Control positivo Carragenina + vehiculo
Prueba Carragenina + extractos
Determinar el volumen Carragenina + compuestos
(Vo) de la pata posterior Referencia Carragenina + indometacina
derecha Carragenina + acido ursélico
V_ariacié_n de edema = Determinar el volumen (Vy, a la 13, 3% y 52
diferencias entre V;y V, h después de la aplicacion de carragenina
% IET
Inhibicién '52 ABC
ABC —— (e edema (%) S
1 3 5
Tiempo (h)

Figura 19
Modelo de edemainducido por carrageninaen la pata de larata

2.1.2.3. Resultados

Los resultados (media £ eem, n = 46) se expresaron como volimenes del edema en mL, porcentajes
de inhibicion de los edemas parcial (IEP) y total (IET). En el Cuadro 7 y en la figura 20 se muestran los
resultados de los extractos acuoso y hexanico de A. adstringens, asi como de los acidos 1 y 2. En el
Cuadro 8 se presentan los resultados de los derivados 3, 6, 7y 21y se graficaron las respuestas de
inhibicion del edema global de los derivados evaluados, con respecto a los triterpenos originales 1y 2
(fig. 21).

Cuadro 7
Efectos de los extractos de A. adstringens y los triterpenos 1 y 2 en el modelo de edema
inducido por carragenina

Grupo Dosis  Volumen de edema (mL) IET
(mglkg) 1h 3h 5h (%)

Control 0.37+0.03 0.46 + 0.06 0.39 +0.06 0.0
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Continuacién Cuadro 7...
Extracto acuoso (EA) Kl 0.18 £ 0.05 ** 0.18 £ 0.03 ** 0.07 £0.03 ** 68.0+9.0
(51.4) (60.9) (82.1)
100 0.13 +0.00 ** 0.08 +£ 0.03 ** 0.09 +0.02 ** 735+25%
(64.9) (82.6) (76.9)
Extracto hexanico (EH) 31 0.37 £0.02 0.51+0.04 0.44+£0.06 0.0
(0.0) 00 (0.0)
100 0.35+0.03 0.37 £ 0.03 0.26 +0.03 144475
(5.4) (29.6) (33.3)
Acido masticadienoico 31 0.31£0.02 0.37+£0.01 0.33£0.02 170144
(1) (16.2) (29.6) (15.4)
100 0.27 £0.04 0.20 £ 0.03 * 0.15 +£0.02 ** 43672
(27.0) (56.5) (61.5)
Acido 3-epi- 31 0.27 £0.03 0.37 £ 0.03 0.31+£0.03 240+5.7
masticadienolico (2) (27.0) (29.6) (20.5)
100 0.27 +£0.03 0.18 £ 0.04 * 0.16 £0.02 ** 44675
(27.0) (60.9) (59.0)
Acido ursélico Kl 0.27 £0.04 0.13£0.04 * 0.08 +£0.03 * 519+9.6
(27.0) (71.7) (79.5)
100 0.31+£0.02 0.25+0.03 * 0.23+£0.02 31.7+35
(16.2) (45.7) (41.0)
Indometacina 7.5 0.29+£0.03 0.27 £0.03 0.21+0.04* 33571
(21.6) (41.3) (46.2)

Los datos de inhibicion del edema parcial (%IEP) se encuentran entre paréntesis, y se calcularon a partir de los volimenes del
edema del problema respecto del grupo control. * P =0.05, ** P = 0.01 t de Tukey-Kramer.

Cuadro 8
Efectos de los derivados 3, 6, 7y 21 en el modelo de edema inducido por carragenina
Compuesto Dosis  Volumen de edema (mL) IET
(mgkg) 1h 3h 5h (%)
s\s/erOH 0.21+0.03 0.71+0.03 0.79 +0.02 0.0
/;j:?p 31 0.18 +£0.03 0.60 + 0.04 0.80 + 0.04 10.3+55
HO™ 7, (13.3) (14.9) (0.0)
Acido masticadienolico (3) 100 017003 038+0.04*  043+0.04*  404+65
(18.5) (47.0) (46.3)
;YLrCOOMe 0.47 £ 0.04 1.23+0.06 1.07+0.07 0.0
J;jép 31 0.44 +0.03 1.08 +0.01 0.87+0.03* 121+27
o7 (7.3) (12.0) (18.8)
Masticadienoato de metilo (6) 100 0.46 +0.12 099+0.05*  0.91+0.03 13.8+7.7

29)

(19.5)

(15.3)




IV. SECCION EXPERIMENTAL 84

Continuacién Cuadro 8 ...

;YL(COOMQ 0.25+0.01 0.98 + 0.06 1.08 + 0.08 0.0
Qﬂp 31 0.21+ 0.09 0.82+0.17 0.99 + 0.15 13.7+19.2
HO'

(15.7) (16.4) (76)
Masticadienolato de metilo (7) 100  0.23+0.03 0.79 + 0.06 0.80 + 0.07 195+7.2
(11.3) (19.3) (25.6)
g\z/ﬁ\grcm 0.33+0.05 0.60 + 0.07 0.85 + 0.04 0.0

[;6I> 31 0.36 + 0.07 0.58 + 0.07 0.67 + 0.07 41+136
HO" %, (0.0) (2.9) (20.8)
Acido 24-255-dihidro-3- 100  0.36+0.05 0.42 +0.05 046+0.06*  21.8+104
epimasticadienolico (21) (00) (30.2) (46.0)

Cada valor representa la media + eem de 4-6 animales. Los datos de inhibicion del edema parcial (% IEP) se encuentran entre
paréntesis, y se calcularon a partir de los volimenes del edema del problema respecto del grupo control. La inhibicion del edema
total (% IET) se calculd mediante la regla trapezoidal (Tallarida y Murray, 1981). *P = 0.05, ** P=0.01 t de Dunnett.
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0 T T 1
1 3 5
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-o—EA EH =1 -2 Acido ursélico =®—Indometacina
Figura 20

Curso temporal de las respuestas de los extractos de A. adstringens y los triterpenos 1y 2 en el

modelo de edema inducido por carragenina

Se muestran los datos del edema parcial (%) para las sustancias evaluadas a la dosis de 10 mg/kg, con excepcion de
indometacina, cuya dosis fue de 7.5 mg/kg. * P = 0.05, ** P = 0.01 t de Tukey-Kramer. Extracto acuoso (EA); extracto hexanico
(EH); acido masticadienoico (1); acido 3-epimasticadienolico (2).
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Figura 21
Efectos de los triterpenos 1y 2, y los derivados 3, 6, 7 y 21 en el modelo de edema inducido por

carragenina

Se presentan los datos de inhibicion del edema total (ET) (media + eem, n = 4-6) de los compuestos evaluados a la dosis de 100
mglkg, con excepcion de indometacina, cuya dosis fue de 7.5 mg/kg. * P=0.05, ** P = 0.01 t de Dunnett. Acido masticadienoico
(1); acido 3-epimasticadienolico (2); acido masticadienolico (3); masticadienoato de metilo (6); masticadienolato de metilo (7); acido
24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico (21); acido ursélico (AU); indometacina ().

2.2. Métodosin vitro

2.2.1. Produccion del dxido nitrico en macr 6fagos peritoneales de ratéon

2.2.1.1. Condiciones generales

Las células se obtuvieron de la cavidad peritoneal de ratones Swiss y CD-1, hembras de 25-30 g (n = 3-

5). El lipopolisacarido (LPS) provenia de Escherichia coli serotipo 055:B5 (Sigma).

Se evaluaron un extracto hexanico de A. adstringens, los triterpenos 1y 2, &cido ursdlico y pristimerina
Las sustancias se disolvieron en EtOH. La concentracion final de EtOH en los sobrenadantes de cultivo
celular fue menor del 0.1 %, ademas no tuvo efecto en los ensayos. También se evaluaron un extracto
acuoso de la especie y los farmacos de referencia (aminoguanidina e indometacina), quienes se

disolvieron en agua. Los compuestos 1, 2, indometacina y aminoguanidina se evaluaron a la dosis de
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100 nM; &cido ursdlico y pristimerina a 10 nMy 0.5 nM, respectivamente; y los extractos organico y

acuoso a la dosis de 100 ng/mL (Oviedo-Chavez et al., 2004).

Asimismo, los acidos masticadienoico (L), 3-a-hidroximasticadienoico (2), masticadienolico @), y 24
25S-dihidromasticadienoico (4); masticadienoato de metilo (6); 3-oxo-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-ato
de metilo (12); lactona de 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (L6); y acido
ursolico se evaluaron en el rango de dosis desde 0.001 hasta 10 nM. Estos compuestos se disolvieron
en EtOH.

2.2.1.2. Procedimiento

El procedimiento (fig. 22) s realizd de acuerdo con las especificaciones establecidas por Fushiya et al.

(1998) con algunas modificacione s (Oviedo-Chavez et al., 2004 y2005).

2.2.1.2.1. Aislamiento y cultivo primario de macr 6fagos

En el peritoneo de los animales se aplicd 1 mL de medio de tioglicolato Brewer (BD Bioxon, Becton
Dickinson de México) al 3 % plv. Después de 72 h, se sacrificaron por inhalacion de CO2. En la pared
abdominal se administraron 10 mL de medio de cultivo modificado Dulbecco's (DMEM) (GIBCO, Gran
Isla, Nueva York, Estados Unidos), suplementado con penicilina (50 ng/mL), estreptomicina (50 Ul/mL)
y suero bovino fetal (SBF, GIBCO) al 5 %. Se realizd un masaje abdominal vigoroso, y se extrajo el
liquido peritoneal. A continuacion se coloco en tubos de polipropileno y se centrifugd durante 6 min
(3400 rpm, 20 °C). Los eritrocitos contaminantes se destruyeron con agua desionizada. El extracto
celular final se suspendié en DMEM, y se depositd en platos de cultivo de 24 pozos (Becton Dickinson,
Oxnard, California, Estados Unidos) a una concentracion de 1 x 106 celulas/mL. Las placas se
colocaron en una incubadora de CO2 al 5% durante 2 h, 37 °C. Posteriormente, se lavaron con medio
fresco adicionado con SBF al 10 %.
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2.2.1.2.2. Produccion del oxido nitrico

Los macrdfagos fijados (més de 95 % de acuerdo con un andlisis citomorfoldgico y tincion de Giemsa
en un microscopio de contraste de fases) se resuspendieron en medio DMEM y se manipularon de dos
maneras diferentes. En una, 100 nk de un cultivo de macréfagos (0.5 x 108 células/mL) se trataron con
LPS (50 nh, 10 ng/mL), en ausencia o presencia de sustancias de prueba o de referencia (50 nh). La
adicion de LPS se efecttio en tiempos diferentes; en el protocolo | se agregd simultaneamente junto con
las sustancias a evaluar; y en el protocolo Il se adiciond 4 h después de las sustancias. Las placas se
incubaron durante 24 h, a37 °C (Oviedo-Chévez et al., 2004) .

El otro procedimiento comprendid el tratamiento preliminar de los macrofagos (0.5 x 1(F células/mL) con
una disolucion de enzima dismutasa de superoxido (SOD), a una dosis de 60 U/mL. Posteriormente, las
células se trataron con o sin LPS (10 ng/mL), en ausencia o presencia de los triterpenos, o acido

urstlico como referencia. Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C (Oviedo-Chavez et al., 2005).

2.2.1.2.3. Deter minacion dela concentracion del éxido nitrico

La produccion del NO en los sobrenadantes de cultivo celular se efectué mediante la cuantificacion de
nitritos, la cual se realizo a través de la reaccion de Griess (Dirsch et al., 1998). Primero se preparo el
reactivo constituido por una mezcla, en una relacion 1:1, de una disolucion de sulfanilamida al 1 % en
acido fosférico al 5 %, y dihidroclorhidrato de N-(1-naftil)}-etilenediamina al 0.1 % en agua desionizada. A
continuacion, en una placa de 96 pocillos se mezclaron 100 ni. de cada sobrenadante con 100 ni. del
reactivo de Griess. La placa se mantuvo a temperatura ambiente y sin agitacion, durante 10 min.
Posteriormente, las absorbancias se determinaron en un lector de placas (Elx 808, BIO-TEK
Instruments, Inc), a una longitud de onda ( ) de 515 nm. La concentracion de NO (nM) se obtuvo por
interpolacion de los resultados de densidades dpticas (DO) en una curva estandar de nitrito de sodio; la
cual se construy6 con concentraciones desde 0.01 hasta 50 nM. Las absorbancias se relacionaron

directamente con la concentracion del NO.
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La inhibicion de la cantidad del NO (% I) se calculé de acuerdo con la ecuacion 3 En donde A
corresponde al valor promedio de concentracion de NO en el grupo control, y B es la cantidad de NO de

cada grupo de ensayo.

%1=100 - [B/ A x 100] )

2.2.1.2.4. Viabilidad celular

Los efectos de las sustancias de ensayo sobre la viabilidad celular se determinaron mediante el método
colorimétrico de MTT (Mossman, 1983). A continuacion se describe el procedimiento. Se prepard una
disolucion de MTT (Sigma) en amortiguador de fosfatos (Sigma) a una concentracion final 5 mg/mL
Enseguida, la disolucion se adiciono a la placa con las células tratadas (10 rm/pozo). Posteriormente, la
placa se incubd durante 4 h a 37 °C, en atmosfera de COzal 5 %. Los cristales de formazan generados
en cada pozo se disolvieron con DMSO (100 ni). La placa se mantuvo en agitacion durante 10 min,
posteriormente se midieron las absorbancias a 515 nm y 690 nm de referencia. Los porcentajes de
citotoxicidad se calcuaron considerando las absorbancias de cada grupo de ensayo con respecto a las

del grupo control.
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2.2.1.3. Resultados

Cantidad de NO (uM)

Concentracion
de NO

Extraccion
de células

-

GRUPOS

TRATAMIENTOS

Control positivo

Sin LPS / con LPS

Prueba

Sin LPS / con LPS + compuestos

Referencia

LPS + acido ursdlico
LPS + pristimerina
LPS + aminoguanidina
LPS + indometacina

Determinacioén de nitritos

(Reaccion de Griess)

AN

Dosis (nM)

Figura 22

Viabilidad celular
(Método de MTT)

Produccidn del dxido nitrico en macréfagos peritoneales de raton

En el Cuadro 9 se muestran los resultados (media + eem) @mo concentracion del NO (nM) y

porcentajes de inhibicion (% 1) en macréfagos estimulados por LPS, y tratados con los extractos de A.

adstringens y los triterpenos 1 y2. B Cuadro 10 presenta los resultados expresados en concentracion

del NO (nM, media + eem) en células sensibilizadas y no sensibilizadas por LPS, y tratadas con los

triterpenos 1, 2, 3, 4,6, 12 y 16. Los datos de citotoxicidad se muestran como porcentajes.

Cuadro 9

Efectos de los extractos de A. adstringens y los triterpenos 1y 2, en el modelo de produccién de
oxido nitrico por macrofagos sensibilizados con lipopolisacarido

Grupo Protocolo | Protocolo Il
Concentracion Viabilidad Concentracion Viabilidad
de NO () (%) de NO (V) (%)

Control 1258 + 043 =95 9.89+0.35 =95
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Continuacion Cuadro 9 ...

Extracto acuoso (EA) 541+ 0.89* =95 486+ 1.11* =95
(57.0) (50.9)

Extracto hexanico (EH) 8.36+ 0.23 ** =95 742+ 0.26 =95
(33.6) (25.0)

Acido masticadienoico (1) 1.28+0.13 ** 55 1.33 £ 0.10 * 08
(89.8) (86.6)

Acido 3a -hidrox- 2.13+0.19** 174 1.11+£0.16** 78

masticadienolico (2) (83.1) (88.8)

Acido ursdlico 8.16+ 0.12 ** =95 8.43+0.20 =95
(35.0) (14.8)

Pristimerina 0.77+£0.20 * 84 0.00 £ 0.10 ** 1.7
(100.0) (100.0)

Aminoguanidina 3.06+ 0.39 ** =95 3.75+0.37 ** =95
(75.7) (62.1)

Indometacina 12.24 +0.20 =95 1220+ 0.12 =95
(2.7) (0.0)

Todos los grupos recibieron LPS (10 ng/mL) y las sustancias de ensayo, ambos se agregaron simultineamente (Protocolo
), 0 el LPS se adicion6 4 h después de las sustancias (Protocolo Il). Los compuestos 1, 2, indometacina y aminoguanidina
se evaluaron a la dosis de 100 mM; &cido ursélico y pristimerina a 10.0 y 0.5 M, respectivamente; y los extractos a 100
nmy/mL. Los porcentajes de inhibicion de la concentracion de NO (I, %) se encuentran entre paréntesis. * P = 0.05, ** P =
0.01 tde Tukey-Kramer respecto con su grupo control.

Cuadro 10
Efectos de los triterpenos 1y 2, y algunos derivados en el modelo de produccion de 6xido nitrico
por macrofagos sensibilizados y no sensibilizados conlipopolisacarido

Compuesto Dosis  Concentracion de NO (V)
(M) SinLPS Con LPS
Control 2553+ 121 44,68+ 1.81
Acido masticadienoico (1) E\E/\k(COOH 0001  42.68+ 2.84 ** 54.29+ 0.56
Q:(I\p 10 40.07 £ 4.08 ** 51.10+ 5.65
0%,
Acido 3a -hidroximasticadienoico %\E/Ircow 0001  39.02% 027 ** 61.82+ 2,69 *
(2 10 34.68 + 2.64 * 4716+ 4.93
HO" >,
Acido masticadienolico (3) E\E/Wﬁ,cocm 0.001  36.94+5.71* 50.82 + 2.44
10 36.75+ 4.01 * 50.25+ 1.85
HO %
Acido 24-255- ;YIE{/EOOH 0001  30.48+343 44.19+ 4.23
dihidromasticadienoico (4) 4@':93 10 26.40 £ 1.80 33.27+£3.73
‘)
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Continuacién Cuadro 10 ...

0.001 30.80 £ 0.55 46.31+ 3.88

Masticadienoato de metilo (6) E\E/chowe
gjéjp 10 37.61+ 3.65* 51.18+ 2.52
O

0.001 3215+ 0.34 = 4846+ 1.14

(¢]

3-0x0-7TR-8R-epoxi- tirucal- 24Z-en- E\E/\k(coow.e
26-ato de metilo (12) 10 29.36 £ 2.40 42,99+ 4.00

Lac tona de 4- hidroxi-7R-8R-epoxi OOME 0.001 3618+ 3.09 * 46.05+ 3.13
e

3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de 10 35.12 + 3.13 = 4571+ 2.63

metilo (16)

Acido ursélico 0.001 3378+ 178 48.12+ 5.77
10 28.90 + 2.30 38.00+ 13.70

La mayorfa de los compuestos se evaluaron en el rango de dosis desde 0.001 hasta 10 nM. Sin embargo, en el cuadro se registran
Unicamente los resultados obtenidos en la primera y Gltima dosis, tomando en cuenta que no existieron diferencias estadisticas
entre las 5 dosis de ensayo. * P=0.05, ** P = 0.01 tde Dunnetty Tukey-Kramer de cada tratamiento respecto con el control. La
viabilidad superd el 90 % en las células tratadas sélo con las sustancias de ensayo; en tanto, en las células tratadas con LPS y los
compuestos 6, 12, 16 y &cido ursdlico se observo una viabilidad de 80 al 85 %.

2.2.2. Produccion del leucotrieno B, en leucocitos polimorfonucleares de rata

2.2.2.1. Condiciones generales

Las células se obtuvieron del peritoneo de ratas Wistar hembras de 200-250 g (n = 3). Se evaluaron los
triterpenos 1y 2, y los derivados: masticadienoato de metilo 6); 3-oxo-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-
ato de metilo {2); y lactona de 4hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (L6).

Los &cidos oleandlico, ursélico, y nordihidroguaiarético (NDGA) fueron los farmacos de referencia.

Se prepar6 una disolucion etandlica de cada compuesto. La concentracion final de EtOH en los
sobrenadantes del cultivo celular fue menor del 0.1 % yno afectd los ensayos. Se efectuaron las
diluciones correspondientes para obtener las dosis deseadas; los compuestos 1, 2, 6, 12 y NDGA se

evaluaron en dosis desde 0.31 hasta 31 nM, el &ido oleandlico a 31 nM, el compuesto 16 y acido

ursolico entre 10 y 100 .

2.2.2.2. Procedimiento
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La obtencion del cultivo primario de LPMN, y la produccion del LTB: se realizaron con base en las

técnicas de Hoult et al. (1994). El procedimiento general se represent6 en la figura 23.

2.2.2.2.1. Aislamiento y cultivo primario de leucocitos polimorfonucleares

En los animales se promovio un cuadro de peritonitis aguda (rica en leucocitos) mediante la aplicacion
de 10 mL de una disolucién de almidon (JT Baker) al 6 % p/v. Después de 16 h, los animales se
sacrificaron por inhalacion de CO». En la cavidad peritoneal ® inyectaron 50 mL de disolucion salina
balanceada de Hanks (HBSS), fria, y libre de calcio y magnesio. Después de un masaje abdominal
vigoroso, el extracto peritoneal se recolectd en tubos de polipropileno y se centrifugd durante 6 min
(3400 rpm, 20 °C). Los eritrocitos se hemolizaron con agua desionizada. Posteriormente, el complejo
celular se depositd sobre una fase de polimero (polymorphprep, Axis-Shield Poc AS, Oslo, Noruega), en
una proporcion 1:1, y se centrifugé durante 35 min a 500 gy 20 °C. Posteriormente, el extracto celular

se lavo con HBSS libre de metales para eliminar el polimero.

La cantidad de células vivas se determind mediante el ensayo de exclusion por azul de tripano. El
método se fundamenta en la integridad de la membrana celular de las células vivas, de manera que, no
absorben el colorante, y solo las células muertas se matizan de azul. El ensayo consiste en la
preparacion de una mezcla de suspension celular en una disolucion salina de colorante al 0.4 % plv, en
una proporcion 1:10 o 1:100. Posteriormente, 10 nh de esa mezcla se coloca en una camara de

Neubawery se cuentan las células translicidas.

2.2.2.22.Produccion del leucotrieno B4

Una suspension celular en SSF (5 x 108 células/mL) se depositd en tubos de polipropilenoy se traté con
indometacina (concentracion final de 10 pg/mLb). Los tubos se incubaron durante 20 min a 4 °C. A
continuacion el extracto celular se centrifugd a 3400 rpm durante 6 min, a 20 °C. Las células se

resuspendieron en 05 mL de SSF y se colocaron en pacas de cultivo. A continuacion se adicionaron
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las sustancias (0.5 mL) y se incubaron durante 20 min a 37 °C, con agitacion suave . Posteriormente, se
agrego el ionoforo de calcio A23187 (concentracion final de 1.5 uM), y se incubaron durante 15 min, a
37 °C, con agitacion ligera. Finalmente, los concentrados celulares se centrifugaron durante 10 min,
1500 g, 4 °C. El boton celular se desecho y los sobrenadantes se reservaron a- 70 °C.

2.2.2.2.3. Determinacién de la concentracion del leucotrieno By

La cuantificacion del LTBs en los sobrenadantes de cultivo celular se determind mediante un ensayo
inmunoenzimético comercial PRG Internacional, Inc). A continuacion se describe el procedimiento
efectuado (Cuadro 11).

En una placa de 96 pozos se mezclaron los sobrenadantes con las disoluciones del conjugado y del
anticuerpo especifico del LTB4. El conjugado consiste en la union de la enzima fosfatasa alcalina con el
LTBs Una vez concluida la primera fase de llenado de la placa, todos los pozos mostraron un color
verde excepto los pozos NSB, los cuales presentaron una tonalidad azul, los pozos Blanco y TA
estaban vacios. La placa se incubd durante 2 h. Posteriormente, se adiciond el sustrato de la enzima
(reactivo de Ellman) y se generd un producto colorido. La placa se reincubé yla reaccion se detuvo

inmediatamente. Finalmente, las lecturas de DO se determinaron a 405 nm.

Cuadro 11
Procedimiento del ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion del leucotrieno B4
Blanco Bo TA NSB STD Muestras
Buffer de ensayo 100 150
Sustancias de ensayo 100 100
Conjugado 50 50 50 0
Anticuerpo 50 50 50

Incubacion durante 2 h, a 20 °C, con agitacion suave

Lavar 3 veces con disolucién de lavado

Conjugado 5
Sustrato 200 200 200 200 200 200
Sellar perfectamente la placa, e incubar durante 2 h, a 37 °C, con agitacién suave

Disolucién de paro 50 50 50 50 50 50

Leer a 405 nm, con filtro de correccion entre 570 y 590 nm
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Todas las cantidades corresponden a unidades de volumen en microlitros (ni). El grupo «Blanco» es un testigo y constituye la
absorbancia de fondo causada por el reactivo de Ellman; el grupo «Bo» corresponde a la unién maxima del complejo anticuerpo
conjugado-sustrato; el grupo «TA» representa la actividad enzimatica total del complejo enzima-sustrato; el grupo «NSB»
representa la unién no especifica causada por el buffer de ensayo y el conjugado; el grupo «STD» representa la curva estandar.

Las lecturas de DO de los grupos cumplieron el orden indicado en el paquete (TA > Bo > NSB >
Blanco). Para cada tratamiento se determinaron los promedios de las absorbancias «DO promedio».
Los valores de «DO corregida» se calcularon mediante la sustraccion del valor de «DO promedio» de

NSB a cada valor de «<DO promedio».

Los porcentajes de unién enzima-sustrato (% U) se determinaron de acuerdo con la ecuacion 4. En
donde A correspondid al valor «DO corregda» de Bo (union méaxima de la enzima con el sustrato, 100

%)y B al valor «<DO corregda» de cada tratamiento.

%U =B/Ax100 )

La concentracion del LTBs (pg/mL) se determind por interpolacion de los resultados de % U en una
curva patrén, la cual se construyd con concentraciones desde 11.7 hasta 3000 pg/mL. La intensidad del
color y el % U son directamente proporcionales, y a su vez ambos guardan una relacion inversa con la

concentracién del LTBa.

Los porcentajes de produccion relativa de LTB: (% Pr) se estimaron conforme con la ecuacion 5; en
donde C correspondid al valor promedio de concentracion del LTB4 en ¢ grupo control, y D al valor de
concentracion del LTB4 para cada grupo de ensayo.

%Pr=D/C x100 ()
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GRUPOS TRATAMIENTOS
-t = Extralccién Control negativo | Sin A23187
A4 de células Control positivo | A23187 + vehiculo
Prueba A23187 + compuestos
Referencia A23187 + acido ursélico
A23187 + acido oleanénico
Determinacion de células vivas A23187 + NDGA

(Método de azul de tripano)

Cuantificacion de LTB, por
método inmunoenzimatico

% Produccion
de LTB,

dosis (M)

Figura 23
Produccion de leucotrieno B en leucocitos polimorfonucleares peritoneales de rata

2.2.2.3. Resultados

En el Cuadro 12 se muestran los resultados (media + eem) como concentracion del LTB: (pg/mL) y
porcentajes de produccion relativa del LTBs (%).
Cuadro 12

Efectos de los triterpenos 1y 2, y los epoxiderivados 12 y 16 en el modelo de produccion del
LTB4 en leucocitos polimorfonucleares estimulados por ion6foro de calcio

Grupo Dosis % Pr
(n)
Células - A23187 6.37 £0.25 ***
Células + A23187 100.00 + 1.96
Acido masticadienoico (1) 3.1 7451 +19.97
10 58.88 £ 18.19
31 37.73+10.89*
Acido 3a -hidroximasticadienoico (2) 1.0 89.09 £ 25.44
3.1 53.81+14.01*
10 40.65+£9.71*

31 19.51 +7.70 **
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Continuacién Cuadro 12 ...

3-0x0-7R-8R-epoxi-tirucal- 24Z-en-26-ato de metilo (12) 1.0 83.53 + 38.27
31 70.53 + 31.35
10 62.11+8.70 *
31 47.92 +18.98
Lactona de 4-hidroxi-7R-8R-epoxi- 3, 4-seco-tirucal-24Z-en- 50 71.25+41.25
26-ato de metilo (16) 100 49.40 + 30.65
Acido oleandlico 31 11.28 + 1,57 ¥
Acido ursolico 10 64.63 + 0.23 ***
50 5224 +7.26 *
100 36.95 £ 0.13 =
Acido nordihidroguaiarético 0.31 2296 +12.75 **
31 10.27 +£ 0.16 ***
10 450 £ 0.76 ***

Los datos se muestran como porcentajes de produccion relativa del LTB, (% Pr) respecto al grupo control. * P = 0.05, ** P = 0.01,
** P =(0.005t de student respecto al grupo control. El masticadienoato de metilo (6) no present6 actividad (datos no mostrados).

2.3. Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano

2.3.1. Condiciones generales

La citotoxicidad en lineas tumorales se determind de acuerdo con los protocolos establecidos por el
Instituto Nacional de Cancer (INC) de Estados Unidos (Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991). Se
evaluaron un extracto hexanicode A. adstringens, y los acidos 1y 2. También se evaluaron los
siguientes derivados: acidos masticadienolico (3), 24-25S-dihidromasticadienoico (4) y 24-25S
dihidromasticadienolico §); masticadienoato de metilo (6); masticadienolato de metilo (7); 24-25S
dihidromasticadienoato de metilo (8); 3-oxo-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (L2); lactona
de 4hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4seco-tirucal24Z-en-26-ato de metilo (6) y el acido 24-25S-dihidro-3-
epimasticadiendlico (21). El ensayo se efectud en las siguientes lineas celulares de cancer humana
colon (HCT-15), mama (MCF-7), sistema nervioso central (U-251), prostata (PC-3) y leucemia
promielocitica (K-562). Las lineas se obtuvieron del INC. La doxorubicina (Sigma) y el acido ursélico se

usaron como farmacos de referencia.

El extracto hexanico, los compuestos 1, 2, 3, 4, 12 y el &cido ursolico se disolvieron en DMSO. La

concentracion final de DMSO en los cultivos celulares fue menor del 0.1 % y no tuvo efecto en los
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ensayos. Las dosis de ensayo fueron desde 1.9 hasta 60 mg/mL para el extracto hexanico; de 1.25 a
100 M para los compuestos 1, 2, 3,4y 12;y de 1.6 a 75 nmM para el &cido ursdlico. En este caso se

realizaronmas de tres experimentos, por triplicado.

Los derivados 5, 6, 7, 8, 16 y 21 se disolvieron en EtOH. La concentracion final de EtOH menor del 0.1
% no afecto las células. Los compuestos se evaluaron a una dosis (100 nM para 5, 7, 8 y 21,y 50 nM

para 6 y 16). Se efectud solamente un ensayo por triplicado.

2.3.2. Procedimiento

El procedimiento general se represent6 en la figura 24. Las células se cultivaron en el medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de SBF inactivado, 100 Ul/mL de penicilina G, 100 ng/mL de sulfato de
estreptomicina, 0.25 ng/mL de anfotericina B (GIBCO) y 2 mM de L-glutamina (GIBCO). Se conservaron

a 37 °C enuna atmdsferade CO; al 5 %.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 i de cada linea celular. Las densidades celulares fueron
las siguientes: 5 x 10 células/mL de K-562 y MCF-7, 7.5 x 104 células/pozo de U-251 y PC-3,y 10 x 10*
celulas/pozo de HCT-15. A continuacion, la placa se incub6 durante 24 ha 37 °C en CO2 al 5 %.
Posteriormente, se adicionaron 100 ni de las sustancias de prueba o farmacos de referencia. La placa
se incub6 por 48 h en las mismas condiciones. Los grupos testigo contenian solo un volumen

equivalente de cada linea celular.

Despues, las células se fijaron con una disolucion acuosa de &cido tricloroacético al 50 % p/v (50
m/pozo). La placa se incubd durante 60 min a 4 °C. Los sobrenadantes se desecharon, la placa se
lavd 3 veces con agua destilada desionizada y se dej6 secar. Las células se trataron con 100 ni de
sulforrodamina B (SRB, Sigma) al 0.4 % durante 30 min, a temperatura ambiente. Posteriormente, la
placa se lavo tres veces con una disolucion de &cido acético al 1%. El colorante se extrajo con una
disolucion 10 mM de base Tris (Sigma) no amortiguada. Las absorbancias se determinaron en un lector
de placas a unal de 515 nm. La intensidad del color es directamente proporcional al nimero de células

vivas, por lo tanto, a mayor coloracion menor porcentaje de inhibicion del crecimiento celular.
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La citotoxicidad se calculé conforme con laecuacion 6. En donde A correspondia al valor de DO de las

células sin tratar; y B, al valor de DO de las células tratadas con las sustancias de prueba o de
referencia.

%IC = 100 [B /A x 100] 6)

En algunos casos se construyd una curva dosisrespuesta, donde los valores de dosis y % IC eran las
respectivas variables «x» y «y». La dosis DEso se determiné a partir de los datos significativos de las
curvas que mostraron un efecto dependiente de la dosis yun valor de 1C mayor del 50 %en la tltima
dosis de ensayo.

GRUPOS TRATAMIENTOS

. . Control Vehiculo
Cultivar las lineas celulares Prueh Extract
en medio RPMI-1640 rueba xiractos
Compuestos

Referencia | Doxorrubicina
Acido ursolico

l

Determinar el crecimiento celular Fijar las células adheridas

(Método de Sulforrodamina B) con acido tricloroacético

DO —* Inhibicién de % 1c | 50 % /

crecimiento (% IC) DEsxq

Dosis (ng/mL o nM)

Figura 24
Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano

2.3.3. Resultados
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En el Cuadro B se presentan los resultados (media + eem) de CEso del extracto hexanico de A.

adstringens y de los triterpenos 1, 2, 3, 4y 12. En tanto, los datos de % IC de los derivados 5, 6, 7, 8, 16

y 21 se muestran en el Cuadro 14.

Cuadro 13
Efectos citotoxicos del extracto hexanico de A. adstringens y algunos triterpenos en lineas
tumoreles
Grupo DEso (M)
HCT-15 MCF-7 U251 PC-3 K562
(Colon) (Mama) (SNC) (Prostata) (Leucemia)
Extracto hexanico (EH) 2 13.7+10 79+19  353+15 38.3+2.0 8.4+0.1
; ;\s/L(COOH 421464 184210 20422  274+39 368294
O
Acido masticadienoico (1)
E\E/L(COOH 27660  315+68% 316+54* 292+03  242+07*
HO" ;.”5
Acido 3-epimasticadienolico (2) b
?(erOH 202+84* 280+140 291+68 32.6+4.0 249+63
HO' ;-.'. {
Acido masticadienolico (3) b
zf\/\%/cow 29+52%  260+29*  482+135*% 292429 33.1%56
(@) ;,4 f
Acido 24-25S-dihidromastica-
dienoico (4)b
;\z/\g(cowe 556+47  112+21%* 729+04* ND 499+76
o“
3-0x0-7R-8R-epoxi- tirucal- 24Z-en-
26-ato de metilo (12)
Acido ursdlico® 175+68  175+11 15.1+4.9 305405 17.2+23
Doxorrubicina ¢ 023+001 0.14+001 009+002 032+0.02 0.28+0.01
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Los resultados se muestran como dosis efectiva 50 (DEsq), expresados en valores de media = eem; n = 3-5.* P = 0.05, **P =0.01
t de Dunnett respecto de los datos del triterpeno 1. 2Dosis efectiva en ng/mL; » DEs en nM; ¢ Datos tomados de Martinez et al,
2002. No determinado (ND).

Cuadro 14
Efectos citotdxicos de algunos derivados en lineas tumorales
Grupo IC (%)
HCT-15 MCF7 U251 PC3 K562
(colon) (mama) (SNC) (préstata) (leucemia)

HO

YI%/COOH 65.9 69.5 5.8 704 39.4

Acido 24-25S-dihidro-masticadienolico (5) b

b

E\E/choom 00 <10.0 435 180 <100
Masticadienoato de metilo (6
} \/Ir&\ oove 498 100.0 96.5 60.2 795
Masticadienolato de metilo (7
} \'/I'T“OMQ 0.0 113 100.0 365 <100
24-25S-dihidromasticadienoato de metilo (8) b
mrm“e 128 0.0 53.2 238 27.8
oy
Lactona de 4- hidroxi-7R-8R-epoxi- 3, 4-seco-
tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (16) @
H oon 100.0 100.0 100.0 100.0 91.0

HO"

%

3

Acido 24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico
(21)°

Los resultados se muestran como inhibicion de crecimiento celular (% IC); n = 1. adosis 50 nM;® dosis 100 nM.

3.ESTUDIO DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD
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3.1. Anélisis compar ativo delos potenciales de interaccion

3.1.1. Condicionesgenerales

Los compuestos 2, 3, 4, 6, 7, 9, 12, 14, 16, 21, 24, 25, 26, 27 y 28 evaluados en el modelo de edema
inducido por TPA se seleccionaron para el analisis de CoMFA. Se consideraron los valores de
logaritmos del inverso de la DEsy contenidos en el Cuadro 6.

3.1.2. Procedimiento

El CoMFA se realizd mediante el programa de modelado molecular Sybyl 6.8 en una estacion de trabajo
OCTANE 2.0 Silicon Graphics. Se dibujaron las estructuras de las 15 moléculas seleccionadas.
Posteriormente, se generaron las conformaciones de minima energia mediante un proceso de
optimizacion de la mecénica cuantica, que considera los campos de fuerza estandar de Tripos. Las
optimizaciones adicionales se efectuaron mediante el modelo Hamiltoniano AM1 de MOPAC (Molecular
Orbital PACkage).

Tomando como base el esqueleto tetraciclico del acido 24-25S-dihidromasticadienolico (5) se oriento la
superposicion de cada una de las moléculas y se produjo un alineamiento, el cual, como lo supone

CoMFA corresponderia con la orientacion espacial relativa en el sitio receptor.

El programa coloca d complejo de moléculas superpuestas dentro de una caja tridimensional (de 2 A
por cuadro), y cetermina las interacciones optimas entre las moléculas y el receptor. Las propiedades
de unién entre las moléculas alineadas y la sonda de prueba (con propiedades de carbono sp® y carga
+1) se calcularon mediante las energias de interaccion molecular MIP (Molecular Interaction Potential)
estéricas (segun el potencial Lennard-Jones) y electostaticas (segun el potencial culombico). La
distribucion de valores de MIP alrededor de una molécula se denomina potencial de interaccion

molecular MIF (Molecular Interaction Field).
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El sistema de variables MIF se correlaciond con los valores de actividad biologica, y la matriz de datos
se resolvio mediante un andlisis estadistico multivariable, conocido como PLS (Partial Least Squares,
minimos cuadrados parciales). EI método reduce la cantidad de variables y las reemplaza por un
ndmero menor de nuevos \alores ortogonales llamados componentes principales. Posteriormente, los
datos se analizaron por el método de validacion cruzada (cross-validation) mediante la exclusion de un
dato (leave one ouf). Ese andlisis permite comprobar la predecibilidad del modelo generado, eliminar el
riesgo de correlaciones casuales y disminuir la pérdida de informacion. De igual manera, los
componentes se sometieron a un método de no validacion (non validated) para conocer la linealidad del

sistema. El sinnimero de componentes principales se representa mediante mapas de contornos.

3.1.3. Resultados

Durante el analisis se generaron los valores de descriptores espaciales y estructurales de las moléculas
en estudio. Se incluyeron las energias de los orbitales moleculares mas alo ocupado (HOMO) y mas
bajo no ocupado (LUMO) en eV, la electronegatividad segun la escala de Pauling, la polarizabilidad, el
volumen molecular en A3, la ovalidad, el logaritmo del coeficiente de particion n-octanol/agua (log P)
calculado por el método de Ghose-Crippen, y el dipolo molecular en debye. Los resultados se

encuentran en el Cuadro 15.

Un andlisis de regresion lineal multiple permitio obtener la matriz de correlacién (Cuadro 16) de los
logaritmos del inverso de DEso (Log 1/DEso en M/oreja) y los parametros fisicoquimicos contenidos en el
Cuadro 15. El Cuadro 17 muestra los resultados de predecibilidad y linealidad del modelo obtenidos
mediante los respectivos métodos de validacion cruzada y no validacion. La figura 25 presenta los
mapas de contornos de interaccion estérica y electrostatica del compuesto activo 3-oxo-7R-8R-epoxi-
tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (12).
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Cuadro 15
Descriptores fisicoquimicos de 15 moléculas analizadas mediante el método CoMFA
Compuesto A B C D E F G H |
2 576 -9.135 -0.023 458 41754  485.96 1.751 739 2012
3 579  -9.072  -0.042 456 41925 48597 1.747 739 3.202
4 587 -9.284 1011 414 39772 487.23 1.774 8.12  3.594
6 656 -9.379 0019 468 42232  498.81 1.788 8.15  0.946
7 647 -9228  0.048 459 42902  504.18 1.789 766  2.488
9 575 -9.130 1.189 397 41613  510.35 1.804 789 2578
12 682 -10.045  0.009 502 41677  506.16 1.777 723 1.047
14 576  -9.247  -0.012 463 44637 52454 1.817 762  3.360
16 681 -10076  0.010 503 42288  514.31 1.762 6.07  6.330
21 640 -9.072 1.086 399 40409 49254 1.772 763 1339
24 644 -8782  0.164 431 44987 52150 1.815 784 2109
25 577 -8.838 1.255 379 43390  528.04 1.839 808  0.890
26 683 -10039 -0.014 503 40714  493.72 1.745 6.48  4.570
27 642 -9.998  0.070 49 42073  511.33 1.771 6.74  3.810
28 586 -9.220 -0.020 462 44705  524.52 1.815 762 1041

A, Log 1/DEs (Mloreja); B, Energia de HOMO (eV); C, Energia de LUMO (eV); D, Electronegatividad (Escala de Pauling); E,
Polarizabilidad; F, Volumen molecular (%); G, Ovalidad; H, Log P (Ghose-Crippen); I, Dipolo molecular (en debye).

Acido 3-epimasticadienolico (2); &cido masticadienolico (3); &cido 24-25S-dihidromasticadienoico (4); masticadienoato de metilo (6);
masticadiendato de metilo (7); 24-25S-dihidromasticadienolato de metilo @); 3-oxo-7R-8R-epoxi-tirucal24Z-en-26-ato de metilo
(12); 3S-hidroxi7R-8R-epoxktirucal-24Z-en-26-ato de metilo (14); lactona de 4 hidroxi7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato
de metio (16); &cido 24-25-dihidro-3-epimasticadienolico (21); 3-epiisomasticadienolato de etilo (24); 24-25-dihidro-3-
epimasticadienolato de etilo 5); acido 3R-hidroxi7R-8R-epoxktirucal-24Z-en-26-ico (26); 3R-hidroxi-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-
26-ato de metilo (27); acido 3a-acetoxi-tirucala-7E, 24E-dien-26-ico(28).

Cuadro 16
Matriz de correlacion r de los logaritmos del inverso de las dosis efectivas obtenidas en ¢

modelo de edema inducido por TPA, y los descriptores fisicoquimicos

A
A 1 B
B - 0.522 1 C
C - 0.387 0.473 1 D
D 0.524 - 0.845 -0.870 1 E
E -0.078 0.329 -0.293 - 0.008 1 F
F - 0.007 0.030 0.078 - 0.066 0.766 1 G
G - 0.260 0.521 0.450 - 0.565 0.655 0.788 1 H
H - 0.435 0.815 0.529 -0.775 0.148 -0.007 0.599 1 I
I 0.278 - 0.546 - 0.227 0.443 -0.309 | -0.162 -0.563 -0.737 1

De Aal corresponden con lo indicado en el Cuadro 15.
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Cuadro 17
Predecibilidad y linealidad del sistema de datos analizados mediante el método CoMFA
Factores Predecibilidad Linealidad
Coeficiente Contribucion Coeficiente Contribucion
Estéricos 0.532 0.285 0.542 0.299
Electrostraticos 1.334 0.715 1.271 0.701
Resumen NUmero de variables = 1350 Numero de variables = 1350

Error estandar de predicciones = 0.517
NUmero 6ptimo de componentes = 1
R cuadrada (Q?) =- 0.244

Error estandar del estimado = 0.275
Valores de F (ny =1, np = 11) = 20.208
R cuadrada () = 0.648,r=0.82
Probabilidad de r2= 0.001

Se muestran los resultados de predecibilidad y linealidad de CoMFA obtenidos mediante los métodos de validacién cruzada y no
validacion. Se analizaron los compuestos 2, 3,4, 6, 7,9, 12, 14,16, 21, 24,25, 26, 27 y 8.
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Figura 25

Mapas de los contornos de interacciones estérica (A) y electrostatica (B) del compuesto 12
Los campos estéricos que favorecen y no favorecen la actividad estan representados como poliedros verdes y amarillos,
respectivamente. Los campos de carga electropositiva y electronegativa que contribuyen con la actividad corresponden con los
poliedros azuly rojo.
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1. REACCIONES QUIMICAS

Tomando en cuenta los datos de actividad biologica de 1y 2 en los modelos de edema inducidos por
TPA y carragenina, ambos se establecieron como cabezas de serie y se obtuvieron 26 derivados
(anexos Ay B, pags. 153-161).

En la literatura se sefialan varias modificaciones estructurales de triterpenos antinflamatorios por
métodos quimicos, principalmente de esqueletos de tipo ursano y oleanano (Mahato y Sen, 1997;
Akihisa y Yasukawa, 2001; Patocka, 2003; Connolly y Hill, 2005). Por otro lado, se ha informado de la
obtencion de algunos derivados de los acidos 1y 2 y su relacion con la inhibicion de la PLA2 (Jain et al.,
1995). A pesar de estos antecedentes, no existian estudios de modificaciones sistematicas de los
grupos funcionales presentes en 1y 2 y su relacion con la actividad antiinflamatoria. Por lo anterior, se
decidid evaluar las propiedades antinflamatorias de varios derivados obtenidos mediante
modificaciones quimicas en la posicion C-3, la doble ligadura del anillo B y el &cido carboxilico
insaturado de la cadena lateral (fig. 26).

Figura 26
Esquema general de modificaciones estructurales a los acidos 1y 2

1.1. Reduccion con NaBH,
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La reaccion de reduccion del grupo carbonilo en 1 produjo el alcohol esperado @) (fig. 27). El analisis
de los datos espectroscdpicos y espectrométricos de 3 evidenciaron que el carbonilo en G-3 en el cido
1, fue el Gnico grupo funcional que se modificd durante la reacciéon. Mas aun, la comparacion de los
datos de RMN de tHy 13C de 3 asignados a la posicion G3 (d 3.2 y 79.0 ppm, respectivamente), con
aquellos del acido 3a-hidroximasticadienoico (2) (d 3.4 y 75.2 ppm) indicaron claramente que el alcohol

formado en C-3 presentaba una orientacion b.

Figura 27
Obtencidn del &cido masticadienolico (3)

Se sabe que el mecanismo de reduccion de un carbonilo es dirigido por cuestiones estéricas, de
manera que, en este caso la presencia de los grupos metilos en C-4 y C-10 orientan la aproximacion del
agente reductor sobre la cara si del plano del grupo carbonilo en 1, y resulta la insercion del hidruro (fig.
28).

X _-COOR

©
+H
NaBH, ( |
D : 0—F
o] = &

%

In

Figura 28
Mecanismo propuesto para la formacion de 3b-hidroxiderivados

Un dato adicional que ayuda aexplicar la formacion preferencial de un alcohol con orientacion b, sobre
uno con orientacion a, lo constituyen los calores de formacion de los epimeros 2 y 3. Mediante el

programa de mecanica molecular MOPAC se determinaron los calores de formacion de 2 (-18558769

Kcal/mol) y 3 (-186.38488 Kcal/mol). Estos resultados indican que el isomero b es mas estable.
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Los alcoholes 5, 7 y 11 provenian de la reaccion de reduccion del grupo carbonilo en G-3 con NaBHj,
de los respectivos compuestos 4, 6 y 10 (fig. 29). Considerando que los datos espectroscopicos de
estos productos eran similares a los del &cido masticadienolico (3), se propuso que también
presentaban una orientacion b. Esta hipdtesis se confirmé mediante un analisis de difraccion de rayos X

del derivado 5 (fig. 15).

z =z H H H
=3 :_COOH E Z_COOH
NaBH,
—_—

78 %

COOEt

Figura 29
Obtencion de 3b-hidroxiderivados

1.2. Hidrogenacion catalitica

Los productos saturados 4, 8 y 21 se generaron a partir de la reaccion de hidrogenacién de 1,6y 2
respectivamente, mediante hidrégeno molecular y un catalizador metalico (fig. 30). Los datos
espectroscopicos de 4, 8y 21 evidenciaron la hidrogenacion selectiva del doble enlace en C-24 | G25.
Asi, en el espectro de RMN 1 H de los productos saturados se obser la sefial del hidrogeno vinilico H
7 en d 5.3 ppm, y no se observo la sefial en aproximadamente d 6.0 ppm asignada al H24. La
hidrogenacion selectiva del doble enlace de la cadena lateral, y no del ubicado en C-7/C-8 del nlcleo

terpenoide, posiblemente se atribuye a que éste (ltimo se encuentraimpedido estéricamente.
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H/Pd-C
55 %

Figura 30
Obtencién de dihidroderivados

La reduccion del carbonilo en G3 con NaBHs del dihidroderivado 4 resultd en la obtencion de 5. El
analisis cristalografico de rayos Xde 5 permitio determinar la estereoquimica S en G25, asi como la
orientacion b del grupo hidroxilo en G3 (fig. 15). Puesto que la obtencién de 5 implicé Unicamente la
reduccion del grupo carbonilo en 4, se dedujo que éste presentaba la misma estereoquimica en G-25.
Por otro lado, tomando en cuenta que la obtencién de 8 y 21 a partir de 6 y 2 comprendia solo la

reaccion de hidrogenacion, se propuso que 8y 21 también presentaban la estereoquimica S en C-25.

Considerando que el mecanismo de hidrogenacion involucra la accion del catalizador sobre la cara
menos impedida del doble enlace y ademas obedece una estereoquimica sin; en este caso, el
catalizador accede por el lado contrario al grupo carboxilo, de manera que los hidrégenos se adicionan

sobre la cara si del doble enlace y resulta un centro S en C-25.

1.3. Esterificacién
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Los ésteres metilicos 6, 7, 9, 22y 23 se obtuvieron a partir de los &cidos correspondientes 1, 3,5, 2y
21 por tratamiento con una disolucion etérea de diazometano (fig. 31). En general, la reaccion es muy
flexible y se obtienen productos con rendimientos razonables. EI mecanismo de reaccion se explica por
el caracter nucleofilico de uno de los &tomos de oxigeno del grupo carboxilo, quien ataca al grupo metilo

del diazometano y tras la pérdida de la molécula de N2 se origina el residuo de éster.

xCOOMe

CH,N,
4%

CH,N,
3%

CH,N,
88 %

Figura 31
Obtencion de ésteres metilicos
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Por su parte, los derivados ésteres etilicos 10, 24 y 25 resultaron de la reaccion de los &cidos 1,2y 21
respectivamente, en presencia de etanol y un &cido como catalizador (fig. 32). Los moderados
rendimientos de reaccion se explican por la reversibilidad de los pasos implicados, es decir, la
formacion del éster se favorece por el exceso de etanol y el agua resultante interviene en la hidrlisis

del éster. Sin embargo, | os rendimientos no mejoraron con la utilizacion de un agente desecante.

XCOOEt

5,

1 10

Figura 32
Obtencion de ésteres etilicos

Ademés de la formacion de los ésteres etilicos en los compuestos 10 y 24, se observd la isomerizacion
del doble enlace original en C-7 / C-8. Esta reaccion se evidencid mediante el andlisis de los datos
espectroscopicos de RMN de 1H / 3C, en el cual los compuestos 10, 11 y 24 no presentaban las
sefiales del carbono vinilico en C-7 (d 5.3/ 117.8 ppm). Sin embargo, el espectro de RMN 13C de 24
mostraba dos nuevas sefiales en d 134.6 y 133.3 ppm que correspondian a carbonos vinilicos sin
interaccion con hidrogeno. También el compuesto 11 present6 sefiales semejantes en d 139.4 y 134.1

ppm para dos carbonos cuaternarios vinilicos. Era evidente que el enlace doble original no se

conservaba en C-7 / C-8, probablemente migraba hacia C-8/ C-9.
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Para resolver el hecho que Unicamente era posible la isomerizacion del doble enlace endociclico, se
optoé por usar un compuesto esterificado, y no un &cido libre. Asi el éster metilico 6 se tratd con etanol
anhidro en medio &cido. La espectroscopia del producto de reaccion indicd que se trataba de una
mezcla de dos compuestos, en una relacion 1:1. Después de un minucioso analisis los productos se
propusieron como isomasticadienoato de metilo y 3-oxodamara-13-17E, 24Z-dien-26-ato de metilo. Por
lo anterior, se formul6é que en las condiciones de reaccion, la doble ligadura endociclica se isomerizaba,

y esto podia ocurrir hacia dos sitios diferentes.

La formacion del residuo éster sucede mediante la protonacion del atomo de oxigeno en el acido
carboxilico, y la pérdida posterior de una molécula de agua (fig. 33). EI mecanismo de isomerizacion del
doble enlace endociclico se propuso de la siguiente manera. La protonacion de la doble ligadura origina
un carbocation terciario en C-8, cuya carga se restituye por la donacion de un par electronico de C-9,y
genera la doble ligadura entre los anillos B y C. Hasta aqui, se explica la formacion de los compuestos
10, 11 y 24. Sin embargo, el mismo carbocation en C-8 puede compensarse por migraciones de tipo
1,2; primero el metilo en C-14 se desplaza hacia C-8, el nuevo carbocation en C-14 se transpone hacia
C-13 tras la migracion &l metilo. Finalmente, la carga cel carbocation se compensa por un par
electronico disponible después de la salida de un hidrégeno del C-17. Asi se forma un enlace doble en
los carbonos 13y 17. Se propone que la configuracion de la nueva ligadura podria ser E, debido a la
salida del hidrdgeno proR. Lo anterior puede explicar la formacion del producto adicional de la reaccion

con el derivado 6.
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Figura 33
Mecanismo propuesto para la formacion de ésteres etilicos

1.4. Epoxidacion

Continuando con la obtencién de derivados, d interés se centr6 en la doble ligadura endociclica D8,

Evidentemente, una modificacion en este sitio afectaria exclusivamente el nicleo triterpenoide. Con el

fin de conferirle diferentes propiedades electronicas, se planted la formacion de un grupo epdxido. Los
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derivados epoxidados 12, 15 y 26 se prepararon a partir de los respectivos alquenos 6, 1 y 2 en
tratamiento con acido m-CPBA (fig. 34).

Figura 34
Obtencion de epoxiderivados con m-CPBA

Con acido peroxiacetico (CH3COsH) como agente oxidante, se obtuvieron los derivados 13,14, 16 y 27

a partir de los compuestos 1, 7,6 y 22, respectivamente (fig. 35).

CH3CO3zH

: 5 I _COOH
_cricout (O

20 %

X COOMe

Figura 35
Obtencién de epoxi derivados con CHzCOsH
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Continuacién figura 35 ...

X COOMe

CH,COH
36 %

. COOMe
CH4COZH

52 %

Sin embargo, los rendimientos de obtencion fueron regulares con los dos reactivos. Lo anterior
posiblemente se explica por la generacion de acido benzoico o acido acético (segln el caso) en el seno
de la reaccion; la acidez favorece la apertura del grupo epoxido. Para neutralizar el pH acido se
efectuaron algunos experimentos en condiciones neutras, y la purificacion se realid mediante

cromatografia en gel de silice no activado. No obstante, los rendimientos no mejoraron.

La oxidacion selectiva del doble enlace C-7 / C-8 se determind mediante el analisis espectroscopico de
resonancia de los productos. Los espectros mostraron la sefial del hidrégeno vinilico en C-24 en
aproximadamente d 6.0 ppm, y no se encontro la sefial en d 5.3 ppm perteneciente d hidrégeno en G-7

de las moléculas precursoras. La selectiidad del doble enlace endociclico se atribuye a la incapacidad
de accion de los reactivos utilizados sobre una doble ligadura conjugada con un &cido carboxilico.

Las formas cristalinas de 15 y 16 se analizaron mediante difraccion de rayos X (figuras 16y 17). Las
estructuras cristalogréficas revelaron la posicion a del grupo epoxido. Como se sabe, los peroxiacidos
transfieren oxigeno a la doble ligadura a través de un mecanismo en un solo paso, sin intermediarios y
con una estereoquimica sin (fig. 36). En este caso, d 4&tomo de oxigeno més lejano al grupo carbonilo
del peracido accede por la cara inferior del enlace doble endociclico. La reaccion de epoxidacion
obedece un régimen estérico, asi, la presencia del grupo metilo en C-14 impide el acceso del peracido
por la cara superior del doble enlace.
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Figura 36
Mecanismo de epoxidacion

La lactona de 7 miembros en el anillo A en 16 se explica por una transposicion tipo Baeyer-Villiger a
partir del carbonilo C-3 de 6 (fig. 37).

Ry

m-CPBA
—_—

H

-

J@L °
cl COOH

Figura 37
Transposicion de tipo Baeyer-Villiger

Por otro lado, los datos espectroscdpicos de RMN IH adquiridos en CDCl3 evidenciaron la inestabilidad
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del grupo a-epoxido. Asi, el espectro de 16 mostré la presencia de un grupo hidroxilo alilico (con
sefiales en d 4.13 / 63.9 ppm para G7)y de un par adicional de carbonos vinilicos cuaternarios (en d
139.4 y 134.8 ppm). Estos ultimos correspondieron a los respectivos carbonos 8 y 9. Lo anterior
demostrdla apertura del epdxido y se formaron un hidroxilo en C-7 y una doble ligadura en C-8 y C-9.

Asi, se propuso la estructura 16a

En tanto, los compuestos 14a y 27a (provenientes de 14 y 27) mostraron sefiales para dos protones
vinilicos no acoplados (d 5.3 y 52 ppm). Este patron de sefiales se encontr6 en las espectroscopias de

ciertos tirucalanos (Liu et al., 2001), por lo que los compuestos 14a y 27a se propusieron como
dihidroderivados con un sistema diénico en D8y D#1, La formacion de los sistemas encontrados en
14a, 16ay 27a se explica por la apertura nucleofilica del grupo epoxido (en los compuestos 14, 16y 27)

en las condiciones suavemente acidas (fig. 38).

14 ’ 14a

;?/\IQTCOOMe

“OH
16a

= COOMe
CDCl,

Figura 38
Productos de degradacion de los epoxiderivados

La adquisicion de los espectros de RMN 1Hy 13C, en disolucion con CsDs, de los epoxiderivados mostro

las sefiales esperadas para el grupo oxirano (d 2.54 para H-7 y 63.2 ppm para C-8).
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1.5. Acetilacion

Los alcoholes 3 y 2 se trataron con anhidrido acético - piridina y se obtuveron los acetatos 17 y 28,

respectivamente (fig. 39).

X
Ac,0O/py
86 % COOH
X
Ac,0O/py
56 % COOH
Figura 39

Obtencion de los acetatoderivados

La espectroscopia de resonancia de los productos mostro la insercion del acetato en C-3 (d 4.5/81.1

ppm). Sin embargo, sorprendentemente eran diferenteslos desplazamientos quimicos y las constantes

de acoplamiento de ciertas sefiales. La sefial a campo bajo en d 6.9 ppm se asigné al protdn vinilico H
24, y la sefial en d 12.0 ppm (campo alto del 13C), al grupo metilo G27. Estas caracteristicas

evidenciaron que la doble ligadura D**25 cambiaba de configuracion, de Z aE.

Para determinar los factores que favorecen el cambio de configuracion de la doble ligadura de la
cadena lateral, el derivado hidroxilado 7 se sometio areaccion. Este compuesto contenia un residuo de
éster metilico y no un &cido libre como en los compuestos 2y 3. La resonancia protonica del compuesto
resultante (18) mostré las sefiales del grupo acetato, pero no las de la doble ligadura 425 observadas
en los acetatos 17 y 28. Puesto que el compuesto 18 conservo la doble ligadura Z en C-24 / C-25, éste

se identificd como 3b-acetoxi-tirucala-7E, 24Z-dien-26-ato de metilo (fig. 40). Por lo anterior, la

isomerizacion del doble enlace se efectuaba unicamente en presencia del residuo de &cido libre.
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E\E/LrCOOMe

18

Figura 40
Obtencion del compuesto 18

Se sabe que la formacion de un acetato ocurre a través del ataque nucleofilico del atomo de oxigeno
del hidroxilo sobre el carbonilo del camplejo de acetato - piridina. Por su parte, la isomerizacion de la
doble ligadura de la cadena lateral se propone de la siguiente manera. La base ioniza al &cido
carboxilico y se origina un carboxilato. Uno de los &tomos de oxigeno de este residuo actia sobre el
carbonilo del complejo acetato - piridina, y se forma el anhidrido correspondiente. Posteriormente, otra
molécula de piridina actia sobre el anhidrido y se regenera el carboxilato. Este residuo se acomoda
simulando un ciclo de 6 miembros, de manera que, el H en G23 se transfere hacia un oxigeno. Tras
los posibles movimientos de resonancia se forma un enlace simple en los G24 y C-25. Este enlace
puede girar libremente y € intercambia la posicion del residuo de carboxilato. A final se produce la
configuracion E del doble enlace en C-24 / C-25 (fig. 41).
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Figura4l

Mecanismo propuesto parala formacion de acetatos

1.6. Formacion de oximas

La reaccion de formacion de oximas no se contempld dentro del esquema inicial de modificaciones. Sin
embargo, la reaccion se efectud por motivos circunstanciales, y ninguno de los productos se evalu6
biolégicamente. Los 3-hidroxiiminoderivados 19y 20 se obtuvieron a partir de 1y 6 por tratamiento con

hidroxilamina en medio bésico (fig. 42).
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E\E/L(coo H
NH20H-HCI
_—

55 %

Figura 42
Obtencion de los 3-hidroxiiminoderivados

Los datos de infrarrojo e impacto electronico sefialaron la presencia del residuo de oxima. Sin embargo,
en la espectroscopia de resonancia no se presentaron las sefiales del atomo de hidrégeno unido al
oxigeno de la oximay del carbono sp? de la hidroxiimina en C-3. En consecuencia, se propuso la
correspondiente forma tautomerica, el grupo nitroso. Sin otra evidencia, durante la adquisicion de los

datos de resonancia era posible que se encontraran ambas tautomeros (grupos oxima y nitroso).
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2. ACTIVIDAD BIOLOGICA

La presente investigacion contribuye con los primeros estudios preclinicos de las propiedades

antiinflamatoria y antitumoral del cuachalalate, y su relacion con la presencia de los acidos 1y 2.

2.1. Modelo de edema inducido por TPA

2.1.1. Actividad delos extractosy lostriterpenosly 2

El TPA induce el edema de forma inespecifica, es decir, con la participacién de una variedad de
mediadores quimicos y celulares. Mediante este ensayo se puede saber si una sustancia es 0 no
antiinflamatoria, pero no es posible conocer como interfiriere en la inflamacion. Sin embargo, el
resultado que se obtiene suele ser de gran valor en la investigacion de la actividad antiinflamatoria de la

sustancia evaluada.

Los resultados de la activi dad de los extractos acuoso yhexanico de A. adstringens y de los &cidos
masticadienoico (1) y 3-epimasticadienolico (2), obtenidos en el modelo de edema inducido por TPA en
la oreja de raton (Cuadro 3, pédg. 74) sustentan el uso popular de la especie como remedio

antiinflamatorio.

Los extractos acuoso (EA) y hexanico (EH) mostraron efectos opuestos. Mientras que el extracto EA no
present6 actividad, el concentrado organico inhibi6 la inflamacion de forma dependiente de la dosis. Sin
embargo, su maximo efecto de inhibicién fue tan solo del 49.1 %, lo cual no permitié determinar la dosis
efectiva media (DEso) y simplemente se expreso como mayor de 1.0 mg/oreja. Por lo anterior, es factible
especular que la diferente composicion quimicade los extractos EHy EA es el factor que determina los

efectos observados, y probablemente sus acciones sobre ciertos mecanismos enla inflamacion.

Por su parte, el compuesto 2 mostré efectos dependientes de las dosis y su DEso fue de 0.80 + 0.19
mg/oreja. El acido masticadienoico (1) no presentd efectos dosis-dependientes, ninguna respuesta fue
mayor del 50 % (en la Gltima dosis inhibié en un 22.4 %). Por lo tanto, no se determing la DEso. También
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se observo que el extracto HE y los triterpenos 1y 2 mostraron respuestas similares en la dosis de 0.31

mg/oreja (aproximadamente 36 % de inhibicion).

El acido ursdlico y la indometacina disminuyeron € edema conforme con el aumento en las dosis. No
obstante, el acido ursolico no alcanz6 el 50 % del efecto, y no se determind su dosis efectiva media. La

DEso de la indometacina fue de 0.20 £ 0.05 mg/oreja.

2.1.2. Actividad delos derivados producidos a partir dely 2

Considerando los datos de actividad antiinflamatoria, los &cidos 1y 2 se usaron como cabezas de serie.
Las modificaciones moleculares por métodos quimicos resultaron en 26 derivados. Sin embargo, &
obtencion de cantidades limitadas de los compuestos 11, 13, 15, 18, 19, 20, 22 y 23 no permiti6 su
evaluacion hioldgica. Por lo tanto, solamente se evaluaron 18 compuestos en el modelo de edema
inducido por TPA. Los compuestos 3-17 resultaron del acido 1 (Cuadro 4, pag. 75),y los compuestos
21-28, del &cido 2 (Cuadro 5, pag. 77).

En el caso de los derivados del triterpeno 1, los compuestos 3, 4, 6, 7,9, 14y 16 mostraron tendencias
de respuestas dependientes de las dosis y sus efectos maximos estuvieron por encima del 50 % de
inhibicion. También los compuestos 8, 10y 17 presentaron respuestas dependientes de las dosis; sin
embargo, sus efectos no excedieron el 50 %a la dosis de 1.0 mg/oreja. El epoxiderivado 12 mostro
efectos dependientes hasta la dosis de 031 mg/oreja, en la ultima dosis su respuesta dsminuyo (62.2
%). El acido 24-25S<dihidromasticadienolico () fue el compuesto menos activo de todos los evaluados;

alas dosis de 0.1y 0.31 mg/oreja inhibié en 17.2 y 14.2 %, respectivamente.

El analisis de relacion estructura-actividad en este modelo, de los derivados del acido 1 indicé que
aquellos que presentaban un éster metilico a, b-insaturado en la cadena lateral (compuestos 6, 7, 12y
16, con excepcion de 14) mostraban mayor efectividad en comparacion con aquellos con un éster etilico

(compuesto 10) o un acido carboxilico (compuesto 3).
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También se observd que estos derivados eran mas potentes que sus analogos no conjugados
(compuestos 4, 5, 8, 9, y 17). Por ejemplo, el b-hidroxiderivado 7, el cual contenia un grupo éster
metilico a, b-insaturado terminal fue 5 veces més activo (DEso 0.34 + 0.08 nmol/oreja) que su analogo
dihidroderivado 9 (DEso 1.77 £ 0.72 mrmol/oreja). También, el compuesto 7 mostré aproximadamente 6

veces mayor actividad que el acido correspondiente (compuesto 3, DEso 1.64 £+ 0.57 nmol/oreja).

En cuanto a los derivados del triterpeno 2 (Cuadro 5, pag. 77), los compuestos evaluados (21, 25, 26,
27 y 28) disminuyeron el edema conforme con las dosis crecientes. Por su parte, el 3
epiisomasticadienolato de etilo 4) mostrd efectos dependientes hasta la tercera dosis de ensayo (63.8
% de inhibicion), en la Ultima dosis su respuesta descendio al 53.7 % Entre el 24-25S-dihidro-3-
epiisomasticadienolato de etilo 25) (DEso 1.69 + 0.23 nmol/oreja) y el acido original 2 (DEso 1.75 + 0.43

nmmol/oreja) no existieron diferencias significativas en sus respuestas de inhibicion.

Los compuestos 21, 24 y 27 (DEso 0.40 + 0.06; 0.36 + 0.05 y 0.38 + 0.13 nmol/oreja, respectivamente)
superaron aproximadamente 4 veces la actividad del acido 2. Estos compuestos contenian un acido
carboxilico no conjugado (21), un éster etilico insaturado (24) y un éster metilico conjugado (27). El
compuesto 26 se distinguié como el derivado més activo producido a partir del triterpeno 2, su DEs

(0.15 + 0.03 nmol/oreja) super6 casi 12 veces la del acido 2.

Por otro lado, los epoxiderivados 12,16 y 26 con DEs similares (12, 0.15 + 0.05; 16, 0.16 + 0.06; y 26,
0.15 £ 0.03 nmol/oreja) fueron los compuestos mas activos de todos los evaluados. La comparacion de
los valores logaritmicos del inverso de sus DEs (Log 1/DEso) (Cuadro 6, pag. 78), permitid constatar
que excedian por mas de 10 veces las actividades de los triterpenos 1y 2. Los datos fueron 6.82,6.81y
6.83 para 12, 16y 26; y5.76 para el triterpeno 2. Por otro lado, el epoxiderivado 27 también mostré una
actividad relevante (DEso 0.38 * 0.13 mmol/oreja) , aunque su potencia fue mas de 4 veces mayor que la
del &cido 2, su actividad fue la mitad de aquella mostrada por el andlogo 26. Estos resultados indicaron
la importancia de un éster metilico en C-26. Sin embargo, el epoxiderivado 14 que presentaba un grupo
3b-hidroxilo en C-3 y un éster metilico en C-26 registr6 la actividad mas baja, su DEsy de 1.73 + 0.36
mmol/oreja (Log 1/DEso 5.76) fue similar a la mostrada por el triterpeno 2. De ahi que, el anillo A

también es importante para la actividad de epoxiderivado.
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Una comparacion de las estructuras de los epoxiderivados 12, 14, 16 y 27 con sus actividades
bioldgicas permitio distinguir lo siguiente. Los compuestos presentaban un residuo de éster metilico a,
b-insaturado, y diferian exclusivamente en el sustituyente de la posicion 3 del anillo A El derivado 12
poseia un grupo carbonilo, un hidroxilo 3b-ecuatorial en 14, un hidroxilo 3a-axial en 27, y una lactona
de 7 miembros en 16. Asi bien, con excepcion del sustituyente 3b-hidroxilo, los demas grupos
funcionales conferian una excelente actividad bioldgica a las moléculas. La orientacion b-ecuatorial del

hidroxilo probablemente se relacione con la moderada actividad. Por su parte, el epoxiderivado 26,

también muy activo, contenia un alcohol a-axial y un &cido carboxilico a, binsaturado.

Por otro lado, el derivado 6 (DEs 0.28 nmol/oreja), con un éster metilico en C-26 resulté mas activo que
el &ido 1. Inclusive, aun mucho mas activo que 10 (DEso > 2.07 nmol/oreja), el cual presentaba un
éster etilico. Sin embargo, se debe sefialar que los ésteres etilicos como el compuesto 10, poseian dos
dobles enlaces, el de la cadena lateral y el otro en las posiciones 8 y 9. Probablemente la presencia del
enlace doble endociclico se relacione con su escasa actividad biolégica. En general, se observo que los
derivados carboxilicos saturados mostraron mayor actividad que los correspondientes compuestos
insaturados. Sin embargo, los ésteres insaturados presentaron menores efectos que sus anélogos

saturados.

Un analisis de la actividad biologica de los derivados con un grupo carbonilo, un hidroxilo @-axial o b-

ecuatorial) y un acetato en la posicion 3 permitio distinguir lo siguiente:

a) En general, los derivados con un alcohol b mostraron actividades mas escasas que aquellos
que contenian un alcohol a o un carbonilo. Por ejemplo, en los derivados 4 (3-0x0), 21 (3a-hidroxilo) y
5 (3b-hidroxilo) se observé que el compuesto 21 (DEso 040 nmol/oreja) fue mas activo que 4 (DEso

1.34 nmol/oreja) y 5 (DEso no determinada).

b) Por su parte, el compuesto con el grupo acetato con orientacion b (17 DEso > 201 nmol/oreja)

fue menos activo que aquel con orientacion a (28, DEso 1.39 + 0.38 nmol/oreja). No obstante, ambos
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compuestos L7y 28) incluian un sistema conjugado con configuracion E en la cadena lateral, y no Z

como en su estructura original. Esta caracteristica podria estar relacionada con su actividad.

c) Los epimeros 2 y 3 presentaron valores similares de DEso (1.75 + 043 y 1.64 + 057
nmol/oreja, respectivamente). Por lo tanto, la orientacion del grupo hidroxilo no constituyd un

componente de selectividad biologica.

Por lo anterior, se constatd que algunas partes de la molécula eran criticas, mientras que otras podian
modificarse, y su alteracion solo ocasionaba pequefias variaciones en la actividad. El analisis de las
actividades bioldgicas de los derivados evaluados claramente indica que, un grupo a-epoxido en las
posiciones 7'y 8y el residuo de éster metilico a, b-insaturado en la cadena lateral son importantes para

la actividad antiinflamatoria.

Finalmente, de los 18 compuestos evaluados en el modelo de edema inducido por TPA, los derivados
3,4,8,9,10, 14,17, 25 y 28 poseian respuestas similares a los triterpenos 1y 2. EI compuesto 5 fue
el menos activo de todos los compuestos evaluados. b tanto, los compuestos 6, 7, 12, 16,21, 24, 26
y 27 se distinguieron como los compuestos mas activos, y siperaron la actividad del farmaco de
referencia (indometacina DEso 0.570 nmol/oreja). A continuacion se nombran en orden creciente de

actividad:

1. Acido 24-25S-dihidro-3-epimasticadienolico (21) (DEso 0.397 nmol/oreja)

2. 3R-hidroxi-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (27) (DEs 0.381 nmol/oreja)

3. 3-epiisomasticadienolato de etilo (24) (DEso0.363 nmol/oreja)

4. Masticadienolato de metilo (7) (DEso 0.341 nmol/oreja)

5. Masticadienoato de metilo (6) (DEso 0.279 nrmol/oreja)

6. Lactona de 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (16) (DEso 0.155
nmol/oreja)

7. 3-0x0-7R-8R-epoxi-tirucal-24Z -en-26-ato de metilo (12) (DEso 0.152 nmol/oreja)

8. Acido 3R-hidroxi -7R-8R-epoxi-tirucal-24Z-en-26-co (26) (DEso 0.149 nmol/oreja)
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2.2. Modelo de edemainducido por carragenina

2.2.1. Actividad delos extractosy triterpenosly 2

El modelo de edema inducido por carragenina en la pata de la rata también se aplico en la investigacion
de la actividad antiinflamatoria de A. adstringens. En el Cuadro 7 (pég. 82) se muestran los resultados
de las evaluaciones antiinflamatorias de los extractos acuoso (EA) y hexanico (EH), asi como de los

acidos masticadienoico (1) y 3-epimasticadienolico (2) (Oviedo-Chavez et al., 2004).

En este ensayo los extractos EAy EH mostraron efectos opuestos. El extracto EA presento la actividad
inhibitoria mas alta de todas las sustancias evaluadas; ala dosis de 31 mg/kg y en la Ultma hora de
exploracion inhibié un 82.1 %; ya 100 mg/kg y en la 32 hora del ensayo mostré un 82.6 % de inhibicion.
En ambas dosis, el extracto EA present6 datos semejantes de area bajo la curva, que representan la
inhibicion del edema total de 68.0 y 73.5 %, respectivamente. Por su parte, el extracto EH mostro la
actividad més baja de todas las sustancias evaluadas; a la dosis de 31 mg/kg este extracto no fue
activo; en tanto, a la dosis de 100 mg/kg se observé una tendencia de inhibicién creciente conforme con
el tiempo, y alcanz6 una inhibicion maxima de 33.3 % en la Ultima hora de observacion. Su respuesta

total antiinflamatoria fue del 14.4 %.

Por otro lado, los triterpenos 1y 2 mostraron efectos estadisticamente equivalentes y obedecieron una
tendencia creciente conforme con las dosis, asi como con el tiempo de experimentacion. A la dosis de
100 mg/kg, el acido 1 inhibi6 el edema en un 61.5 % en la 52 hora; mientras el &cido 2 mostré sus
efectos maximos a partir de la 3% hora (60.9 % de inhibicién). Sus respuestas comparables en todo el

ensayo podrian indicar algun mecanismo de accion comun en el proceso de inflamacion.

Los farmacos de referencia (acido ursélico e indometacina) mostraron los siguientes resultados. H
acido ursdlico fue més actiw ala dosis de 31 mg/kg que a 100 mg/kg. La respuesta global fue del 52.0
% de inhibicion, y los efectos parciales a las 32 y 52 h de exploracion fueron de 71.7 y 79.5 % de
disminucion. A la dosis de 100 mg/kg, sus efectos fueron de poco mas de 40 % de inhibicion desde la 32
hora. Por su parte, la indometacina produjo respuestas equivalentes a los del acido ursélico a la dosis
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de100 mg/kg. En esa misma dosis, ambos mostraron datos similares de inhibicion del edema total (31.7
y 33.5 % para &cido ursolico e indometacina, respectivamente).

Los datos del curso temporal del edema se representan en la figura 20. Ahi se observan los efectos
contrarios de los extractos EAy EH. B extracto acuoso, cuyos componentes no se aislaron en esta
investigacion, mostrd la mayor actividad antiinflamatoria observada en este ensayo. Los triterpenos 1y
2 presentaron una moderada respuesta inhibitoria y, ademas fueron mas efectivos que el extracto EH.

Los farmacos de referencia se comportaron de manera equivalente.

2.2.2. Actividaddelos derivados producidos a partir dely 2

Los derivados 3, 6, 7y 21 se evaluaron en d modelo de edema inducido por carragenina (Cuadro 8,
pag. 83; fig. 21, pag. 85). Los demas compuestos se tenian en cantidades insuficientes, por lo cual no

se evaluaron en este ensayo.

A la dosis de 31 mg/kg, los compuestos mostraron efectos inhibitorios menores. Y a la dosis de 100
mg/kg, apenas las actividades mejoraron poco. Los porcentajes de inhibicion del edema global entre los
derivados 6, 7y 21 fueron similares. Sin embargo, el compuesto 21 logré una inhibicion maxima del
46.0 % en la 52 hora del ensayo. De estos 3 compuestos, el derivado 6 fue el menos activo. El alcohol 3
mejord su actividad a la dosis de 100 mg/kg, aunque los porcentajes de inhibicion de edemas parciales
estuvieron por debajo de los triterpenos 1y 2. No obstante, su efecto de antiedema global del 40.4 %

fue equivalente con losde 1y 2.

En la dosis de 100 mg/kg, los triterpenos 1, 2 y 3 fueron méas efectivos que el &cido ursélico e

indometacina (farmacos de referencia) a las dosis de 100y 7.5 mg/kg.

De acuerdo con nuestros resultados, de los derivados 3, 6, 7 y 21 analizados en este modelo,
solamente el hidroxiderivado 3 presentd un comportamiento comparable con los triterpenos originales.
En tanto, los compuestos 6, 7 y 21 mostraron efectos poco significativos. Por lo anterior, se dedujo que
el grupo 3b-hidroxilo no incrementaba la actividad, mientras que la presencia de un éster metilico o la
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saturacion del enlace doble original en C-24 / C-25 disminuian la activdad en este modelo. Se debe

recordar que los derivados 6, 7 y 21 fueron efectivos en el modelo de edema inducido por TPA.

Tomando en cuenta que el edema inducido por la carragenina se atribuye principalmente a la accion de
la enzima COX, probablemente los triterpenos 1, 2 y 3 interfieren con la enzima. Mientras que los

derivados 6, 7 y 21 no pueden actuar sobre la COX.

2.3. Modelo de produccién del 6xido nitrico

2.3.1. Actividad delos extractosy triterpenosly 2

Una herramienta para evaluar la actividad antiinflamatoria la constituyé el modelo de produccion in vitro
de oOxido nitrico (NO) en macrofagos peritoneales. EI NO producido por bs macréfagos activados,
origina sustancias proteoliticas y oxidantescon gran potencial nocivo. También, el NO se ha asociado
en procesos cancerigenos. Por lo que, la inhibicion de la produccion del NO es de interés en la

busqueda de farmacos anticancerosos.

En esta seccion se describen los efectos de los compuestos 1y 2y de los extractos EHYy EA en el
modelo de produccién de 6xido nitrico en macréfagos estimulados. La produccion de NO ocurre en
células sensibilizadas con LPS, y la cantidad de NO producido depende del tiempo de exposicion.
Tomando en cuenta lo anterior, en esta investigacion se determinaron los efectos de las sustancias de
ensayo en el curso de produccion de NO. Para ello se planearon dos experimentos, en uno de ellos las
sustancias de prueba y el LPS se aplicaron al mismo tiempo (protocolo 1), y en el otro, las células se
trataron con las sustancias y 4 h después con LPS (protocolo ). Los resultados se muestran en el

Cuadro 9 (pag. 89). Los datos se publicaron en Oviedo-Chavez et al., 2004.

La concentracion de NO en los dos protocolos fueron diferentes entre los grupos de células
sensibilizadas con LPS (experimentos 1y II: 12.6 + 0.4 y 9.9 = 0.4 nM, respectivamente). En tanto, en
los grupos cuyas células fueron ademas tratadas con las sustancias de ensayo, las cantidades del NO

fueron similaresy no import6 el momento de aplicacion del LPS.
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El extracto EA fue mas efectivo que el extracto EH. EI EA inhibi6 la produccion del NO en 57.0 y 50.9 %
en los protocolos | 'y Il, respectivamente; el extracto EH inhibi6 en 33.6 y 25.0 %. Se debe recordar que
un comportamiento similar de los extractos se observd en el modelo de edema por carragenina.

Por su parte, los triterpenos 1y 2 inhibieron la cantidad de NO por méas del 80 %. Sin embargo, ambos
compuestos disminuyeron notablemente la poblacion celular. Probablemente, el efecto reductor del NO
se atribuye a la escasez de células vivas. También se advirti6 que 1y 2 eran mas activos que el

extracto EH.

El &cido ursdlico y la pristimerina, ambos de naturaleza triterpenoide, ademés de la aminoguanidina y la
indometacina constituyeron el grupo de farmacos de referencia. La indometacina no afecto la cantidad
de NO en ninguno de los protocolos. El &cido ursolico mostrd efectos poco significativos, con
porcentajes de inhibicion de 35.1 y 14.8% en los ensayos |y II, respectivamente. La aminoguanidina
inhibid la liberacion del NO en 75.7 y 62.1 %. Por dltimo, la pristimerina impidié completamente la

produccion de NO, asimismo la viabilidad celular no alcanz6 el 10 %.

En resumen, los acidos 1 y 2 disminuyeron considerablemente la cantidad de NO en macrdfagos

activados, sin embargo, ocasionaron gran muerte celular. Probablemente, & reduccion de la poblacion

de macrofagos contribuye con los efectos antiinflamatorios de los acidos 1y 2.

2.3.2. Actividad de los derivados producidos a partir dely 2

Se ha demostrado que algunos triterpenos poseen efectos opuestos sobre la produccion del NO. For
ejemplo, el acido ursélico puede incrementar la produccion del NO en células en reposo y disminuirlo en
células activadas por LPS (You et al., 2001). El acido deanolico y a-hederina también pueden inducir
per se la produccion del NO (Suh et al., 1998; Jeong y Choi, 2002; Choi et al., 2001; You et al., 2001).
Por lo anterior, se determinaron los efectos de bs triterpenos 1y 2 ylos derivados 3,4, 6,12y 16 en
macrofagos en reposo y activados por LPS. Se eligieron dosis desde 1 nanomolar (nM) hasta 10 nM
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considerando que los &cidos 1y 2 fueron citotoxicos a la dosis de 100 nM. Los resultados se muestran

en el Cuadro 10 (pag. 90). Algunos datos se publicaron en Oviedo-Chavez et al., 2005.

La viabilidad de las células no disminuy6 cuando se trataron solamente con los compuestos de ensayo.
Sin embargo, cuando se trataron con LPS y los derivados 6, 12, 16 y acido ursélico se encontraron
aproximadamente un 20 % de celulas no viables. Por lo anterior, los efectos sobre la produccion del NO

se atribuyeron propiamente a las sustancias administradas.

En la mayoria de los casos, las cantidades de NO fueron superiores en las células estimuladas por LPS
que en las células en reposo. En tanto, en células no sensibilizadas por LPS, los compuestos 1, 2, 3, 6,
12 y 16 con excepcion del dihidroderivado 4 promovieron la produccion de NO, de manera constante y
no dependiente de las dosis. Lo anterior permiti6 suponer que estos triterpenos en pequefias dosis,

pueden inducir la produccién de NO en macr6fagos en reposo.

En las células activadas por LPS, en la dosis de 1 nM el triterpeno 2 presento un nivel de concentracion
de NO (61.8 = 2.7 nM) superior al del grupo que recibid Unicamente LPS (44.7 + 1.8 nM).
Posteriormente, el NO disminuyé conforme aumentaban las dosis. Los demas compuestos mostraron
datos estadisticamente equivalentes al del grupo control, en cualquiera de las dosis de ensayo. Lo
anterior sugirio que, los triterpenos administrados en pequefias dosis no interfieren con la produccion

del NO inducido por LPS.

En resumen, en macrdfagos activados por LPS Unicamente el &cido 2 aumentd la cantidad de NO
(dosis de 1 nM), los deméas compuestos fueron inactivos. En células en reposo, los compuestos 1, 2, 3,

6, 12 y 16 con excepcion del dihidroderivado 4 promoveron la produccion del NO.

2.4. Modelo de produccion de leucotrieno Bs

Con el fin de comprender los mecanismos involucrados en las respuestas biologicas ¢ los compuestos

en estudio se desarrollé un ensayo biolégico méas especifico. Para elegir el estudio adecuado se

tomaron en cuenta las siguientes aportaciones: El acido masticadienolico (3), aislado de Pistacia
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terebinthus, inhibe la enzima 5LO (Giner-Larza et al., 2002); y ademas, en el edema inducido por TPA
el LTBs participa de manera especial (Carlson et al., 1985) Por lo anterior, se establecié el ensayo de
produccion de LTBsen LPMN activados por calcio i6noforo y se determinaron los efectos de los
triterpenos 1y 2, asi como los compuestos 6, 12y 16 (Cuadro 12, pag. 95). Los derivados 6, 12y 16 se

seleccionaron por ser de los compuestos mas activos en el modelo de edema inducido por TPA.

Los &cidos 1y 2 administrados a 31 nM, mostraron valores de produccion relativa de LTBs de 37.7 y

19.5 %. O bien, 62.3 'y 80.5 % de inhibicion, respectivamente.

Sin embargo, en el caso de los derivados 6, 12y 16 se observaron errores estandar mayores del 10 %.
Por lo cual se asumi6 que sus efectos eran imprecisos. Lo anterior no permitio determinar si existia
alguna relacion entre sus actividades en el modelo de edema inducido por TPA y alguna accion sobre la
enzima 5-L0.

Los farmacos de referencia, los acidos ursolico, oleandlico y NDGA mostraron efectos inhibibrios
dependientes de las dosis. El acido NDGA inhibié en un 95 % la produccion del LTB; a la dosis de 10
nM. En tanto, el acido oleandlico fue méas activo que el ursélico. El &cido oleandlico inhibi6 en un 89 %,
aladosis de 31 nM.

2.5. Citotoxicidad enlineas celulares

Se determinaron los efectos citotoxicos del extracto EH, de los triterpenos 1y 2 y de los derivados 3, 4,
56,7, 8,12,16y 21 en 5lineas de cancer humano. Las dosis efectivas medias para el extracto, y los
triterpenos 1, 2,3, 4 y 12 se muestran en el Cuadro 13 (pag. 99) (Oviedo-Chavez et al., 2005). Por otro
lado, en el Cuadro 14 (pag. 100) se presentan Unicamente los porcentajes de inhibicion de crecimiento

celular de los compuestos 5, 6, 7, 8, 16 y 21.

El extracto EH mostro mayor actividad contra las lineas de cancer de mama y de leucemia DEso 7.9 y

84 ny/mL, respectivamente). El triterpeno 1 fue muy efectivo contra el crecimiento de células

cancerosas de mama y de sistema nervioso central (DEso 18.4 y 20.4 nM, respectivamente). Tambien 1
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fue més activo que cualquiera de los derivados en estas dos lineas. Por su parte, el acido 2 inhibio

eficientemente la proliferacion de células de leucemia (DEso 24.2 nM).

En las células tumorales de colon, los derivados 3 (DEs 20.2 nM) y 4 (DEsy 22.9 nmM) mostraron
aproximadamente el doble de efectividad que el precursor 1 (DEso 42.1 nM). El epoxiderivado 12 (DEso
11.2 nM) fue el inico compuesto que mejord ligeramente la actividad del triterpeno 1 (DEso 18.4 nM) en
celulas de cancer de mama. Sn embargo, de todos los compuestos evaluados, 12 fue el menos activo
contra las células de colon, SNC y leucemia. En la linea tumoral de SNC, los derivados 3, 4y 12 no
superaron la actividad mostrada por el acido 1. En tanto, en la linea de cancer de prdstaia, las dosis
efectivas medias de los &cidos 1, 2, 3y 4 fueron semejantes. Por ultimo, en las células de leucemia los
acidos 2y 3 mostraron una actividad superior que cualquiera de los compuestos evaluados (DEso 24.2 y
24.9 nM, respectivamente). También se pudo constatar que los epimeros 2 y 3 mostraron efectos

citotoxicos similares en las 5 lineas de ensayo.

Respecto al acido ursolico, el cual se us6 como farmaco de referencia por sus conocidas propiedades
citotoxicas y antiproliferativas (Chattopadhyay et al., 2002), se observaron resultados similares a los

publicados paralas 5 lineas tumorales (Setzer y Setzer, 2003).

Por otro lado, los compuestos 5, 6, 7, 8, 16 y 21 inhibieron el crecimiento celular de las 5 lineas de
ensayo (Cuadro 14, pag. 100). El dihidroderivado 5 inhibi6 aproximadamente en un 70 % la proliferacion
de las células tumorales de mama y préstata; 65.9 y 55.8 % en las lineas de cancer de colon y SNC, y
39.4 % en las de leucemia. El derivado masticadienoato de metilo (6) no dafi6 las células de cancer de
colon, mama y leucemia, y afecté poco a las de prostata y de SNC. El derivado masticadienolato de
metilo (7) fue sumamente citotoxico, afectd por arriba del 80 % el crecimiento de las células cancerosas
de mama, SNC y leucemia, y alre dedor del 50 % a las células de colon y de préstata. El compuesto 24-
25S-dihidromasticadienoato de metilo @) mostro selectividad por las células tumorales de SNC (100 %
inhibicion), las demas células fueron muy poco afectadas. El epoxiderivado 16 inhibié en un 53.2 % la
proliferacion de las células cancerosas de SNC, menos de 30 % las células de colon, prostata y
leucemia, y fue inactivo contra las de mama. El dihidroderivado 21 fue el méas citotoxico de los derivados

evaluados en esta seccion, su potencia abarco las 5 lineas de ensayo.



V. DISCUSION 135

Por lo anterior, la proliferacion celular de las lineas tumorales se interrumpid, en mayor o menor grado,

por estos derivados; no obstante, cualquiera de ellos afect6 las células de cancer de SNC.

Por otro lado, los efectos opuestos de ciertos triterpenos en la produccion de NO por macrofagos no
activados, se han asociado con sus propiedades citotdxicas y anticancerigenas (Suh et al., 1998; Jeong
y Choi 2002; You et al., 2001; Choi et al., 2001). Tomando en cuenta lo anterior se trataron de explicar
los efectos de citotoxicidad de los triterpenos 1y 2,y los derivados 3, 4,5, 6,7, 8,12, 16 y 21. Se
advirtié que, en las células de cancer de colén, los compuestos 3y 4 fueron mas activos que 1,y en las
células de mama, los efectos fueron inversos. En las demas células tumorales, los compuestos
mostraron respuestas similares. Probablemente, los efectos citotoxicos de 1 y 2, y sus derivados se

relacionen con sus facultades para promover la produccion de NO.

Finalmente, un analisis de los grupos funcionales presentes en los compuestos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,16y
21 llevo a las siguientes distinciones: la presencia de un grupo acido carboxilico no conjugado en la
cadena lateral y un hidroxilo en C-3 les confiere capacidad citotdxica, la cual es reducida cuando, a su
vez, existe un grupo éster metilico conjugado, un carbonilo en G3, 0 un epoxido endociclico. También,
la presencia de un grupo b-hidroxilo en C-3 (compuesto 3) o un enlace simple en C-24/C-25
(compuesto 4) podrian ser importantes para los efectos citotdxicos contra el cancer de colony no contra
las de mama y SNC. Por dltimo, la configuracion del hidroxilo en C-3 no es un factor de selectividad

biologica.

3. ANALISISCRISTALOGRAFICO Y SU RELACION CON LA PLA,

La enzima PLA participa activamente en el proceso de inflamacion promoviendo la liberacion del cido
araquidonico, precursor de mediadores lipidicos importantes. Por otro lado, se ha demostrado que los
acidos 1 y 2 son inhibidores especificos competitivos de la enzima fosfolipasa A (Jain et al., 1995). Al
respecto se indicd que las dimensiones y conformacion moleculares de los triterpenos 1 y 2 son
elementos esenciales en la inhibicion de la PLA. Por lo anterior, fue de interés conocer los datos
estructurales de los derivados analizados por difraccion de rayos X y compararlos con los acidos 1y 2.
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Asi bien, se analizaron los datos de los compuestos 5, 15y 16 (figuras 15, 16 y 17, respectivamente,
Cuadro 18, pag. 136). Considerando que no se determind la actividad antiinflamatoria del epoxiderivado
15, ademas que d alcohol 5 fue poco activo, mientras que 16 fue mucho mas efectivo que 1 en el
modelo del edema inducido por TPA, se analizaron Unicamente los datos de este Ultimo. Se compararon
las dimensiones moleculares de 16y 1. Mientras que las longitudes de la molécula completa y del
ndcleo tetraciclico eran menores en 16, la cadena lateral de 16 era mas larga que en 1. Probablemente,
la presencia del grupo epoxido ocasiond la contraccion del esqueleto triterpenoide, y en la cadena

lateral, la presencia de un grupo éster metilico le conferia mayor longitud en 16 que enel &cido 1.

En vista de que el compuesto 16 no cumplia con las dimensiones estructurales optimas para inhibir la
enzima PLA2, por lo tanto, su accion en el modelo de TPA probablemente no involucraba & PLAx.
Asimismo, tomando en cuenta que los ésteres metilicos de los respectivos acidos 1y 2 no mostraron
actividad contra la PLA; (Jain et al., 1995), los datos de 16 reiteraron la incapacidad e los ésteres

metilicos para inhibir la PLA..

Cuadro 18
Valores de DEsy en el modelo de edema inducido por TPAy las dimensiones estructurales de los
compuestos 1, 5,15y 16

Estructura quimica

Caracteristicas W ’;jig:pvif {f\@p\/\ﬁw {igpvl(coom

DEso (mmolioreja) >2.199 >0.676 0.155
Longitud (A)

Molécula 19.100 18.181 17.511 18.911
NUcleo tetraciclico 11.800 10.402 10.195 9.899
Cadena lateral 7.300 8.465 7.530 9.576
Volumen (A?) 2701.4 (20) 28445 (5) 2817.6(7) 2929.0 (3)

Los datos cristalogréficos de &cido masticadienoico se tomaron de Jain et al, (1995). ND, no determinado. Acido masticadienoico
(1); &cido 24-25S-dihidromasticadienolico (5); lactona del &cido 4-hidroxi- /R-8R-epoxi-3, 4seco-tirucal-24Z-en-26-ico (15); lactona
del 4-hidroxi 7R-8R-epoxi-3, 4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (16).

4, ESTUDIO DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD
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4.1. Analisis compar ativo de potenciales de interaccion

Los valores de DEso obtenidos en el modelo de edema inducido por TPA se destinaron para el anlisis
de relacion estructura-actividad. Mediante el método CoMFA se analizaron los compuestos 2, 3, 4, 6, 7,
9,12,14,16, 21, 24,25, 26, 27y 28.

Los valores de los descriptores espaciales y estructurales de las moléculas analizadas se encuentran
en el Cuadro 15 (pag. 103). A pesar de que se generaron un gran nimero de datos, se observaron las
siguientes caracteristicas. La atencion se centrd en los grupos constituidos por los compuestos mas
activos y los menos efectivos en el modelo de edema inducido por TPA. Dentro de los mas activos se
encuentran los epoxiderivados 12, 16y 26, con valores de logaritmos de 1/DEso de 6.82, 6.81 y 6.83,
respectivamente. Mientras que, los compuestos 2, 9y 14 constituyeron el conjunto de menor actividad
(Log de 1/DEso de 5.76, 5.75 'y 5. 77, respectivamente).

Los epoxiderivados 12, 16 y 26 poseian los valores de los orbitales moleculares HOMO (orbital de
enlace) y LUMO (orbital de antienlace) mas bajos que los demas compuestos. Por ejemplo, el derivado
26 presentd - 10.039 y - 0.014 eV de HOMO y LUMO, respectivamente. También se observé que
exhibian los niveles de electronegatividad mas altos; los valores respectivos fueron 5.02, 5.03 y 5.03
para 12, 16 y 26. Asimismo, estos derivados exhibian bajos indices de lipofilicidad (7.23, 6.07 y 6.48,
respectivamente). También, los derivados 16 y 26 presentaron dipolos moleculares altos: 6.33 y 4.57,

respectivamente.

Por su parte, los derivados menos activos 2, 9y 14 poseian altas energias de HOMO (- 9.135, - 9.130 'y
- 9.247, respectivamente) y bajos valores de electronegatividad (4.58, 3.97 y 4.63, respectivamente). No

se observo alguna tendencia en los demés descriptores.

Por lo anterior, los derivados 12, 16 y 26 poseian los valores de orbitales moleculares HOMO y LUMO
méas bajos, y ademas, altos niveles de electronegatividad y dipolos moleculares. Contrariamente, los
derivados 2, 9 y 14 poseian altas energias de HOMO y bajos indices de electronegatividad.
Probablemente la efectividad de los derivados se relacione con sus propiedades nucleofilicas; en tanto
que, la electrofilicidad se asociaria con una deficiencia en la actividad antiinflamatoria. Por lo tanto, es
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factible que las moléculas menos activas se desempefien como electréfilos, y las mas activas como
nucledfilos. En consecuencia, se sugiere que los probables sitios de accion de los triterpenos mas

activos serian porciones con escasa densidad electronica.

Por otro lado, la matriz de correlacion entre las DEso y los parametros fisicoquimicos (Cuadro 16, pag.
103) sefialé una mayor relacion entre la energia del orbital de enlace HOMO y la electronegatividad con
la actividad hioldgica = - 0.522 y 0524, respectivamente). Considerando que estas caracteristicas
electronicas se podrian relacionar con la actividad, se reitera que las propiedade s nucleofilicas de las

moléculas se vincularian con la efectividad bioldgica.

Las técnicas de validacion cruzada y no validacion permitieron conocer la predecibilidad y linealidad del
sistema, respectivamente. Los resultados (Cuadro 17, pag. 104) sefialaron una buena linealidad (2 =
0.648), pero una mala prediccion (Q2= - 0.244). De ahi que, el modelo generado es incapaz de predecir
la actividad de algin compuesto analogo (no sintetizado). También, se reincidio en que las propiedades
electronicas se relacionan mejor con la actividad biol6gica, puesto que los factores estéricos y

electrénicos correspondieron con valores aproximados a 0.3y 0.7 de contribucion con la actividad.

También se aplicd una rutina de COMSIA (analisis comparativo de indice de similitud molecular), la cual
asume que las propiedades estéricas, electrostaticas, hidrofdbicas, y de donacion o aceptacion de
puentes de hidrégeno con el ligando explicar sus capacidades de unién con un receptor. Los resultados

no mejoraron enla linealidad y predecibilidad del modelo (datos no mostrados).

Por ultimo, bs poliedros coloreados resultantes en cada mapa sefialaron las regiones donde las
diferencias de actividad observadas se encontraban mas relacionadas con las propiedades estéricas o
electrostaticas, los cuales se siponen como sitios de interaccion potencial. Esos lugares de union
corresponderian con los espacios donde un atomo perteneciente a un grupo funcional del ligando puede

establecerinteracciones favorables con algln receptor.

A pesar de que los campos se generaron para el cimulo de moléculas alineadas, se analizaron
Unicamente los observados en el compuesto 12, el cual fue muy activo en el modelo de edema inducido

por TPA. Asi, los campos estéricos (figura 25 pag. y 43 A) sugirieron que & presencia de algun
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sustituyente voluminoso en la posicidon 31 incrementaria la actividad. Sin embargo, los derivados 10y
25 con un residuo de etilo terminal, presentaron actividades bajas. Probablemente, el grupo etilo no
contribuia con el volumen suficiente para cubrir la zona estérica; por lo tanto, probablemente el residuo
(voluminoso) debe ser mas grande que un grupo etilo. Por su parte, bs campos electronicos en 12
(figuras 25 pag. 105 y 43 B) advirtieron que la presencia de sustituyentes electropositivos en C-27'y
electronegativos en G3 favorecerian la actividad biologica. Por lo anterior, el compuesto 12 funcionaria
como molécula cabeza de serie, a partir de la cual y considerando los resultados obtenidos en esta

investigacion, se podrian desarrollar (en un futuro) nuevas moléculas antiinflamatorias.

\ssnnunnnr)
\vanannns

Figura 43
Representacion gréfica de los contornos de interacciones estérica (A) y electrostatica (B) de 3

0X0-7R-8R-epoxi -tirucal-24Z-en-26-ato de metilo (12)

Los campos estéricos que favorecen EEH) y no favorecen EB)) la actividad; campos de carga electropositiva ()
electronegativa (==1) que contribuyen con la actividad.
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A continuacion se presentan las principales contribuciones de la presente investigacion.

1. El estudio de cristalografia de rayos X proporciona las estructuras tridimensionales con
estereoquimica y configuracionesabsolutas de los derivados 5, 15y 16: EI compuesto 5 presenta
un centro S en la posicion 25, y los compuestos 15y 16 muestran una lactona de 7 miembros en

el anillo A'y un a-epoxido en el anillo B.

2. En algunas reacciones quimicas se suscitan reacciones adicionales, como la isomerizacion del
doble enlace en C-7 / C-8 en los compuestos 10, 11y 24 hacia los carbonos 8 y 9; la formacion de
una lactona en el anillo A de los productos 15 y 16; yla obtencion de la doble ligadura D425 con

configuracion E en los acetatos 17y 28.

3. La evaluacion invivo de la actividad antiinflamatoria de los extractos acuoso (EA) y hexanico (EH)
de A. adstringens y de los &cidos 1 y 2 sustenta el uso popular de la especie como remedio

antiinflamatorio.

4. La evaluacion in vitro de la actividad citotxica sobre diferentes lineas de cancer humano del

extracto EHy de los &cidos1 y 2 apoya, en parte, uso etnoboténico antitumoral de la especie.

5. Losextractos EHy EA se comportaron de forma opuesta en los dos modelos de inflamacion in vivo,
Se presume que la diferente composicion quimica de ambos extractos es el factor que determina

los efectos observados, y probablemente sus acciones sobre ciertos mecanismos en la inflamacion.

6. En el modelo de edema inducido por TPA los compuestos més activos son 16 (DEso 0.155
nmolbreja), 12 (DEsp 0.152 nmol/orejay 26 (DEs 0.149 nmol/oreja). Considerando en los grupos
funcionales presentes estos compuestos se advierte que, la presencia de un grupo epéxido entre
los carbonos C-7 y C-8, una lactona de 7 miembros en el anillo A, un grupo carbonilo o un alcohol
con configuracion a en el G3, y wn sustituyente éster metilico a,b-insaturado en la cadena lateral

confieren una importante actividad antiinflamatoria.



V1. CONCLUSIONES 142

10.

11.

12.

13.

La actividad antiinflamatoria es minima cuando existe un éster etilico y un sistema conjugado con

configuracion E en la cadena lateral, ademas una doble ligadura entre los anillos By C.

B estudio ce relacion estructura-actividad sugiere que la efectividad de los epoxiderivados 12, 16
y 26 se relaciona con sus propiedades nucleofilicas, por lo que, es probable que los sitios de
accion de estos triterpenos consistan en porciones con escasa densidad electronica. Por el
contrario, la bajaactividad se asocia con la electrofilicidad de las molécuas.

B compuesto 12 se propone como una nueva molécula cabeza de serie a partir de la cual se
podrian desarrollar nuevas moléculas antiinflamatorias. Las modificaciones propuestas para
incrementar la actividad son adicionar un sustituyente voluminoso en C-31, grupos electropositivos

en C-27 y electronegativos en C-3.

B grupo éster metilico terminal y el enlace simple en C-24 / C-25 no contribuyen con la actividad
en el modelo de edema inducido por carragenina. Considerando que la carragenina actia
principalmente a través de la enzima COX, es factible que los triterpenos 1, 2y 3 interfieren con la

enzima. Por el contrario, probablemente los derivados 6, 7 y21 no actuan sobre la COX.

Los &cidos 1y 2 reducen considerablemente la produccion de NO en macréfagos activados por
LPS, sin embargo, ocasionan gran muerte celular. Aunque, los efectos de estos &cidos contra el
NO son reflejo de sus toxicidades, probablemente, & reduccién de la poblacién de macréfagos
contribuye con los efectos antiinflamatorios de los &cidos 1 y 2.

Las efectivas respuestas de los derivados 6, 12y 16 en el modelo de edema inducido por TPA no
se asocian con alguna accion sobre la enzima 5ipoxigenasa, ya que los compuestos mostraron

datos imprecisos en el ensayo de produccion de LTBs en LPMN activados.

Se demostraron los efectos de citotoxicidad en 5 lineas celulares de cancer humano de los
triterpenos 1 y 2, y los derivados 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 16 y 21. Probablemente, los efectos
observados se relacionan con sus habilidades para promover la produccion del NO.
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14. H andlisis de los grupos funcionales presentes en los compuestos evaluados en d ensayo de
citotoxicidad descubrelo siguiente: la presencia de un grupo acido carboxilico no conjugado en la
cadena lateral y un hidroxilo en C-3 confieren capacidad citotdxica. Por el contrario, la presencia
de un grupo éster metilico conjugado, un carbonilo en C-3, 0 un epoxido endociclico se relaciona

con una baja actividad

15. H compuesto 16 no semeja las dimensiones estructurales dptimas de los &cidos 1y 2 propuestas

por Jain (1995) para inhibir la enzima PLAg, Por lo tanto, la eficiencia de 16 en el modelo de TPA

no involucra alguna accion sobre esta enzima.

16. La importancia de los resultados obtenidos en esta investigacion se encuentra en los siguientes

articulos.

Principles of the bark of Amphipterygium adstringens (Julianaceae) with anti-inflammatory activity.
Oviedo-Chavez, I., Ramirez-Apan, T., Soto-Hernandez, M., MartinezVazquez, M. Phytomedicine. 11:
436-445, 2004.

Cytotoxic activity and effect on nitric oxide production of tirucallane-type triterpenes.Oviedo-Chéavez, .,

Ramirez-Apan, T., Martinez-Vazquez, M. Journal of Pharmacy and Pharmacology. 57: 1087-1091,
2005.
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MODIFICACIONES QUIMICASDEL ACIDO MASTICADIENOICO (1)

COOH
—a>
78 %
b
55 %
XCOOH
a C
-— 1 —_—
86 % 98 %
g C a \ b
86 % 44 % 66 % 45 %

a: NaBHs, MeOH/H.O; b: H,, Pd/C, AcOEt c: CH.N,, ELO; d: EtOH, H; e: mCPBA, CH.CL/NaHCQO;; f: CH3COsH, AcOEt 0
CH:Cl/NaHCO3 0 Na,COs; g: Ac0, piridina; h: NH,OHHCI, AcONa/MeOH o piridina; i: CDCk.
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Continuacién modificaciones quimicasde 1

X COOEt

11
a c,e f
67 % 47 % 20%
A X COOEt
- 4d 1 €.
91 % 9%
o)
10
c,f h c, h
36 % 55 % 719

~COOH

E\E/l(COOMe

20

a: NaBH:, MeOH/H.O; b: Hy, Pd/C, AcOEt c. CH.N,, EtO; d: EtOH, H; e: mCPBA, CH.CL,/NaHCO;; f: CH;CO4H, AcOEt o
CH:Cl,/NaHCO3 0 Na;COs; g: Ac,0, piridina; h: NH,OHHCI, AcONa/MeOH o piridina; i: CDCk.
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MODIFICACIONES QUIMICASDEL ACIDO 3-EPIMASTICADIENOLICO (2)

E\E/W\H;(COOMe

27a

a: Hy, Pd/C, AcOEt; b: CH:N2, CH.Cl, 0 ELO; c: EtOH, H;, d: m-CPBA, MeOH/CH:Cl;; e: CH;COH, CH.CL/NaHCG;; f: Ac.0,
piridina; g: CDCk.
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Compuesto Estructura quimica Férmula  Peso pf (°C)
quimica  férmula

Acido masticadienoico (1) CaoHs0s  454.68 164-172

Acido 3-epimasticadienolico (2) CaHas03  456.70 142-150

Acido masticadienolico (3) CaHag03  456.70 160-170

Acido 24-255-dihidromasticadienoico
(4)

CsoHas03  456.70 140-142

Acido 24-25S-dihidromasticadienolico
(5)

CsoHs003  458.72 170-178

Masticadienoato de metilo (6) CaiHisOs  468.71 120-122

Masticadienolato de metilo (7) CaiHs00s  470.73 98-108

24-258-dihidromasticadienoato de H CaiHsoOs  470.73 67-74
metilo (8)

24-25S-dihidromasticadienolato de : H CaiHs203  472.74 ND
i I : COOMe ,
metilo (9) (acete)
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Isomasticadienoato de etilo (10) CaHs00s  482.74 ND

Z X\ COOEt .

(aceite)
o)
Isomasticadienolato de etilo (11) CaHs:03  484.75 75-80
xCOOEt

3-0x0-7R-8R-epoxi- tirucal- 24Z-en-26- CaiHssO4 48471 106-112
ato de metilo (12)
Acido 3-0x0-7R-8R-epoxi- tirucal- 24Z- CaoHss0s  470.68 100-110
en-26-ico (13)
3S-hidroxi7R-8R-epoxi-tirucal 24Z- CaiHs004  486.73 68-78
en-26-ato de metilo (14)
3S-hidroxttirucala7Z, 92, 24Z-trien- CaiHs03  468.71 ND
26-ato de metilo (14a)
Lactona de &cido 4-hidroxi 7R-8R- CaoHs0s  486.68 116-122
epoxt 3, 4-seco-tirucal24Z-en-26-ico
(15)
Lactona de 4-hidroxi-7R-8R-epoxi-3, CaiHaOs  500.71 144-150
4-seco-tirucal-24Z-en-26-ato de metilo N CooMe
(16)
Lactona de 4, 7R-dihidroxi-3, 4-seco- CaiHs0s  500.71 ND

tirucala-8Z, 24Z-dien-26-ato de metilo
(16a)
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Acido 3b-acetoxitirucala-7E, 24E- CaHs00s  498.74 170172
dien-26-ico (17)
3b-acetoxktirucala-7E, 24Z-dien-26- CaHs20s  512.76 56-64
ato de metilo (18)
Acido 3-hidroxiimino-masticadienoico CaoH4a7NO3  469.70 85-90
(19)
3-hidroxiimino-masticadienoato de : 3 Ca1HsoNO3s  483.73 126-128
. i A COOMe
metilo (20)
Acido 24-25S-dihidro-3- CaoHs003  458.72 100-110
epimasticadienolico (21)
3-epimasticadienolato de metilo (22) : 1 CaHs003  470.73 ND
A S\COOMe .
(aceite)
24-25S-dihidro- 3-epimasticadienolato - % H CaiHs203 47274 ND
. A :_COOMe :
de metilo (23) (aceite)
3-epiisomasticadienolato de etilo (24) Cs2Hs203  484.75 111-114
COOEt
24-25S-dihidro- 3-epimasticadienolato H Cs2Hs4s03  486.77 ND
de etilo (25) - COOH (aceite)
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Acido 3R-hidroxi-7R-8R-epoxitiruca CaoHag0s  472.70 128-132
24Z-en-26-ico (26)

3R-hidroxi- 7R-8R-epoxktirucal-24Z- oom CaiHs004  486.73 68-72
en-26-ato de metilo (27) €

3R-hidroxitirucala-7Z, 92, 24Z-trien- CsiHs03  468.71 ND
26-ato de metilo (27a)

Acido 3a -acetoxktirucala-7E, 24E- CaHsoOs 49874 120-122

dien-26-ico (28)

ND = no determinado.
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Abstract

Despite the fact that Amphipterygium adstringens (usually known as “‘cuachalalate”) is used intensively in traditional
medicine throughout México, there are, to our knowledge, no previous studies concerning the actual therapeutic, anti-
inflammatory properties of this species. This lack of data prompted us to evaluate the aqueous (AE) and hexane (HE)
extracts from A. adstringens in two models of acute inflammation: 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-
induced ear edema and carrageenan-induced paw edema.

The results showed that HE possesses dose-dependent activity, while AE showed no anti-inflammatory effect on
TPA-induced edema.

Reverse effects were found in the carrageenan test, wherein AE showed a 73.5% of inhibition of edema, while HE
showed only a 14.4% activity at 100 mg/kg body weight. These results could indicate that AE and HE possess different
anti-inflammatory mechanisms of action.

On the other hand, it is known that masticadienonic (1) and 3o-hydroxymasticadienonic (2) acids are the main
constituents of the organic extract of A. adstringens bark. Because of this knowledge, we tested 1 and 2 in the same
experimental models. The results showed that 2 possesses a dose-dependent effect, while 1 does not show a dose-
dependent response in TPA-induced edema. In carrageenan-induced edema tests, both 1 and 2 showed almost the same
activity (approximately 44% inhibition at 100 mg/kg body weight).

In order to determine whether the anti-inflammatory activities of AE, HE, 1 and 2 are involved in the alteration of
inducible nitric oxide synthase (iINOS) activity, we evaluated these substances by examining nitric oxide generation in
lipopolysaccharide (LPS)-activated peritoneal macrophages. The results showed that 1 presented the highest activity
(93.3%), followed by 2 (86.5%), while AE (57%) and HE (33.6%) showed the lowest. In the cytotoxic MTT assay,
however only 1 and 2 showed any activity whatsoever.
© 2004 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: Amphipterygium adstringens; Anti-inflammatory activity; Masticadienonic acid; 3o-hydroxymasticadienonic acid;
Inducible nitric oxide synthase

Introduction

Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht (syn

*Corresponding author. Tel.: +56224403; fax: +56162203. Juliania adslrzngezqs, Family Jlihanaceae) is a medicinal
E-mail address: marvaz@servidor.unam.mx tree known as “cuachalalate” (Standley, 1961; Rze-
(M. Martinez-Vazquez). dowski, 1978; Pennington and Sarukhan, 1968). This

0944-7113/$ - see front matter © 2004 Elsevier GmbH. All rights reserved.
doi:10.1016/j.phymed.2003.05.003
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plant-tree is usually used for the treatment of chole-
lithiasis, fevers, fresh wounds, hypercholesterolemia,
gastritis, gastric ulcers, gastrointestinal cancer and
various inflammatory conditions (Olivera et al., 1999).
Pharmacological studies on this species have shown that
the methanol and hexane extracts presented anti-ulcer
and hypocholesterolemic activities, respectively (Navar-
rete et al., 1998; Mata et al., 1991).

Previous chemical studies on this plant have revealed
the presence of masticadienonic (Soriano-Garcia et al.,
1987), instipolinacic (Dominguez et al., 1983), cuacha-
lalic (Watson et al., 1987), 3-epi-hydroxymasticadieno-
nic, 3ea-hydroxymasticadienonic, epi-oleanolic and
isomas-ticadienonic acids, f-sitosterol and three alkyl
anacardic acids (Navarrete et al., 1989).

The masticadienonic (1) and 3a-hydroxymasticadie-
nonic (2) acids (Fig. 1) are the principal constituents of
the bark of A. adstringens. Both compounds are
tirucallane-type triterpenes. Acids 1 and 2 have also

Fig. 1. Compounds from the bark of A. adstringens.

(2)

437

been isolated from Schinus terebinthifolius and Pistacia
terebinthus, showing an anti-PLA, activity (Jain et al.,
1995; Rios et al.,, 2002). Furthermore, it has been
suggested that there is a direct interaction between the
active site region of PLA, and the carboxylic residue of
the triterpene acids (Jain et al., 1995). It has also been
reported that 1 and 2 were able to reduce the magnitude
of the inflammatory processes in TPA chronic tests.
Furthermore, compound 2 suppressed completely the
production of leukotriene B4 (LTBy4) from polymorpho-
nuclear leukocytes cells (PMNL) at 100 uM (Rios et al.,
2002). This evidence suggests that the anti-inflammatory
activities of 1 and 2 likely depend on their ability to
prevent the production of some pro-inflammatory
mediators.

In spite of the intensive studies of the biological
activities of 1 and 2, to our knowledge, there are no
reports concerning the actual anti-inflammatory activ-
ities of A. adstringens. This lack of data prompted us to

H

-

I-masticadienonic acid; 2 = 3a-hydroxymasticadienonic acid.
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evaluate the aqueous (AE) and hexane (HE) extracts of
A. adstringens in the TPA and carrageenan inflamma-
tory acute models. The results showed that only HE was
active in the TPA test. The opposite was true for the
carrageenan model, wherein AE was the most active. In
order to determine whether 1 and 2 could account for
the anti-inflammatory activity of the extracts, they were
tested in the same experimental models. Finally, AE,
HE, 1 and 2 were evaluated by means of nitric oxide
generation in lipopolysaccharide (LPS)-activated peri-
toneal macrophages.

Materials and methods
General

The melting points (uncorrected) were determined on
a Fisher—Johns apparatus. HPLC analysis was carried
out in a Waters Model Delta Prep 4000 chromatograph,
coupled with an absorbance detector UV Waters model
486 and equipped with a C-18 silica column (Pegasil
ODS column, 15cm x 4.6mm 1. D., Senshu Scientific
Co.). IR spectra were recorded as KBr pellets on a
Nicolet spectrophotometer model Magna 750. Mass
spectra were recorded at 70eV on a Jeol JMS-
AXS505HA mass spectrometer. NMR spectra were
measured using Varian-Gemini 200 and Varian VXR-
300 ("H, 200 or 300 MHz; '*C, 75.4 MHz) spectrometers
in CDCl; and DMSO-dg with TMS as internal standard.

Plant material

The bark of A. adstringens was obtained from
Barranca Honda (Tlaltizapan, Morelos, Mexico) in
1997. A voucher specimen has been deposited in the
Especialidad de Botanica del Colegio de Postgraduados
(Texcoco, México) under register number 1531. The air-
dried plant material was pulverized.

Preparation of extracts

Aqueous extract: 10 g of powdered, air-dried bark was
extracted with 90ml of boiling water, then cooled,
filtered and lyophilized. The process yielded 1.44g
(14.4% w/w) of a reddish-brown solid material. Hexane
extract. Two hundred grams of the bark were extracted
exhaustively with hexane (31) for 12h at room
temperature. Evaporation of the solvent in vacuo
afforded an oily residue (12 g).

Fractionation of organic extract

The organic residue (12 g) was adsorbed onto 100 g of
Si-gel (Silica gel G60, 70-230 mesh, Merck) and applied

to a column of Si-gel. A gradient of hexane-EtOAc was
used to elute the column, collecting 120 fractions of
200 ml each. Fractions showing similar TLC data were
combined, affording five pools (F1-F5): F1 (0.5g,
fractions 1-9, eluted with hexane); F2 (1.2 g, fractions
10-38, eluted with hexane-EtOAc 9:1); F3 (0.8¢g,
fractions 39-45, eluted with hexane-EtOAc 8:2); F4
(0.6 g, fractions 46-79, eluted with hexane-EtOAc 7:3);
and F5 (2.9g, fractions 80-120, eluted with hexane-
EtOAc 1:1 and EtOAc). Masticadienonic acid (1)
(0.98 g, 0.49%); was isolated from F2, and 3a-hydro-
xymasticadienonic acid (2) (0.43 g, 0.215%) from F4.

The structures of the compounds (see Fig. 1) were
established by comparing spectral and physical data
obtained with those reported in the literature (Barton
and Seoane, 1956; Soriano-Garcia et al., 1987; Navar-
rete et al., 1989; Papageorgiou et al., 1997). The purity
of 1 and 2 were determined by HPLC analysis, under the
following conditions: acetonitrile: water (80: 20) as
mobile phase, flow rate 1 ml/min, 24 min, UV 220 nm.

Copies of the original spectra and chromatograms are
obtainable from the corresponding author.

Animals

Male Wistar rats and male CD-1 mice, weighing 150—
200 g and 20-25 g each, respectively, were used. Instituto
de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autéonoma
de México provided the experimental animals. All
animals were held under standard laboratory conditions
in the animal house (temperature 27+ 1°C) with 12/12
light-dark cycle. They were fed laboratory diet and
water ad libitum. All experiments were carried out using
4-8 animals per group.

Drugs and dosage

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), carra-
geenan (carrageenan kappa-type III), indomethacin and
LPS (Escherichia coli, Serotype 055:B5) were obtained
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Phosphate buffered-saline (PBS), Dulbecco’s modified
essential medium (DMEM) and fetal bovine serum
(FBS) were obtained from GIBCO (Grand Island, NY,
USA). Brewer thioglycollate medium was obtained from
DIFCO. All other reagents were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The reference
triterpenes ursolic acid (UA) and pristimerin (P) were
isolated from Mortonia diffusa and Hippocratea excelsa,
respectively. The test substances (AE, HE, 1 and 2),
reference triterpenes (UA and P), and reference drugs
(indomethacin, I, or aminoguanidine, AG) were tested in
the following assays.
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TPA-induced edema model

Effects of the test substances on TPA-induced ear
edema in mice were studied as described by De Young
et al. (1989), with slight modifications. The substances,
applied topically, were administered from 0.031-1.0 mg/
ear. Oral doses of 3.1-100mg/kg were used for AE.
Different solvents were used to dissolve the substances
(see Table 1).

A solution of TPA (2.5ug) in EtOH (10pul) was
applied topically to both faces (5ul each face) of the
right ear of the mice, 10 min after the test substances
were applied (10pl each face). The left ear received

ethanol (10 pl) first, and 20 ul of the respective solvent
subsequently.

Four hours later the mice were killed by cervical
dislocation. A 7-mm-diameter plug was removed from
each ear. The swelling was assessed as the difference in
weight between right and left ear plugs (Carlson et al.,
1985). Inhibition of edema (EI, %) was calculated by the
equation:

EI(%) = 100 — [B x 100/A]

with 4 =edema induced by TPA alone, and B=edema
induced by TPA plus sample.

Table 1. Effect of AE, HE, and compounds 1 and 2 in the TPA-induced Edema Model

Groups Dose (mg/ear) Weight of ears (mg) EI (%) EDs, (mg/ear) value
TPA +0.85% saline solutionAE" — 13.73+0.25 —
3.1 12.8041.68 6.74 ND
10.0 13.564+0.58 1.20
31.0 13.56+0.71 1.20
100.0 13.654+0.44 0.55
TPA + EtOH HE - 14.19+0.22 -
0.031 11.6040.72 18.2 EDso> 1.0
0.10 10.57+0.75** 25.5%*
0.31 9.0940.71** 36.0™*
1.00 7.2140.65%* 49.1%**
TPA + EtOH: acetonitrile (1:1) 1
— 14.904+0.35 —
0.031 13.90+0.43 6.7 ND
0.10 12.75+0.25 14.4
0.31 9.52+1.25™* 36.1%*
1.00 11.56+0.58** 20.4™*
TPA + EtOH: acetone (1:1) 2 — 14.55+0.35 —
0.031 11.9340.92 18.0 EDsy=0.748
0.10 10.48+0.49* 28.0™* r=0.993
0.31 9.23+1.22** 36.6™*
1.00 6.454+0.80%* 55.7%*
TPA + DMSO: EtOH (7.2: 92.8) UA — 13.2940.58 —
0.01 12.344+0.18 7.1 EDsy>1.0
0.031 11.93+0.35 10.2
0.1 8.5440.69** 35.7%*
0.31 7.514+1.05%* 43.4**
TPA + EtOH: acetone (1:1) I — 14.55+0.35 —
0.031 11.484+0.23 21.1 EDs,=0.211
0.10 10.15+0.65** 30.2%* r=0.999
0.31 6.184+1.67** 57.6**
1.00 5.23+0.62%* 64.1"*

The weight of ears was presented as mean+ SEM (standard error of mean) of 4-8 mice. Edema inhibition (EI, %) was calculated from the drug-
treated group with reference to the TPA group. The effective dose 50 EDsq value is shown with its corresponding correlation coefficient (r).
AE=aqueous extract, HE=hexane extract, 1 =masticadienonic acid, 2= 3a-hydroxymasticadienonic acid, UA =ursolic acid, I=indomethacin,

ND =no determination.
2Dose mg/kg. *P<0.05, **P<0.01.
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Data were expressed as the mean+SEM of 4-8 mice.
The effective dose 50 (EDsq) values were estimated from
non-linear regression equations calculated with signifi-
cant data. The coefficient of correlation (r) was figured
to show association of dose and response.

Carrageenan-induced edema model

The effects of AE, EH, 1 and 2 on rat paw edema
induced by carrageenan were studied as described by
Winter et al. (1962), with particular changes. The
substances were tested at 31 and 100mg/kg. The
solutions A (Tween 0.1%: methyl cellulose 0.5%, 1:3),
and B (NaHCO; 0.5% in water) were prepared. Test
substances were dissolved in DMSO/solution A (1:9).
Indomethacin (in solution B/solution A, 1:9) was tested
at 7.5-mg/kg dose.

Before any treatment, the average volume (of 3 or 4
measurements) of the right paw of each animal was
determined (Vo, basal volume) using a plethysmometer
(Plethysmometer 7150, Ugo Basile). Immediately after,
the test substances were administered by means of
intraperitoneal injection (i.p.). The control group
received only the corresponding vehicle.

Sixty minutes later, paw edema was induced by
subcutaneous injection of 0.1 ml carrageenan (0.1%)
into the plantar surface of the right hind paw of all
animals. The paw volume was measured 1, 3 and 5h
after the injection. These individual records allowed
quantification of the average volume for each group (V)
and then for the variation of edema, by comparison with
the average volume obtained for each group before any
treatment (V).

Since the time course of the effect was followed, it was
possible to use the cumulative anti-inflammatory effect
during the whole observation period as the area under
the curve (AUC). Because the AUC curve represents the
integrated anti-inflammatory effect (variation of edema)
during the observation period, it then includes both the
maximal response and the duration of action. The AUC
relating variation of edema to time was obtained using
the trapezoidal rule (Tallarida and Murray, 1981). Total
inhibition (TI, %) was obtained for each group and at
each record, wusing the following ratio: TI
(%) =[AUCcontrol—AUCtreat] x 100/AUCcontrol.
Data were expressed as mean +standard error of mean
(SEM) or as percentages.

Determination of NO concentration

Isolation and culture of murine peritoneal macro-
phages: The LPS-activated macrophages were obtained
as described by Fushiya et al. (1998). Briefly, CD-1 mice
were injected with Brewer thioglycollate medium (3% in
Iml, ip). Three days later, peritoneal exudate cells

(PEC) were washed out using DMEM (culture medium
supplemented with 50 pg/ml penicillin, 50 U/ml strepto-
mycin and 5% FBS) administered through the anterior
abdominal wall. After the addition of PEC suspended in
DMEM at 1 x 10° cells/well, the product was incubated
for 2h in 24-well tissue culture plates (Becton Dick-
inson, Oxnard, CA, USA) in a 5% CO, incubator. Non-
adherent cells were gently washed out twice with fresh
medium.

Adherent cells (more than 95% macrophages) were
cultured with the same medium containing 10 pg/ml LPS
in the absence or presence of the test compounds or
extracts, for 24 h.

We used two protocols. In protocol I, the test
substances were incubated simultaneously with LPS,
while in the protocol II, the test substances were added
4 h before LPS.

HE, 1 and 2 were dissolved as stock solution (100 x )
in EtOH. The final concentration of EtOH in the cell
culture supernatant was <0.1%, a concentration that
did not interfere with the test system. Other substances
were dissolved in water. The substances were tested at
100 uM. UA and P were evaluated at 10 uM and 0.5 uM,
respectively.

Nitrite production in activated peritoneal macrophages:
Nitrite accumulation was used as an indicator of NO
production in the medium and was studied by means of
the Griess reaction (Dirsch et al., 1998). In order to
measure the amount of nitrite, 100 pl of culture super-
natants (LPS-activated cells with or without test
substances) were mixed with 100 ul of Griess reagent
[1% sulfanilamide in 5% H3PO4/0.1% N-(1-naphthyl)-
ethylenediamine dihydrochloride in water] in a 96-well
plate. After the chromophore was formed at room
temperature for 10 min, absorbance was determined at
515nm using an Ultra Microplate Reader (El, 808, BIO-
TEK Instruments, Inc). Nitrite concentrations in the
supernatants were determined by comparison with a
sodium nitrite standard curve (Fig. 2). The experiments
were performed at last three times in triplicate. Results
were expressed in absolute absorbance readings. A
decrease of absorbance indicates a reduction in nitrite
accumulation. The inhibition of nitrite production (I,
%) was calculated using the equation: I (%)=100—
[B x 100/A], with 4 = nitrite concentration (LM) by LPS
alone, and B=nitrite concentration (uM) by LPS plus
sample.

Cellular viability/MTT assay

Cell respiration, an indicator of cell viability, was
determined by modified MTT colorimetric assay (Moss-
man, 1983). This assay is based on the reduction of the
yellow-colored, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma, St. Louis,



1. Oviedo-Chavez et al. / Phytomedicine 11 (2004) 436-445 441

=
LR r
A
100 - sa b d
- C Es
:é\ B
< 80
2
‘E 60 - wk
=
(=]
:E L
F 4 e
20
0 T T T T T T T
L AG AFE HE 1 2 UA P

Fig. 2. Inhibition of nitric accumulation (%) in lipopolysaccharide-stimulated macrophages. Bar represent % inhibition of nitrite
production (mean+SEM) of at least three individual experiments, performed in triplicate. [J Protocol I: the substance were
incubulated simultaneously with LPS. Protocol I LPS were added 4 h after the application of the substances. a—f: Cytotoxics
effects were observed. a=94.5%, b=99.2%, ¢=82.6%, d=92.2%, e=91.6% and £=92.3% of cytotoxicity in LPS-activated
peritoneal macrophages. I =indomethacin; AG=aminoguanidine; AE =aqueous extracted; HE =hexane extract; 1=masticadie-
nonic acid; 2 =3a-hydroxymasticadienonic acid; UA =ursolic acid; P = pristimerin.*P<0.05, **P<0.01.

Missouri, USA) by mitochondrial dehydrogenases of
metabolically active cells, to a blue formazan, which can
be measured spectrophotometrically. Briefly, after 24-h
incubation with test substances, MTT (10 pl, 5mg/ml in
PBS) solution was added to the wells. After 4 h culture,
the colored metabolite (formazan) was dissolved in
DMSO and measured using an Ultra Microplate Reader
(Ely 808, BIO-TEK Instruments, Inc.), with a test
wavelength of 515nm and a reference wavelength of
690 nm. Results are expressed as absolute absorbance
readings and a decrease of absorbance indicates a
reduction in cell viability. Data are expressed as
cytotoxicity (%).

Statistics

The one-way analysis of variance (ANOVA) and
Dunnett’s ¢ or Tukey—Kramer HSD-tests were used to
compare several groups with a control. Values of
P<0.05(*) or P<0.01 (**) were considered significant.

Results
TPA-induced edema model

The evaluation of the acute anti-inflammatory activity
of extracts and triterpenes of A. adstringens was
performed in the model of mouse ear edema induced
by TPA (see Table 1).

Due to the difficulty involved in applying AE
topically, it was orally administrated. Nevertheless, AE
was not active in this assay.

On the other hand, HE attenuated TPA-induced
edema dose dependently. In the highest dose, however, it
only showed 49.1% inhibition; therefore, the ED5, value
was >1.0mg/ear.

The anti-inflammatory activity of 1 was not dose
dependent, while 2 showed a dose-dependent effect
(EDsq value of 0.748 mg/ear, r = 0.993); 1, 2 and HE
presented a profile similar to anti-inflammatory agents
at between 0.031 and 0.31 mg/ear dose (Table 1).

It is known that UA (EDs, value of >1.0 mg/ear)
inhibits TPA-induced edema (Recio et al., 1995); thus, it
was used as positive control. The activity of this
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triterpene showed dose dependency; however; it was less
active than 2. Indomethacin showed a dose-dependent
activity at 64.1% maximum inhibition and an EDs,
value of 0.211 mg/ear (r = 0.999).

Carrageenan-induced edema model (Table 2)

AE was the most effective drug of all substances
tested. At the 31-mg/kg dose and 5h after the injection
of carrageenan, AE showed 82.1% inhibition, and a
similar value (82.6%) was achieved at the 100 mg/kg
dose 3 h after carrageenan treatment. At both doses, AE
presented similar values of inhibition of total edema
(area under time-course curve): 68% and 73.5%,
respectively. On the other hand, HE showed only a
14.4% inhibition of total edema at 100 mg/kg (Table 2).

Both 1 and 2 attenuated the edema dose dependently.
The values of the total anti-edema effect were similar

(43.6% and 44.6%, respectively, at 100 mg/kg) for both
compounds.

When UA was administered at 100 mg/kg, a moderate
activity was found. Maximum inhibition of 45.7% at 3h
was observed. Indomethacin showed a time-dependent
effect, with 46.9% inhibition at 5h. The values of total
anti-edema activity were 31.7% and 32.8% for UA and
I, respectively.

Nitrite production in activated peritoneal
macrophages (see Fig. 2)

In order to investigate whether our extracts and
compounds altered the NO synthesis of lipopolysac-
charide (LPS)-stimulated macrophages, we determined
the concentration of nitrite, an indicator of NO
synthesis, in the cell-culture supernatant. Data are
shown in Fig. 2.

Table 2. Effect of AE, HE, and compounds 1 and 2 in the Carrageenan-induced paw Edema Model

Groups Dose (mg/kg) Variation of edema (ml) TI (%)
Time (h)
1 3 5
Carrageenan + vehicle 1 — 0.37+0.03 0.46+0.06 0.39+0.06 —
AE 31 0.1840.05** 0.184+0.03** 0.074+0.03** 68.0+9.0
(51.4)* (60.9)* (82.1)*
100 0.13+0.00** 0.08+0.03** 0.0940.02** 73.5+2.5
(64.9)* (82.6)* (76.9)*
HE 31 0.374+0.02 0.514+0.04 0.44+0.06 NI
(NI)* (NI)* (NI)*
100 0.35+0.03 0.37+0.03 0.26+0.03 14.4+7.5
(5.4) (19.6)* (66.7)*
1 31 0.31+0.02 0.37+0.01 0.33+0.02 17.0+4.4
(16.2)* (19.6)* (15.4)
100 0.27+0.04 0.20+0.03** 0.15+0.02%* 43.6+7.2
(27.0)* (56.5) (61.5)
2 31 0.27+0.03 0.37+0.03 0.31+0.03 24.0+5.7
(27.0)* (19.6)* (20.5)*
100 0.274+0.03 0.1840.04** 0.164+0.02** 44.6+7.5
(27.0)* (60.9)* (59.0)*
UA 100 0.314+0.02 0.2540.03** 0.234+0.02 31.7+3.5
(16.2)* 45.7)* (41.0)*
Carrageenan + vehicle 2 — 0.44+0.05 0.614+0.07 0.49+0.06 —
I 7.5 0.36+0.04 0.36+0.03* 0.26+0.02%* 32.84+6.3
(18.2)* (41.0)* (46.9)*

Each value represents the mean+SEM of 4-6 observations.

“Data of partial edema inhibition (% PEI) (at 1, 3 or 5h) are expressed in parentheses, and were calculated from the drug-treated group with
reference to the control, which received the inflammatory agent plus vehicle. The total inhibition of edema (TI, %) was calculated with AUC by
trapezoidal rule.Vehicle 1: DMSO/solution A, 1:9. Solution A=Tween 0.1%: methyl cellulose 0.5%, 1:3. Vehicle 2: solution B/solution A, 1:9.
Solution B=NaHCO;3; 0.5% in water. NI, not inhibition; AE, aqueous extract; HE, hexane extract; 1, masticadienonic acid; 2-3o-

hydroxymasticadienonic acid; UA, ursolic acid; I, indomethacin. *P<0.05, **P<0.01.
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In order to determine whether the test compounds
could modify the nitrite concentrations, they were
administrated prior to or simultaneous with the
stimulus; therefore, two protocols were used. The tested
substances were incubated simultaneously with LPS in
protocol 1. In protocol II, LPS was added 4h after
application of the substances.

In general, the values of nitrite concentration were
higher in protocol I. These results suggest that the time of
exposure to LPS is important to production of NO in
stimulated macrophages. AE, however, showed a sig-
nificant inhibitory effect on NO production in the two
protocols (5.41+0.89 uM and 4.86+1.11 uM, or inhibi-
tion of 57% and 50.9%, respectively). On the other hand,
HE (33.5% and 25.0%) was less active than AE.

Both 1 and 2 suppressed NO generation efficiently,
with inhibitions of over 90%, in two protocols, being the
more active compounds. The strongest deleterious
effects, however, were observed with 1 and 2 in the
MTT assay.

UA showed the lower activity, with a production of
nitrite of 8.16+0.12uM (inhibition of 14.8%) for
protocol II, and 8.43+0.20 uM (35.1% reduction) for
protocol I. UA was not a cytotoxic compound.
Pristimerin exhibited the highest inhibitory activities in
two protocols and P was also a cytotoxic compound.
Indomethacin had no detectable effect in the two
protocols.

Aminoguanidine, a known specific inhibitor of NO
synthase enzyme activity, was employed. AG inhibited
iNOS enzyme activity at 75.7% (concentration of nitrite
of 3.06+£0.39uM) and 62.1% (3.75+0.37uM), in
protocols I and II, respectively.

Discussion
TPA-induced edema model

The TPA-induced edema test is a screening method to
evaluate the ability of test compounds to prevent an
inflammatory reaction in response to the edemogen.

It is known that phorbol esters, such as TPA, induce
skin inflammation and a hyperproliferative response
with an infiltration of neutrophils (De Young et al.,
1989). It is also known that TPA stimulates PLA,, and
that consequently a release of arachidonic acid (AA)
and prostaglandins occurs (Fuerstenberger et al., 1981).
Although the mechanism by which TPA causes inflam-
mation is not completely clear, it seems to be related in
part to the release of eicosanoid mediators. Inhibitors of
prostaglandin and leukotriene biosynthesis have been
shown to be active in the TPA model and it has
therefore been used extensively as a compound screen
for this class of compounds (Carlson et al., 1985).

The fact that lipoxygenase inhibitors are effective in
resolving cell infiltration in this model suggests that
lipoxygenase products, such as LTB,4, may play a role in
this inflammation. A previous study showed that 3o-
hydroxymasticadienonic acid suppressed the production
of LTB; by PMNL cells at 100 uM (Rios et al., 2002).
Therefore, the anti-inflammatory effect shown by 1 and
2 in this assay could be due to inhibition of neutrophil
infiltration and LTB4 production, and anti-PLA,
activity (Jain et al.,, 1995; Rios et al., 2002). This
proposal is supported by the fact that HE, which
contains large quantities of 1 and 2, was active, while
AE, which did not contain 1 and 2, was inactive.

Carrageenan-induced edema model

The cellular and molecular mechanism of carragee-
nan-induced inflammation is well known. It seems that
the early phase (1-2h) is related to the production of
histamine, 5-hydroxy-tryptamine, bradykinin, leuko-
trienes, platelet-activating factor, and possibly cycloox-
ygenase products. The delayed phase of inflammatory
response (3—4h) has been linked to an infiltration of
neutrophils and the production of neutrophil-derived
free radicals, as well as to the release of other
neutrophil-derived mediators (Di Rosa et al., 1971;
Omote et al., 2001; Seibert et al., 1994; Salvemini et al.,
1996).

Following the intraplantar injection of carrageenan,
TNF-«, IFN-y, IL-1 and IL-2 are produced; these
molecules have been shown to induce iNOS (Moncada
and Higgs, 1993). COX-2 is also induced within 2 h after
carrageenan administration (Seibert et al., 1994). The
iNOS and COX-2 pathways appear to operate together
to amplify the inflammatory response (Salvemini et al.,
1996).

In general, AE, HE, 1 and 2 presented the maximum
inhibitory effects after the third hour. Therefore, we
suggest that the tested substances could be involved in
the alteration of mediators of the later phase of
carrageenan-induced edema. AE showed the highest
inhibitory activity among all the drugs tested.

It is known that the induction of edema by
carrageenan and TPA follows different pathways. In
the former, the AA cascade plays an important role,
while the latter appears to be mediated by a variety of
factors, including the activation of protein kinases
(especially PKC) and the activation of transcription
factors such as nuclear factor kB (NF-xB) (Fuersten-
berger et al. 1981; Stanley et al., 1991).

HE and 2 showed selective activity in the TPA assay,
indicating that these drugs could inhibit one or several
specific steps in the response to TPA. AE showed a
selective activity in carrageenan-induced edema, so the
anti-inflammatory activity of this extract could be
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attributed, in part, to the inhibition effect on the
metabolic pathway of AA.

Nitrite production in activated peritoneal
macrophages

The family of NOS enzymes, especially iNOS, is
involved in a pathological aspect with the overproduc-
tion of nitric oxide (NO), a free inorganic radical. It is
involved in physiological and pathological processes,
such as vasodilatation, non-specific host defense and
chronic or acute inflammation (Matsuda et al., 1999).

In this assay (nitrite production in activated perito-
neal macrophages), we found that 1 and 2 prevent the
production of NO by the reduction of this mediator
level in culture medium of LPS-activated macrophages.
The inhibition of NO production is a favorable feature
for an anti-inflammatory profile, and could be related to
a direct inhibition of enzyme activity, or to expression of
iNOS gene.

Both 1 and 2 inhibited nitrite accumulation virtually
equally in the two protocols. However, on MTT assay, 1
and 2 did show cytotoxic effects. Elevated production of
NO in macrophages has been recognized as an essential
anti-bacterial defense mechanism in the rodent. NO can
react with transition metals and reactive oxygen species,
leading to the generation of very toxic and reactive
products. All these products mediate the toxicity of
bacterial assailants (Pierre-Jacques et al., 2002). Pierre-
Jacques et al. (2002) demonstrated that in vitro exposure
of peritoneal macrophages to 5Spg/ml LPS led to a
substantial reduction of the growth rate and number of
surviving cells after 24h. Therefore, 1 and 2 could
contribute to the activity of toxic reactive products
generated in stimulated macrophages. Pristimerin, like 1
and 2, showed a significant inhibitory activity of NO
production, and was also a cytotoxic compound.

AE showed moderate inhibition of NO production,
and it also showed no cytotoxic effect. So, we suggested
that AE inhibits inflammatory processes by a different
mechanism than HE, 1 and 2, which showed contrary
effects in the inflammatory models.

Previous studies have shown that treatment with UA
leads to a reduction of LPS-inducible NO production,
and of iNOS expression through inhibition of NF-xB
activation (Suh et al., 1998). We also confirmed that UA
decreased LPS-inducible NO production, and has no
cytotoxic effect.

In conclusion, this study has shown that AE, HE, 1
and 2 were able to prevent response in two models of
acute inflammation: TPA-induced ear edema and
carrageenan-induced paw edema. The anti-inflamma-
tory properties of AE, HE, 1 and 2 could be due to the
inhibition of some pro-inflammatory mediators involved
in these edema models.

It has recently been suggested that the anti-inflam-
matory effects of 1 and 2 can be assigned, at least to a
certain extent, to the inhibition of PLA, activity, and the
inhibition of LTB,; generation. In this context, we
demonstrated that 1 and 2 could inhibit NO production.
However, these compounds showed cytotoxic proper-
ties. The findings presented here might, therefore,
provide a scientific basis for the phytomedicinal use of
A. adstringens against inflammatory diseases.
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Cytotoxic activity and effect on nitric oxide production
of tirucallane-type triterpenes

Ibeth Oviedo Chavez, Teresa Ramirez Apan and
Mariano Martinez-Vazquez

Abstract

Hexane extract from the bark of Amphipterygium adstringens, as well as its principal constituents,
masticadienonic acid (1) and 3a-hydroxymasticadienolic acid (2), inhibited the growth of five human
cancer cell lines. Derivatives of 1, namely 24,255-dihydromasticadienonic acid (3) and masticadienolic
acid (4), were also evaluated. The results showed that both 3 and 4 had greater activity than 1 on
colon cancer cell lines. The effects of 1-4 on the production of nitric oxide (NO) from both resting
and lipopolysaccharide-activated macrophages were determined. It was found that 1, 2 and 4 caused
an increase in NO release from resting macrophages; in lipopolysaccharide-activated macrophages,
only 2 and 4 caused an increase in NO production.

Introduction

Masticadienonic acid (1) (3-oxotirucalla-7.24Z-dien-26-oic acid, terebinthone) and
3a-hydroxymasticadienolic acid (2) (3-epimasticadienolic acid or schinol) were iso-
lated as the main constituents of several species, including Amphiptervgium adstrin-
gens (syn. Juliania adstringens, trivial name “cuachalalate™) (Soriano-Garcia etal
1987;: Watson etal 1987; Navarrete etal 1989; Olivera etal 1999). This species has
been widely used in traditional medicine as a gastroprotective (Navarrete etal 1998;
Arrieta etal 2003), hypocholesterolaemic (Mata etal 1991), anti-inflammatory
(Oviedo-Chavez etal 2004), antiprotozoal (Del Rayo etal 2000) and cytotoxic
(Makino etal 2004) agent. Many of these properties have been attributed to the
presence of 1 and 2.

Despite the fact that A. adstringens has been traditionally used in the treatment of
gastrointestinal cancer (Olivera etal 1999), to our knowledge, there is only one study
relating to its anticancer properties. Makino etal (2004) reported that seven tirucal-
lane-type triterpenes isolated from the bark of 4. adstringens inhibited the growth of
mouse leukaemia cell lines (L-1210). However, there are no studies dealing with their
probable cytotoxic activity in human cancer cell lines. This prompted us to evaluate the
cytotoxic activity of the hexane extract, as well as both 1 and 2 on five human cancer
cell lines. In addition, in order to determine if the presence of a double bond at C-24/
C-25, as well as the carbonyl moiety at C-3, are involved in the cytotoxic activity of
1.24.25S-dihvdromasticadienonic acid (3) and masticadienolic acid (4), both deriva-
tives of 1, were also evaluated.

It is well known that macrophages play a prominent role in host defence by
inducing cellular damage in infectious agents and tumours. One mechanism that the
macrophages use to exert their cytotoxic and cytostatic effects on target cells is that of
releasing nitric oxide (NO). NO is derived from L-arginine by the enzymatic activity of
inducible nitric oxide synthase (iINOS), functioning as an antitumour and antimicro-
bial molecule in-vitro and in-vivo (Davis etal 2001). Thus, we evaluated the modula-
tion of NO production by 1-4 in both resting and lipopolysaccharide (LPS)-activated
macrophages.
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Materials and Methods

Chemicals

Reagents and cell culture materials were obtained from the
following sources: sulforhodamine B (SRB), Escherichia
coli 055:B5 LPS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT), superoxide dismutase (SOD),
RPMI-1640, dimethylsulfoxide (DMSO) and doxorubicin
were from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA);
phosphate-buffered saline, Dulbecco’s modified essential
medium (DMEM), fetal calf serum (FCS) and amphoter-
icin B were from GIBCO (Grand Island, NY, USA); brewer
thioglycollate medium was from BD Bioxon (Becton
Dickinson de Meéxico). Other reagents were purchased
from Sigma Chemical Co. Colon cancer (HCT-15), breast
cancer (MCF-7), leukaemia (K-562 CML), central nervous
system (U-251 Glio, CNS) and prostate cancer (PC-3) cell
lines were supplied by the National Cancer Institute
(Bethesda, MD, USA). The reference triterpene, ursolic
acid, was isolated from Salvia mexicana L. var. minor
Benth. (Argumedo et al 2003).

Isolation of 1 and 2

Compounds 1 and 2 were isolated from the hexane extract
of A. adstringens as previously described (Oviedo-Chavez
etal 2004). The structures of 1 and 2 are shown in Figure 1.

Preparation of compound 3 (Figure 2)

A suspension of 1 (160 mg, 0.352 mmol) and palladium-car-
bon 5% (60 mg) in EtOAc (20 mL) was stirred for 48 h, under
hydrogen atmosphere. When thin-layer chromatography
(hexane/EtOAc 1:1) indicated complete reaction, the mixture
was diluted with EtOAc, filtered through Celite, and the
filtrate was evaporated under reduced pressure. The residue

29 30

(MR=0

(2) R = nnnOH, wem H

(3) R = O, C24-C25(S) simple bond
(4) R = wmm OH, nmn H

Figure 1 Tirucallane triterpenoid compounds: masticadienonic acid
(1), 3-a-hydroxymasticadienolic acid (2), 24,25S-dihydromasticadieno-
nic acid (3) and masticadienolic acid (4).

e T

was chromatographed on SiO, (hexane/EtOAc as mobile
phase). After the usual workup, compound 3 (88 mg, 55%,
mp 140-142°C) was obtained as a colourless solid. The struc-
ture of 3 (Figure 1) was established by comparing the physical
data obtained with data reported in the literature (Barton &
Seoane 1956) and by the analysis of *C and "H NMR data.

Preparation of compound 4 (Figure 2)

A solution of NaBH, (260 mg) in H,O (3 mL) was added to a
solution of 1 (217.4mg, 0.598 mmol) in MeOH (20 mL). The
mixture was stirred at 20°C for 18 h. It was then diluted with
H,0 and extracted with EtOAc. The organic layer was dried
and evaporated under reduced pressure. Crystallization from
EtOAc afforded a white amorphous powder (234.6 mg, 86%,
mp 160-170°C), which was identified as compound 4 (Figure
1) by comparing the spectral and physical data obtained with
data reported in the literature (Barton & Seoane 1956;
Monaco etal 1974; Papageorgiou et al 1997).

The purity of 1-4 was determined by high-performance
liquid chromatography analysis under the following con-
ditions: acetonitrile/water (80:20) as mobile phase, flow
rate | mLmin~', 24min, UV 220 nm (spectra and chro-
matograms of compounds 1-4 are not shown).

Cell culture and assay for cytotoxic activity

The cytotoxic activity of 1-4 and the hexane extract on
tumour cells was determined using the protein-binding dye
SRB (Monks etal 1991). Cell lines were cultured in RPMI-
1640, supplemented with 10% FCS, 2mm L-glutamine,
100TUmL ™" penicillin G, 100 ugmL~" streptomycin sul-
fate, and 0.25 ugmL ™" amphotericin B. They were main-
tained at 37°C in a 5% CO, atmosphere. For the assay,
100 p2L/well of 5 x 10* cellmL ™" (K562, MCF-7), 7.5 x 10*
cells/well (U251, PC-3) and 10 x 10* cells/well (HCT-15)
were seeded in 96-well microtitre plates and incubated for
24 h. In addition, 100 pL of each test compound (hexane
extract, compounds 1-4), ursolic acid and doxorubicin
(reference substances) were added to the respective wells.
All the test substances were dissolved in DMSO. The
equivalent volume of DMSO added to control dishes had
no effect on the cell lines.

After 48 h, adherent cell cultures were fixed in-situ by
adding 50 uL of cold 50% (wt/vol) trichloracetic acid and
incubated for 60min at 4°C. The supernatant was dis-
carded and the plates were washed three times with
water and air-dried. Cultures fixed with trichloracetic
acid were stained for 30 min with 100 uL of 0.4% SRB
solution. Protein-bound dye was extracted with 10 mm
unbuffered Tris base and the optical density (OD) was
read on a microplate reader (El, 808; Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) with a test wave-
length of 515 nm. Percentage growth inhibition was calcu-
lated by the following equation: growth inhibition
(%) =100 —[B x 100/A], where A is the OD of cells
only, and B is the OD of cells plus test sample. A dose—
response curve was plotted for each compound, and the
50% inhibitory concentration (IC50) was estimated from
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Figure2 Reactions of masticadienonic acid (1) to produce 24,255-dihydromasticadienonic acid (3) (55% yield), and masticadienolic acid (4)

(86% yield). a, 5% Pd-C/EtOAc; b, NaBH,/MeOH.

non-linear regression equations using JMP software (ver-
sion 3.2.1.; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Determination of NO concentration

Isolation and culture of primary peritoneal
macrophages ( Fushiya et al 1998)

Swiss female mice, 25-30 g, were treated in accord with
the Animal Care and Use Committee (PROY-NOM
087-ECOL-SSA1-2000). Mice were injected intraperito-
neally with 1mL of 3% (wt/vol) thioglycollate 3 days
before harvesting. Peritoneal exudate cells were har-
vested, washed and suspended in DMEM. Peritoneal
exudate cells were seeded into 24-well plates (Becton
Dickinson, Oxnard, CA, USA) at a concentration of
1 x 10° cellsmL ™", and then incubated for 2h at 37°C
in a 5% CO, incubator. Non-adherent cells were
washed off and cultured in DMEM supplemented
with 10% FCS. Cells were treated for 24h at 37°C,
with 60 UmL ' SOD, with or without 10 ugmL~"' LPS,
both in the absence and presence of test compounds
(1-4) and ursolic acid. Concentrations of 0.001-10 um
for 1-4, and 0.001-1 um for ursolic acid were used. All
the test substances were dissolved in EtOH. The final
concentration of EtOH in the cell culture supernatant
was <0.1%. This concentration did not have any effect
on the assays.

Nitrite production in peritoneal macrophages

( Dirsch et al 1998) '

Nitrite accumulation was determined by mixing equal
volumes (100 pL each) of cell culture medium and Griess
reagent (1% sulfanilamide/0.1% N-(1-naphthyl)-ethylene-
diamine dihydrochloride/5% H3PQO,) at 20°C for 10 min,
and the OD was read on a microplate reader at 515 nm.

The nitrite concentration (;zmM) was determined by inter-
polation of standard curves constructed with known con-
centrations of NaNO,.

Cell viability

Cell respiration, an indicator of cell viability, was deter-
mined in the remaining macrophages by the modified
MTT method (Mosmann 1983). Briefly, 10 ul. of MTT
(5mgmL " in phosphate-buffered saline) was added to the
remaining cells in 96-well plates and incubated for 4h at
37°C. Incorporated dye was dissolved in DMSO (100 uL).
Absorbance was measured on a microplate reader at
515nm. Results were expressed as the percentage of MTT
incorporated into treated cells compared with control cells.

Statistical analysis

All experiments were performed at least three times in
four replicates. For the cytotoxicity assay, 1C50 results
are presented as the mean +s.e. For multiple compari-
sons, a one-way analysis of variance was carried out fol-
lowed by post-hoc Dunnett’s test. For NO production,
results are presented as mean =+ s.e. For multiple compar-
isons, a one-way analysis of variance was carried out,
followed by post-hoc Dunnett’s test. Values of P < 0.05
and P < 0.01 were considered significant. Statistical ana-
lysis was carried out using JMP software (version 3.2.1.;
SAS Institute Inc.).

Results and Discussion

Cytotoxic activity

Compounds 1 and 2 were isolated and identified as pre-
viously described (Oviedo-Chavez et al 2004). Evaluation
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Table 1 Cytotoxic effects of hexane extract (IC50 ugmL™"), compounds 1-4 and reference drugs (IC50 um) on five cancer cell lines

Compound HCT-15 MCF-7 U2s1 PC-3 K562
(Colon) (Breast) (CNS) (Prostate) (Leukaemia)

Hexane extract 13.7+ 1.0 79+1.9 35315 383+20 8.4+0.1

1 42.1+6.4 18.4+1.0 204422 274439 36.8+94

2 27.6+6.0 31.5+6.8* 3l.6eL54* 29.2+0.3 24240.7*
3 22.9452* 26.04+2.9* 48.2413.5* 292429 33.14+£5.6

4 20.2+8.4* 28.0+14.0 29.1+6.8 32.6+4.0 249+6.3
Ursolic acid 17.5+6.8 17.5%1.1 15.1+4.9 30.5+£0.5 17223
Doxorubicin® 0.23+0.01 0.14+0.01 0.09+0.02 0.32+£0.02 0.28 £0.01

1, Masticadienonic acid; 2, 3-a-hydroxymasticadienolic acid; 3, 24,255-dihydromasticadienonic acid: 4. masticadienolic acid. Results are
expressed as the mean=+s.e., n=3-5. *P < 0.05 compared with 1 (Dunnett’s test). “Data from Martinez etal (2002).

of the cytotoxic activity of the hexane extract and 1-4 was
performed by the SRB test on five tumour cell lines. The
IC50 values are shown in Table 1. The hexane extract was
more effective against breast cancer and leukaemia cell
lines (IC50: 7.9+ 1.9 and 8.4+ 0.1 ugmL ™", respectively)
than the other cell lines tested. Compound 1 was most
active on breast and CNS cancer cell lines (IC50:
184+£1.0 and 20.4+2.2pumMm, respectively), and 2 was
effective on leukaemia cell lines (IC50: 24.2 0.7 um). To
determine if the presence of the double bond at C-24/C-25
and the carbonyl moiety at C-3 were involved in the
cytotoxic activity of 1, compounds 3 and 4 (derivatives
of 1) were also evaluated (Figure 2; Table 1).

On colon cancer cell lines, both 3 (IC50 22.9 4 5.2 M)
and 4 (IC50 20.2 4 8.4 um) inhibited growth by roughly
2-fold compared with the parent compound 1 (IC50:
42.1£6.4 um). However, 1 was more active on breast
cancer (IC50: 18.4+1.0pum) and CNS cancer (IC50:
20.4+£2.2 um) cell lines than compounds 2-4. Although
the presence of the hydroxyl group at C-3, as in 3, or the
sp3 bond in C-24/C-25, as in 4, could be important for the
cytotoxic effect on the colon cancer cell line, the presence
of these moieties are not important for the cytotoxic
activity of 1 on breast cancer and CNS cancer cell lines.

On leukaemia cells, 2 and 4 were more active (IC50;
24.240.7 um and 24.9 + 6.3 pm, respectively) than 1 and
3. The cytotoxic effects of 1-4 on prostate cancer cell lines
were not statistically different. Furthermore, the cytotoxic
effects of epimers 2 and 4 were similar on the five tumour
cell lines. Hence, the configuration of the hydroxyl group
at C-3 was not considered relevant.

Ursolic acid was used as the reference drug since it is
one of the best known pentacyclic triterpenes with cyto-
toxic and antiproliferative properties (Chattopadhyay
etal 2002). Our results are in agreement with those pre-
viously published (see Table 1).

NO production in peritoneal macrophages

We evaluated the effects of 1-4 on the production of nitric
oxide from mouse peritoneal macrophages (Table 2). Our
results showed that 1, 2 and 4 significantly enhanced the
nitrite release from resting macrophages. However, the

Table 2 Effects of compounds 1-4 and ursolic acid on the
accumulation of nitrite in cell culture supernatants of mouse peritoneal

macrophages
Compound Dose (um) NO (um)
Without LPS With LPS
Control 244+1.4 443+£1.7
1 0.001 42,7 £2.8%* 543406
0.01 38.4 £3.0%* 547449
0.1 359+0.9* 472432
1.0 39.2 L 1.2*%* 54.5+4.5
10.0 40.1 +4.1*%* 51.1+£57
2 0.001 39.0£0.3%* 61.842.7%*
0.01 39.44+0.9** 58.0+1.6%
0.1 38.5+£2.6%* 534+5.2
1.0 42.6 £ 4.5%* 53.6+1.8
10.0 34.7+2.6* 472449
3 0.001 30.5+3.4 442442
0.01 30.8+4.2 455+3.8
0.1 27.6+2.5 451+2.5
1.0 295437 45.7+4.3
10.0 264+1.8 333 =L 37
-+ 0.001 36.9+57 508+24
0.01 363440 51.6+£2.2
0.1 39.8 £2.4* 52.0+2.4
1.0 3828531 54.6+3.0*
10.0 36.7+£4.0 50.3+1.9
Ursolic acid 0.001 338+1.8 48.1+58
0.01 359+ 1.8 54.5+4.4
0.1 38.7 £ 0.9** 540+5.1
1.0 38.4+3.6%* 51.3+£39
10.0 289+23 38.0+£13.7

1, Masticadienonic acid; 2, 3-a-hydroxymasticadienolic acid; 3,
24,255-dihydromasticadienonic acid; 4, masticadienolic acid. LPS,
lipopolysaccharide. Results are expressed as the mean+s.e., n=3-5.
*P < 0.05 and **P < 0.01, significantly different compared with the
control (Dunnett’s test). Cell viability for triterpenes 1-4 was up to 95%:;
ursolic acid only showed cytotoxicity above 80% at 10 um (MTT test).

effects shown by the different concentrations of 1 tested
were not significantly different; the same was true for 2
and 4. These results indicated a constant production of



NO, at least for 1, 2 and 4 at the concentrations tested.
Compound 3 did not show any significant effect. These
results indicate that the sp? bond at C-24/C-25 in the
triterpenoid structure could be required for the up-release
of NO from resting macrophages.

The effects of 1-4 on NO production by LPS-treated
macrophages were also evaluated. Macrophages showed
enhanced nitrite release when they were activated with
LPS (NO concentration: 44.3 + 1.7 um). However, only 2
and 4 showed significant enhanced effects. Also, in both
cases, the NO production was almost constant. These
results suggest that a hydroxyl group at C-3 or double
bond in C-24/C-25 could be necessary for the enhance-
ment of NO production in LPS-activated cells.

Although the amount of the NO release by LPS-treated
cells was significantly different in resting cells, the NO pro-
duction was increased in both cases. A different behaviour
was shown by ursolic acid, which stimulates the NO release
in resting macrophages (You etal 2001) and reduces the NO
production by LPS-activated macrophages (Suh etal 1998).

Nevertheless, in our hands, ursolic acid did not show
any significant effect on nitrite release by LPS-activated
macrophages (Table 2). This may indicate that at low
concentrations, such as we used in the present study, the
reduction of NO production by ursolic acid does not
occur. However, the discrepancy may also be attributed
to the different experimental conditions used here com-
pared with those previously reported, such as different
animal type, number of macrophages tested, and the use
of SOD enzyme. The inclusion of this enzyme was meant
to avoid the presence of the superoxide anion that could
be produced when the macrophages are activated, avoid-
ing the reaction with NO to generate peroxynitrite, which
may also be responsible for the Griess reaction.

In conclusion, the hexane extract of A. adstringens, as well
as its principal constituents 1 and 2, showed moderate cyto-
toxic activity against several human cancer cell lines. In addi-
tion, we found that 1 and 2, as well the derivative 4, enhanced
the NO production by both resting and LPS-activated macro-
phages in-vitro. These proprieties could account for the use
of A. adstringens in Mexican traditional medicine.
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