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Resumen

México se ha caracterizado por el gran uso de medicina tradicional, durante varios
siglos en diferentes regiones los pobladores han tomado provecho de plantas con
actividad medicinal en infusiones, ungientos o simplemente en la comida que
elaboran. Una de las especies en la que nos centramos en este trabajo es Bursera
fagaroides (B. fagaroides), un arbol o arbusto que crece en la mayor parte del
Estado de Morelos. La familia Burseracea, a la cual pertenece esta especie,
comprende alrededor de 87 especies, distribuidas principalmente en territorio
mexicano desde el norte de Sonora hasta el sur de Yucatéan. Ademas, se caracteriza
por vivir en laderas profundas y precarias de agua. Muchas de sus especies,
conocidas con el nombre genérico de copal, se han usado desde tiempos
precolombinos en ceremonias religiosas y para el tratamiento de diversos

padecimientos.

En la medicina tradicional mexicana, B. fagaroides es utilizada para el tratamiento
de tumores, granos y afecciones estomacales. Diferentes estudios han demostrado
que la corteza de esta especie produce una resina amarilla, constituida
principalmente por lignanos de tipo aril tetralino con actividad citotdxica in vitro y
antitumoral en diferentes estudios in vivo. En este trabajo estudiamos la fitoquimica
del extracto metandlico de las hojas de B. fagaroides, con la finalidad de demostrar
la existencia de los lignanos, que hasta el momento se han reportado en los estudios

de la corteza.

Estudios de viabilidad celular del extracto metandlico de las hojas de B. fagaroides
demuestran que si existe una inhibicion de lineas celulares de céncer hepatico

(Hep3B), prostata (PC3) y cérvico uterino (HelLa).

El fraccionamiento cromatografico preliminar del extracto metandlico permitio
identificar al éter metilico de 5’-desmetoxi-B-peltatina-A, el lignano mas abundante
en la corteza y con actividad antitumoral prometedora, junto con otros dos lignanos
minoritarios que requieren de mayor purificacion para establecer su identidad. Este

estudio ademas indicé que existen otros compuestos de tipo lignano y flavonoides
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en el extracto. Esto resulta relevante para la obtencion de estos compuestos en las

hojas sin dafiar al arbol mediante su descortezacion.
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1.INTRODUCCION

Una de las enfermedades que ha crecido durante los ultimos afios es el cancer. Se
trata de un padecimiento multifactorial, que, si bien existen algunos con tendencia
familiar (hereditarios), la mayoria estan influenciados por factores externos como
los alimenticios, obesidad, tabaquismo, alcoholismo, infecciones virales o

bacterianas, exposicion solar, y poluciones, entre otras (Samuel, 2017).

El cancer ocupa el segundo lugar en causas de muerte en el mundo; en el 2015
ocasiond cerca de 8.8 millones de muertes. Aproximadamente una de cada seis

defunciones se dio por esta enfermedad.

Datos de la Organizacion Number of new cases in 2018, both sexes, all ages
Mundial de la Salud (OMS) Breast

27 283 (14.3%)

revelé que los cinco tipos de

cancer que causan un mayor

Prostate
namero de fallecimientos son: 2> 049 (13.1%)
Colorectum

Other cancers 14 900 (7.8%)

pulmonar con 1.69 millones, 103444 (43%)
Thyroid

hepatico 788 mil, colorrectal 12122 (6.4%)

774 mil, gastrico 754 mil y

Cervix uteri

mamario 571 mil. 7 869 (4.1%)
Total: 190 667

De acuerdo con Fernando

Figura 1. Total de casos de cancer y los tipos presentes en
Aldaco y  colaboradores \jayico 2018. Tomado de:

https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/484-

(2012), en México, la primera mexico-fact-sheets. pdf

causa de muerte en mujeres

entre los 30 a 59 afios es el cancer, mientras que entre los 15 a 29 afios es la
segunda causa. En los hombres de 30 afios y mayores, los tumores malignos son
la tercera causa. Sin embargo, existe un gran desabasto de informacidén en nuestro

pais y los Unicos datos que se tienen son estimaciones.

La plataforma Globocan, que nos permite tener una idea del impacto del cancer en

diferentes paises, nos reporta que en el afio 2018 el nimero de casos de esta
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enfermedad fue de 190 mil 667 totales, con un 44.9% de hombres y un 55.1% de
casos en mujeres . Es por esto que se requiere un mayor numero de
meédicos, enfermeras y paramédicos, asi como de infraestructura para poder
establecer de inicio el diagnostico con procedimientos muchas veces invasivos y
molestos, tratamientos con cirugia, radioterapia, quimioterapia y otros manejos

sistémicos hasta los cuidados paliativos (Samuel, 2017).

Derivado de lo anterior, nos lleva a buscar otros mecanismos terapéuticos.
Aproximadamente el 65% de los agentes terapéuticos utilizados para el tratamiento
de cancer provienen de productos naturales o son sintetizados a partir de ellos, por
lo que las plantas representan una fuente potencial para el descubrimiento de

nuevos farmacos (Antunez Mojica, 2017).

Uno de esos productos naturales son los lignanos, que son una gran familia de
metabolitos secundarios biosintetizados en plantas a través de la via del &cido
shikimico, y representan una clase importante de compuestos de estudios de

investigacion sobre el cancer (Teponno & Kusari, 2016) (Antunez-Mojica, 2019).

La podofilotoxina es un compuesto de lignanos inicialmente aislado de Podophyllum
peltatum, una planta que ha sido utilizada en la medicina tradicional. Sin embargo,
en el dltimo siglo, diferentes modificaciones en su estructura quimica dieron como
resultado el desarrollo del farmaco semisintético epipodofilotoxina “etopdsido”. Este
compuesto es menos toéxico que podofilotoxina y se utiliza como farmaco contra
varios tipos de cancer, como el de pulmén, ovario y testiculo, asi como el linfoma
(Omar Aristeo Pefia-Mora, 2016).

Varias especies de Bursera se utilizan para combatir diversos problemas de salud,
siendo que tradicionalmente se les atribuyen propiedades medicinales que incluyen
aliviar el dolor, la inflamacion y el reumatismo, y pueden ayudar a tratar
enfermedades como resfriados, tumores de piel, pélipos y enfermedades venéreas
(Acevedo, Nuiiez, Gonzalez-Maya, CardosoTaketa, & Villarreal, 2015). Esta planta
se caracteriza por la producciéon de resinas que exudan del tronco y de las hojas
gue proporcionan una defensa quimica contra herbivoros especializados (Becerra,
Venable, Evans, & Bowers, 2001).
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Durante la ultima década se han investigado varios tipos de arboles del género
Bursera con actividad antiinflamatoria y antitumoral, de las cuales se obtuvieron
lignanos de tipo ariltetralina con prometedores resultados como lo son: el éster
metilico de 5’-desmetoxi-B-peltatina-A-metil éter, sin embargo, estas moléculas solo
se han estudiado en la corteza y los tallos de los arboles, por lo que presenta un
problema para obtenerlos. De acuerdo con la literatura, se han logrado aislar 11
lignanos del extracto hidroalcohdlico de la corteza de B. fagaroides los cuales
presentaron actividad citotdxica y antitumoral lo cual puede servir como base hacia
nuevos medicamentos antitumorales (Andrés M. Rojas-Sepulveda, 2012).

Se pretende demostrar la presencia o ausencia de lignanos citotoxicos en las hojas

de B. fagaroides para una posible aplicacion terapéutica.
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2.ANTECEDENTES

2.1 Bursera fagaroides

México esta considerado
como uno de los paises
mas ricos en el mundo en

flora y fauna gracias a la

variedad de climas que se
presentan en toda Ila
republica, siendo que uno
de los géneros mas
diversos y caracteristicos
de la flora tropical es

Bursera, su conocimiento

es incompleta, pues \ 1|5 ~ - i
d 4s d . - Figura 2: Ejemplar de B. fagaroides. Tomado de:
ademas de su sistematica http://bdi.conabio.gob.mx/fotoweb/archives/5023-

; Plantas/Plantas/ORGR0059%20Bursera%?20fagaroides.jpg.info
compllcada no se conoce 06 de Junio 2021 14:24 hrs

bien la distribucion de algunas de sus especies, ni sus factores que la determinan
(Rzedowski, 2005). Los miembros de este género son en su mayoria arboles o
arbustos de tamafo pequeiio a mediano (de entre 3 a 5 metros de altura), sus hojas
son deciduas, unifoliadas o trifoliadas (ocasionalmente bipinnadas). Sus flores son

pequefias, casi siempre unisexuales (Maria Carla Marcotullio, 2018).

La taxonomia del género Bursera se basa en las caracteristicas morfolégicas de
frutos, corteza y hojas, asi como datos moleculares. Actualmente, hay dos
subgéneros reconocidos: un subgénero llamado Bursera que incluye especies
comunmente conocidas con el nombre general de "cuajiotes”, y el otro se llama
Elaphrium (anteriormente llamado Bullockia) que comprende especies con el
nombre comun general de “copales” (Bullock, 1936). En Morelos, se presentan

aproximadamente 17 especies de este género, de los cuales destacan: B. aptera,
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B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera, B. fagaroides, B. morelensis, etc. (Hernandez-
Pérez, 2011).

La resina vegetal se define principalmente como “una mezcla liposoluble de
terpenoides volatiles y no volatiles y/o compuestos secundarios fendlicos que: (A)
generalmente se secretan en estructuras especializadas ubicadas internamente o
en la superficie de la planta y (B) de importancia potencial en las interacciones
ecologicas” (Langenheim, 2003).

B. fagaroides o “fragante Bursera”, popularmente conocido como aceitillo, copal,
cuajiote amarillo y jiote (hombre n&huatl) (Giulia Gigliarelli, 2015), es el miembro en
el cual nos enfocaremos en este estudio que ha llamado la atenciéon por sus
propiedades y cualidades de actividad biolégica. Se usa para aliviar la inflamacion,
los tumores de piel y las verrugas, y es quizas la especie de Bursera mas estudiada

en términos de su quimica y efectos bioldgicos.

Sin embargo, también se le atribuyen varios usos antiguos y tradicionales. La gente
mesoamericana lo utilizaba con diferentes propdsitos. En primer lugar, se consideré
comida para los dioses, ademas se usaba como incienso durante las ceremonias,

aglutinante mezclado con pigmentos para pintar, etc.

El humo del copal ha sido utilizado para curar el dolor de cabeza y para limpiar el
cuerpo después de haber estado expuesto a una persona enferma (Hernandez &
Ochoterena, 1943). El pueblo nahua usaba el copal molido y disuelto en agua para
tratar la diarrea y como cataplasma antiinflamatoria (Orta-Amaro, 2007). En la
ciudad de Oaxaca, el copal de B. fagaroides se utiliza para preparar infusiones para
tratar problemas de estdbmago y como antiinflamatorio (Morales-Serna, y otros,
2013).

El primer caso de estudio se remonta a 1969 donde de manera biodirigida, se
reporta la actividad biologica del extracto de cloroformo en carcinoma Walker 256.
Posteriormente se aislaron dos compuestos del tipo ariltetralinlactona, identificados
como [B-peltatin-A-metil éter (1) y 5 -desmetoxi-B-peltatin-A-metil éter (2)
(Bianchi, 1969).
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Posteriormente, en 1998 se realizé el estudio del extracto etandlico (70%) de la
corteza de B. fagaroides, donde se evalud la actividad citotoxica y antitumoral en
linfoma murino L5178Y. La administracién oral dio lugar a un 8% de los ratones
libres de tumor después de 60 dias, mientras que la administracion intraperitoneal
mostré un 26% de sobrevida a una dosis de 100 mg/kg/dia durante 15 dias (Puebla
P.A. M., 1998).

Para el 2008, se estudio el efecto del extracto acuoso de Bursera fagaroides y
Difluorometilornitina (DFMO), aplicados de forma individual y combinados, sobre los
tejidos sanos en el modelo de linfoma murino L5178Y y especificamente sobre el
metabolismo de las poliaminas (PAs), Putresina (Pu), Espermidina (Spd) y
Espermina (Spm). Mediante cromatografia de intercambio i6nico se determinaron
los niveles de Pu en orina como indicadores de la evolucion del tumor, mientras por
radioinmunoensayo se cuantifico la actividad de la ODC renal. Los resultados
obtenidos sugieren que no se combine la ingestion de algun tipo de té o brebaje
preparado con dicha planta cuando se administre DFMO, dado su efecto
estimulador del desarrollo tumoral, contrario al efecto anticancerigeno del extracto

hidroalcohdlico de la misma planta. (Reynoso, 2008)

De un estudio quimico-biodirigido realizado al extracto hidroalcohdlico de la corteza

de B. fagaroides se asilaron siete lignanos del tipo de la podofilotoxina, identificados

como: éter metilico de B-petatina-A (1), éter metilico de 5 desmetoxi-B-petatina-A

(2), podofilotoxina (3), desmetoxiyateina (4), desoxipodofilotoxina (5), burseranina

(6) y acetilpodofilotoxina (7), los cuales mostraron una potente actividad citotoxica
(Antunez Mojica, 2017).

Fue en 2018 cuando otros estudios demostraron que es capaz de suprimir la
replicacion del virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) en células HeLa en un ensayo
in vitro. El lignano Yateina (8) ( ) mostro un efecto inhibidor sobre la replicacion
de HSV-1y se dieron cuenta que dependia de la concentracion con un valor de IC50
de 30.6 = 5.5 uM (Maria Carla Marcotullio, 2018).
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Figura 3: Lignanos aislados de B. fagaroides de tipo ariltetralina lactona

Estudio fitoquimico de las hojas de B. fagaroides



2.2 Lignanos

2.2.1. Lignanos.

Los lignanos comprenden una clase de productos vegetales naturales que se
derivan del acido cindmico y que estan relacionados bioquimicamente con el

metabolismo de la fenilalanina.

En 1927 Robinson reconocié una caracteristica comun de muchos productos
naturales, una unidad de CsCs (un esqueleto de propilbenceno).

Haworth, propuso que la clase de compuestos derivados de una resina con
estructura CeCs, deberia llamarse lignanos. La nomenclatura de la diversidad de
gamas de estructuras clasificadas como lignanos dependian en gran medida de
nombres triviales y, si era necesario, de la numeracion adecuada derivada del

nombre sistematico (Moss, 2000).

Sin embargo, para que éstos se originen se necesitan moléculas base precursoras
de lignanos. En primer lugar, tenemos la eliminacién de amoniaco de la cadena
lateral para generar el acido trans-E-cinamico, siendo que en el caso de la
fenilalanina seria el &cido cinAmico, mientras que para la tirosina produciria acido-
4-cumarico a partir de una enzima Fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y Tirosina

amoniaco liasa (TAL), respectivamente.

Las especies que no transforman la tirosina en acido-4-cumarico sintetizan este
compuesto por hidroxilacion directa del acido cinamico, en una reaccion
dependiente del citocromo P-450. Otros acidos cinAmicos se obtienen mediante
reacciones adicionales de hidroxilacion y metilacion, creando secuencialmente
patrones de sustitucion tipicos de los metabolitos de la via del shikimato (posicion

orto).

La metilacibn es catalizada por una enzima metiltransferasa de amplia

especificidad.
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Posteriormente, la reduccion de acidos cinamicos a través de ésteres de coenzima
A y aldehidos conduciran a los correspondientes alcoholes, precursores de
lignanos. Las unidades mas comunes son los alcoholes coniferilico, sinapilico y
cumarilico. (Nicola, 2014) (Dewick, 2009).
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Figura 4: Biosintesis de Fenilpropanoides precursores de lignanos
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2.2.2. Clasificacion de lignanos.

De acuerdo con su clasificacion se pueden dividir en dos grupos: lignanos simples

y ciclolignanos.

Lignanos simples: se caracterizan por tener Gnicamente la union C8-C8’ de la
cadena lateral. Ademas, se clasifican en ocho subgrupos que se basan en la
incorporacion del atomo de oxigeno al esqueleto ciclado: furofurano, furano,
dibencilbutano, dibencilbutirolactona, ariltetralina, arilnaftaleno,

dibenzociclooctadieno y dibencilbutirolactol (T, 2003).
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Figura 5: Esqueletos ciclicos de lignanos

2.2.3. Mecanismo de accion de los lignanos.

Al igual que los flavonoides, los lignanos tienen una débil actividad estrogénica y
compiten con los compuestos estrogénicos normales, impidiendo el crecimiento
tumoral (Chasquibol, 2003). Esto indica que los paises en donde se consumen
vegetales con una gran cantidad de lignanos tienen un indice mas bajo de
incidencias de cancer, ademas, se ha demostrado que tienen otras actividades

farmacoldgicas, como: citotoxicos, antimitoticas, antivirales, dafio sobre &acidos
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nucleicos, inhibidores enziméticos, efectos catérticos, actividad sobre el sistema
nervioso central (a través de la inhibicion de la cAMP fosfodiesterasa), efectos de
proteccion contra hepatoxinas (con la inhibicion de oxidasas de funcién mixta), y
mas recientemente actividad anticonceptiva (Ayres D.C. and Loike, 1990) (Rojas,
2012).

En 1946, estudios confirmaron a la podofilina como un potente agente antimitético
comparable con colchicina, lo que sugiere que sus mecanismos de accion son
similares e involucran la dindmica de organizacion del huso mitético (Rey, 1946).

Otras acciones de los lignanos estan relacionadas con las enfermedades
cardiovasculares y efectos antioxidantes (Duncan, Phipps, & Kurzer, 2003).

La podofilotoxina se une a la tubulina, la subunidad monomérica fundamental de los
microtUbulos, tan fuertemente como la colchicina (Wilson, 1967). Los microtubulos
son tubos huecos con 13 subunidades de tubulinas por vuelta del microttbulo
enlazados por interacciones no covalentes, que es crucial para la organizacion y

movimiento de los organelos (transporte intracelular).

fi-tubulin

tubulin heterodimer
{= microtubule subunit)

protofilament

plus
end

minus
end

0000000000000 00000e

B (€)  microwbuie

a-tubulin

Figura 6: La estructura de un microttibulo ¢ formado por subunidades heterodimeras de a-tubulina'y
B-tubulina. Tomada de: (Bruce Alberts, 2008)
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El 4cido shikimico (Fig. 7) es el precursor de aminoacidos

O\ e aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano), ademas,
conduce a una gran diversidad de compuestos fendlicos,
como los flavonoides, taninos, ligninas y lignanos. Esta ruta

HO oH Metabolica es utilizada por plantas, bacterias, algas y entre
OH otros para la biosintesis de aminoacidos aromaticos.

Figura 7: Estructura del o o _ i
acido Shikimico Los policétidos generalmente se biosintetizan a través de la

condensacion descarboxilativa de unidades derivadas y extendidas de malonil-CoA,
creada por un proceso conocido como condensacion de Claisen. La reaccion de
condensacion permite la formacion de enlaces carbono-carbono. La reaccién ocurre
entre dos ésteres (0 en algunos casos entre un carbonilo y un éster). Cuando la
reaccion tiene lugar en condiciones basicas, se forma un B-cetoéster (o una -
dicetona) (Nicola, 2014).

2.2.4. Biosintesis.

Los compuestos fendlicos producidos en la naturaleza pueden derivar de diferentes
rutas metabdlicas, una de las mas importantes que producen compuestos fendélicos

es la ruta del acido shikimico.

En la (Fig. 9) podemos observar las reacciones quimicas que ocurren en la ruta del
shikimato para la biosintesis de lignanos.

Esta familia de productos naturales, como ya se ha mencionado con los lignanos,
poseen diversas e importantes actividades biolégicas y propiedades

farmacoldgicas.

En el inicio hablamos de las unidades mas comunes que son tres tipos de alcoholes
Fenilpropanoides. La oxidacion de estos alcoholes permite la deslocalizacion del
electron desapareado, dando formas de resonancia en las que el electrén libre

reside en las posiciones orto y para para la funcion del oxigeno.

El emparejamiento de radicales de estructuras en resonancia puede proporcionar

una gama de sistemas diméricos, que son susceptibles al ataque nucleofilico de

Estudio fitoquimico de las hojas de B. fagaroides



grupos hidroxilo (OH) en el mismo sistema, o por moléculas de agua externas. Por
lo tanto, los mondmeros de alcohol coniferilico pueden acoplarse, generando
enlaces como: guaiacilglicerol éter [(-coniferil (enlace [-ariléter), alcohol
deshidrodiconiferilico (enlace fenilcumaran) y pinoresinol (enlace resinol). Estos
dimeros pueden reaccionar por mecanismos similares para producir un polimero de
lignina que contiene una serie heterogénea de enlaces intermoleculares, como se
ve en los diversos dimeros. Los materiales diméricos también se encuentran en la

naturaleza y se denominan lignanos.
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Figura 8: Derivados del acido cinamico y sistemas diméricos que se pueden formar con las
estructuras en resonancia.
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Cuando ocurre una mayor ciclacion y otras modificaciones se pueden crear una
amplia gama de lignanos de tipos estructurales muy diferentes. Uno de los lignanos
naturales mas importantes que tiene una actividad bioldgica util es la podofilotoxina,
una ariltetralina lactona, que se deriva del alcohol coniferilico a través de las

dibencilbutirolactonas matairesinol y yateina.

Se sabe que el matairesinol surge por apertura reductora de los anillos de furano
del pinoresinol, seguida de oxidaciones sucesivas para producir primero un lactol y
luego una lactona. El patron de sustitucion en los dos anillos aromaticos se
construye mas durante la ruta, es decir, matairesinol — yateina, y no surge por el
acoplamiento inicial de dos residuos de alcohol cinamilico diferentes. El anillo
trisustituido se elabora antes que el sistema de anillo metilendioxi. Este ultimo grupo
se encuentra en muchos productos naturales derivados del shikimato y esta

formado por una reaccién oxidativa en un patron orto-hidroximetoxi.
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Figura 9: biosintesis de lignanos.
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3.JUSTIFICACION

En México, existe gran variedad de plantas que desde antes de la conquista se
utilizaban como alimentos, insecticidas o para algin uso medicinal. Estas pueden
llegar a tener propiedades curativas y su preparacion es de una manera muy
sencilla, en forma de infusién o ungientos para aliviar diversos malestares como

dolor, fiebre, vomitos, nauseas, inflamaciones, etc.

La mayoria de las especias de Bursera a las que se le han reportado la presencia
de lignanos son utilizadas por la poblacion mexicana. A ellas, se les atribuyen
propiedades medicinales para aliviar la inflamacion, resfriados, tumores,
enfermedades venéreas, dolor, entre algunas otras. Bursera fagaroides es un arbol
endémico de México que crece en temporadas de lluvia desde el Norte en los
estados de Sonora y Durango, hasta el Centro y Sur del pais pasando por el Estado
de Morelos; con una gran influencia sobre la poblacion ya que se ocupa como

anticancerigeno y para ceremonias religiosas.

Dentro de la literatura podemos encontrar que una maceracion alcohdlica de la
corteza de este arbol permite obtener distintos metabolitos secundarios de tipo
lignanos, provenientes de la ruta del &cido shikimico, a los cuales se atribuyen a
una gran actividad antitumoral por estudios farmacolégicos realizados, sin embargo,
uno de los problemas que se presenta es el rendimiento muy bajo y la alta toxicidad

de estos como lo vemos con la podofilotoxina.

Los estudios realizados a esta planta han dado lugar al aislamiento y caracterizacion
de 10 lignanos de tipo podofilotoxina (ariltetralin lignanos) (Antinez-Mojica, 2019),
los cuales han sido sometidos a diferentes estudios farmacol6gicos con la finalidad
de determinar sus efectos citotdxicos y antitumorales (Chasquibol, 2003). De entre
estos lignanos destaca el metil éter de la 5-desmetoxi-B-peltatina A (2), el cual
presentd un efecto citotoxico significativo contra diferentes lineas celulares (Rojas,
2012) (Antunez Mojica, 2017) y demostrd tener menor toxicidad contra embriones

de pez cebra usados como modelo in vivo en la evaluacion.
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Debido a que estos compuestos fueron encontrados en la corteza de B. fagaroides,
el aislamiento de una mayor cantidad de (2) para complementar su evaluacion
bioldgica resulta en dafio severo a la planta, por lo que es prioritario buscarlo en

otras partes de la planta, como las hojas.

Ademas, cabe destacar que los ensayos de la actividad citotoxica mostrados en
diferentes lineas celulares como lo son KB (nasofaringeo), HF-6 (colon), MCF-7
(mama) y PC-3 (prostata) solo se han realizado con extractos hidroalcohdlicos de la
corteza del arbol de B. fagaroides, dando buenos resultados de entre las 48 a 72
horas (Andrés M. Rojas-Sepulveda, 2012).

Por lo tanto, en este trabajo se llevara a cabo el estudio fitoquimico de las hojas de
B. fagaroides para determinar la presencia de estos lignanos. Ademas, se realizara
la evaluacion citotdxica en diferentes lineas celulares para demostrar su porcentaje

de inhibicion para algunos posibles extractos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Establecer mediante un estudio fitoquimico la presencia o ausencia de lignanos

citotoxicos en las hojas de B. fagaroides.

4.2 Objetivos especificos

1) Fraccionar mediante métodos cromatogréaficos el extracto metandlico de las
hojas.

2) Purificar los metabolitos secundarios presentes en las fracciones obtenidas.

3) Obtener los datos espectroscopicos de los compuestos aislados puros.

4) Analizar e interpretar los datos espectroscépicos y proponer estructuras de
cada metabolito.
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5.MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion del material vegetal

Ejemplares de Bursera fagaroides (kunth) Engl. fueron colectados en la reserva
de la Biosfera Sierra de Huautla, el 21 de septiembre del afio 2017, por el Mtro. Fidel
Ocampo Bautista e identificado por el Mtro. Gabriel Flores Franco. El material fue
depositado en el herbario HUMO del CIByC de la UAEM, con el folio 35891.

De acuerdo con el Voucher:

Lo Lov7]
CENTRO DE INVESTIGACION EN BIODIVERSIDAD Y CONSERVACION (CIByC) kes
UNIVIRSOAD AUPrémomts b = Autonomia
ESTADO D MoRFLOS Av. Universidad 1001, Col Chamilpa. Cuernavaca, Morelas, México, C P. 62209 UAEM
,j Tel fFax ( 3207019, www.uae ¥/ciby
A&/
CIByC

Cuernavaca, Morelos, 29 de septiembre de 2017

Dra. Mayra Yaneth Antunez Mojica
Laboratorio 321 de Biomoléculas
Centro de Investigaciones Quimicas

PRESENTE

De acuerdo con su solicitud con fecha del 21 de septiembre del presente afo, para
determinar y donar los ejemplares botanicos al herbario HUMO, colectados por usted y sus
colaboradores para el proyecto de investigacién “Estudio Quimico de Bursera grandifolic
Bursera glabrifolia v Bursera fagaroides con posible actividad antiinflamatoria”. Hago de
su conocimiento que la colecta hecha, corresponde a la especie Bursera fagaroides
(Kunth) Engl. asignandole el nimero de folio 35891, Bursera grandifolia (Schitdl.) Engl
con folio 35892 y Bursera glabrifolia (Kunth) Engl. con folio 35893. Las 3 especies
pertenecen a la familia Burseraceae, colectadas en la Reserva de la Biosfera Sierra de
Huautla.

Sin mas por el momento y esperando que dichas determinaciones y numeros de folio

le ayude en su proyecto de investigacion, le envi6 un cordial saludo.

Atentamente
Por una humanidad culta

[V

M. en C. Gabriel Flores Franco
Curador del Herbario HUMO

0 aton sontilbgende of anadimints o oA SRR

J

Biodoeraioad ae Dlateco.

Figura 10: Boucher original de la recoleccion de material vegetal
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5.2 Preparacion del material vegetal, maceraciony

extraccion.

Las hojas de B. fagaroides (590 gramos) se dejaron secar a temperatura ambiente;
posteriormente se molieron y se extrajeron a temperatura ambiente mediante
maceracion, usando diferentes disolventes organicos de polaridad ascendente (n-
hexano, diclorometano, metanol), durante 72 horas.

Los extractos obtenidos fueron evaporados a presién reducida con ayuda de
rotaevaporador, obteniendo las siguientes cantidades:

TABLA 1: PESO FINAL Y DISOLVENTE DE CADA UNO DE LOS EXTRACTOS UTILIZADOS PARA
LA EVALUACION CITOTOXICA.

Disolvente Peso final del extracto (g)
n-Hexano 13.35
Diclorometano 13.59
Metanol 42.79

Cabe recalcar que cada extraccién se hizo por triplicado por 72 horas una vez que

se decantaba el disolvente, se volvia a macerar.

5.3 Evaluacion citotoxica de los extractos (metanol,

hexano, diclorometano)
Las muestras fueron evaluadas para su efecto citotoxico frente a células humanas
de cancer hepatico (Hep3B), prostata (PC-3) y cervicouterino (HeLa), mediante el
método de viabilidad celular por MTS, y utilizando al Taxotere® como farmaco de
referencia (Figura 11). Este estudio fue realizado por la Dra. Leticia Gonzalez Maya,
investigadora de la Facultad de Farmacia, UAEM.

Para la evaluacion citotoxica, se realizé6 un ensayo de viabilidad celular por
reduccion de MTS. En un vial eppendorf se agregé 100 mg de cada uno de los
extractos de las hojas de B. fagaroides y se solubilizaron con 1 mL de
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dimetilsulféxido (DMSO); primeramente, se decantd el medio de las células a
ocupar, se lavaron con PBS y se enjuagaron con Tripsina mas EDTA, una vez
enjuagadas se les afiadio Tripsinay EDTA y se incubaron de 5 a 15 minutos como
maximo, se retird la Tripsina y las células se resuspendieron en medio de cultivo

para proseguir al conteo de éstas. Se verifico la viabilidad con azul de Tripano.

En una placa de pozos, se adicion6 PBS sobre la periferia y se colocaron las células
en los pozos de en medio, 3 mil células/pozo y se procedio a incubar por 24 horas
a 37°C. Una vez pasado este tiempo se procedid a poner el tratamiento a una
concentracion de 1 mg/mL y se volvié a incubar con condiciones controladas (37°C
con una atmosfera de COz al 5% durante 48 horas para las células PC-3y Hep3By

un tiempo de incubacion de 72 horas para las células Hela.

Transcurrido el tiempo de incubacidén, se procedié a observar las células al
microscopio, se decanto el medio y se adiciono el indicador de viabilidad. Para este

caso se ocupo MTS, del cual se afadieron 20ul a cada pozo por dos horas.

Pasado ese tiempo se midi6 la absorbancia en un espectrofotémetro de Elisa a 490

nm.

Incubacicon:
372C, atm de CO2
al 5% por 48h PC3 y

hep3B, y 72h

Tratamiento
[C]:

[C] celular:

3,000
células/pozo

MTS [C]:
20 plfpozo por
2h

Lectura a A 450
nm

Figura 11: Evaluacion de la actividad citotéxica de los extractos obtenidos de las hojas de B.
fagaroides.
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5.4 Purificacion del extracto Metandlico.

Para esta primera etapa se utilizaron 41.79 g de extracto metandlico de B.
fagaroides, los cuales fueron sometidos a cromatografia en columna para separar
los compuestos presentes. Se utilizaron 60.00g de Silice para absorcion y 820.40 g
de Silice para la columna, se recolectaron fracciones de 500 mL. Las proporciones

de eluyente se describen en la siguiente tabla.

TABLA 2: FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS DE B.

FAGAROIDES.
FRACCIONES PROPORCION ELUYENTE
1-6 90:10 n-Hexano/Acetona
7-14 80:20 n-Hexano/Acetona
15-22 70:30 n-Hexano/Acetona
23-30 60:40 n-Hexano/Acetona
31-38 50:50 n-Hexano/Acetona
39-46 40:60 n-Hexano/Acetona
47-48 30:70 n-Hexano/Acetona
49-52 80:20 DCM/MeOH
53-56 70:30 DCM/MeOH
57-60 60:40 DCM/MeOH
61-64 50:50 DCM/MeOH
65 0:100 DCM/MeOH

Posterior a las fracciones se realiz6 cromatografia en capa fina para ver la
separacion de compuestos y poderlas reunir de acuerdo con el Rf que presentaba
en cada placa, que fueron reveladas con sulfato sérico y se reunieron de la siguiente

forma:
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TABLA 3. GRUPO DE FRACCIONES OBTENIDAS DEL EXTRACTO METANOLICO.

FRACCIONES CROMATOGRAFIA EN | VIAL
PLACA FINA

1-6 CCF 8:2 n-Hex/Acetona IDV4-1
7-11 CCF 8:2 n-Hex/Acetona IDV4-2
12-15 CCF 7:3 n-Hex/Acetona IDV4-3
16-22 CCF 7:3 n-Hex/Acetona IDV4-4
23-26 CCF 6:4 n-Hex/Acetona IDV4-5
27-29 CCF 6:4 n-Hex/Acetona IDV4-6
30-38 CCF 5:5 n-Hex/Acetona IDV4-7
39-43 CCF 4:6 n-Hex/Acetona IDV4-8
44-48 CCF 3:7 n-Hex/Acetona IDV4-9
49-52 CCF 2:8 n-Hex/Acetona IDV4-10

Las fracciones 27 a 29 resultaron tener una coloracion fluorescente azul en UV-366

gue se colectaron en el vial IDV4-6.

Se volvio a realizar una cromatografia en capa fina de los 10 viales y se reunieron
los viales IDV4-8 e IDV-9.

Se colocaron las dos primeras referencias menos polares R1y R2 en las fracciones
recolectadas desde IDV4-3 a IDV4-9 en un sistema 9:1 DCM/MeOH.

Para las fracciones IDV4-3 e IDV4-4 se volvi6 a sacar una CCF con un sistema 97:3
DCM/MeOH. Se reunieron las fracciones para purificar por medio de cromatografia
en columna en fase normal, el peso del extracto fue de 0.832g el cual fue nombrado
como IDV4-3,4.
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TABLA 4: PURIFICACION DE LAS FRACCIONES IDV4-3,4.

FRACCIONES PROPORCION ELUYENTE
1-20 100:0 DCM/MeOH
21-29 99:01 DCM/MeOH
30-38 95:05 DCM/MeOH

39 90:10 DCM/MeOH

Las fracciones se recolectaron de la siguiente manera:

TABLA 5. REUNION DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS POR LA PURIFICACION DE LAS

MUESTRAS IDV4-3,4.

FRACCIONES CROMATOGRAFIA EN VIAL
PLACA FINA
3-10 100:00 DCM/MeOH IDV5-1
11-26 98:02 DCM/MeOH IDV5-2
27-31 97:03 DCM/MeOH IDV5-3
32-35 96:04 DCM/MeOH IDV5-4

Estas fracciones se volvieron a ver con las referencias R1 y R2 en CCF con un
sistema 97:03 DCM/MeOH.

Posteriormente se procedi6 a la purificacion mediante cromatografia en columna

de cada una de las fracciones obtenidas anteriormente.

5.4.1 Purificacion de fraccion IDV5-1

La fraccion IDV5-1, obtenida con 100:00 DCM/MeOH del fraccionamiento inicial del
extracto metandlico con un peso inicial de 24.4mg, fue purificada mediante
cromatografia en columna, utilizando 5.00 g de silice gel y un gradiente de
Diclorometano/Acetona como sistema de elucion. En la tabla 6 se resume este

proceso cromatogréfico.

Estudio fitoquimico de las hojas de B. fagaroides



TABLA 6: PURIFICACION DE LA FRACCION IDV5-1.

FRACCIONES PROPORCION ELUYENTE
1-10 98:2 DCM/Acetona
11-20 97:3 DCM/Acetona
21-30 96:4 DCM/Acetona
31-40 95:5 DCM/Acetona

El compuesto de interés se obtuvo en las fracciones 1 a 18. Las fracciones

posteriores se desecharon por no contener compuestos.

Se reunieron las fracciones 1 a 18 y se recolectaron como la fraccién IDV7-1, en la
cual resulté un compuesto verde que peso 15.9 mg. Se registré en RMN a la fracciéon

(LAB11-06), preparando la muestra a una concentracion de 3.5mg/mL en CDCls.

5.4.2 Purificacion de fracciéon IDV5-2

La fraccion IDV5-2, obtenida con 98:02 DCM/MeOH del fraccionamiento inicial del
extracto metanolico con un peso de 27.3 mg, fue purificada mediante cromatografia
en columna, utilizando 5.00 g de silice gel y un gradiente de Diclorometano/Acetona

como sistema de elucion. En la tabla 7 se resume este proceso cromatogréfico.

TABLA 7: FRACCIONES OBTENIDAS DE IDV5-2.

FRACCIONES PROPORCION ELUYENTE
1-10 99:01 DCM/Acetona
11-20 98:02 DCM/Acetona
21-30 97:03 DCM/Acetona
31-40 96:04 DCM/Acetona
41-50 98:02 DCM/MeOH
51-60 96:04 DCM/MeOH
61-70 100 MeOH
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Las fracciones fueron agrupadas de la siguiente manera de acuerdo con su similitud

en CCF:

TABLA 8: GRUPO DE FRACCIONES OBTENIDAS DE IDV5-2.

FRACCIONES CROMATOGRAFIA EN VIAL
CAPA FINA
9-14 100 DCM IDV8-01
15 100 DCM IDV8-02
16-20 98:02 DCM/Acetona IDV8-03

Las fracciones IDV8-01 (1.7 mg) e IDV8-03 (3.3 mg) fueron analizadas por RMN*H.
(Las fracciones fueron etiquetadas como: IDV8-01 - LA11-04 e ID8-03 - lal1-05

para el analisis de RMN).

5.4.3 Purificacion de fraccion IDV5-3
La fraccion IDV5-3, que se obtuvo con el sistema 97:03 DCM/MeOH del
fraccionamiento inicial del extracto metandlico con un peso inicial de 36 mg, fue
purificada mediante cromatografia en columna, utilizando 6.00 g de silice gel y un
gradiente de Diclorometano/Acetona como sistema de elucién. En la tabla 9 se

resume este proceso cromatografico.

Cromatografia en columna con sistema 97:03 DCM/Acetona en gradiente.
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TABLA 9: FRACCIONES OBTENIDAS DE IDV5-3.

FRACCIONES PROPORCION ELUYENTE
1-10 97:03 DCM/Acetona

11-20 96:04 DCM/Acetona
21-25 95:05 DCM/Acetona
26-30 94:06 DCM/Acetona
31-35 93:07 DCM/Acetona
36-40 100 DCM
41-45 98:02 DCM/MeOH
46-50 96:04 DCM/MeOH
51-55 94:06 DCM/MeOH
56-60 92:08 DCM/MeOH
61-70 100 MeOH

Después de fraccionar el vial IDV5-3 se procedié a hacer la recoleccion de las

fracciones y se peso cada una de las fracciones.

TABLA 10: GRUPO DE FRACCIONES OBTENIDAS DE IDV5-3.

FRACCIONES CROMATOGRAFIA EN VIAL PESO
CAPA FINA
13-19 98:02 DCM/Acetona IDV9-1 1 mg
20-22 98:02 DCM/Acetona IDV9-2 4.5 mg
23-26 98:02 DCM/Acetona IDV9-3 6.2 mg
27-37 97:03 DCM/Acetona IDV9-4 8.9 mg
38-44 96:04 DCM/Acetona IDV9-5 0.1 mg
45-51 96:04 DCM/Acetona IDV9-6 6.7 mg
52-70 8:2 DCM/MeOH IDV9-7 2.6 mg
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La fraccion IDV9-3 quedo pendiente de mandar a RMN.

5.4.4 Purificacion de fraccion IDV5-4

La fraccion IDV5-4, obtenida con el sistema 96:04 DCM/MeOH del fraccionamiento
inicial del extracto metandlico con un peso inicial de 260 mg, fue purificada mediante
cromatografia en columna, se utilizaron 14 g de silice gel y un gradiente de
Diclorometano/Metanol para la elucidacién de los compuestos. En la tabla 11 se

resume este proceso cromatografico.

TABLA 11: FRACCIONES OBTENIDAS DE IDV5-4.

FRACCIONES PROPORCION ELUYENTE
1-6 100:0 DCM/MeOH

7-12 99:01 DCM/MeOH
13-18 98:02 DCM/MeOH
19-24 97:03 DCM/MeOH
25-30 96:04 DCM/MeOH
31-36 95:05 DCM/MeOH
37-40 00:100 DCM/MeOH

Las fracciones obtenidas de IDV5-4 se reunieron obteniendo tres grupos de

fracciones (tabla 12).

TABLA 12: GRUPO DE FRACCIONES OBTENIDAS DE IDV5-4.

FRACCIONES CROMATOGRAFIA EN VIAL
CAPA FINA
13-17 95:05 DCM/MeOH IDV10-1
18-22 95:05 DCM/MeOH IDV10-2
23-25 94:06 DCM/MeOH IDV10-3
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez terminado el proceso de purificacion por cromatografia en columna con
sistemas de gradientes empezando con disolventes menos polares a mas polares,
las fracciones obtenidas tenian un color verde fuerte, con olores muy caracteristicos

del copal, ademas, de ser compuestos cerosos que se pegaban en el fondo del vial.

Las fracciones obtenidas que se analizaron por Resonancia Magnética Nuclear y

Sus pesos, fueron las siguientes:

TABLA 13: FRACCIONES OBTENIDAS POR PURIFICACION EN CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA.

FRACCION RMN PESO OBTENIDO
IDV7-01 LAB11-06 15.9 mg
IDV8-01 LAB11-04 1.7 mg
IDV8-03 LAB11-05 3.5mg

6.1. Actividad citotoxica y antiproliferativa

Los extractos de n-hexano, diclorometano y metanol obtenidos de las hojas de B.
fagaroides se evaluaron preliminarmente a la concentracion de 1 mg/mL para
determinar su efecto citotoxico frente a células de cancer hepético (Hep3B), prostata
(PC3) y cérvico uterino (HeLa), mediante el método de viabilidad por MTS “3-
(4,5)Dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxi-metoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio”
(Figura 12).
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Figura 12: molécula de MTS.

La tabla 14 muestra los resultados obtenidos.

TABLA 14: % DE INHIBICION DE EXTRACTOS DE LAS HOJAS DE B. FAGAROIDES

%viab %viab %viab

74.21 +2.66 25.79 53.64 + 46.36 43.25+ 56.75 +
2.66 4.92 4.92 7.68 7.68

74.96 + 6.36 25.04 + 89.13 10.87 £ 41.66 * 58.34 +
6.36 2.96 2.96 4.08 4.08

84.85 +2.60 15.15+ 88.32 + 1132 50.93 + 49.07 =
2.60 3.24 3.24 2.29 2.29

*Como control positivo (+) se utilizé Taxotere®
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[Clso] TAXOL

PC3 ‘ 12 nM
HEP3B ‘ 38.6 nM

HELA ‘ 5.6 nM

Como se puede observar, en el ensayo de viabilidad celular de los diferentes
extractos que se hicieron con las hojas de B. fagaroides, se obtuvieron buenas
respuestas inhibitorias frente a las tres lineas celulares en las que se hizo el estudio,
siendo el extracto metandlico el que tuvo un mayor porcentaje de inhibicion para
todas las lineas celulares, pero con mayor porcentaje a las células Hela

(cervicouterino) con un 56.75% de inhibicion.

Es de notarse que en la linea celular PC3 es donde mas diferencia se puede
observar con los tres extractos; como vemos, en el extracto metandlico el porcentaje
de inhibicion es de 46.36%, mientras que para el hexanico y el diclorometano el

porcentaje de inhibicion es de 10.87% y 11.32% respectivamente.

Las células Hep3B (higado) fueron las menos sensibles a los extractos, aunque el
mayor porcentaje fue de 25.79% con el extracto metandlico. No se descarta que se
pudiera encontrar alguna sustancia efectiva contra estas células, ya que el extracto
consiste en una mezcla compleja de compuestos que pudieran estar enmascarando

el efecto de algunos de ellos.

Cabe destacar que hasta el momento no se han reportado datos de la actividad
citotdxica de extracto de las hojas, ya que todos los estudios que se han realizado
han sido de la corteza y tallos de B. fagaroides. Para poder comparar la actividad
citotoxica de las hojas con la reportada para el extracto metandlico de la corteza, se

requiere obtener la ICso del extracto obtenido de las hojas.

Como sabemos, el cancer de mama se ha convertido en uno de los problemas mas
importantes, ya que el 25% de las pacientes lo padecen y en 2016 Pefia-Moran y

colaboradores hicieron un estudio del analisis de citotoxicidad de podofilotoxina
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natural de Bursera fagaroides, en donde hallaron que con diferentes
concentraciones de Podofilotoxina detenian la proliferacion celular de diferentes

lineas de cancer de mama.

Se ha reportado que diferentes compuestos de tipo lignano presentaron actividad
citotéxica dependiente de la dosis con un intervalo IC50 = 0.011-7.22 uM (Omar
Aristeo Pefa-Mora, 2016), por lo que podemos decir con certeza que nuestros

resultados son satisfactorios con los realizados en la corteza en 2016.

6.2. Purificacion del extracto Metandlico de las hojas de Bursera

fagaroides.

El fraccionamiento cromatografico del extracto metanodlico de las hojas de B.
fagaroides se resume en el esquema de fraccionamiento de la Figura 13. El
fraccionamiento cromatografico primario del extracto (41.7 g), utilizando gradientes
de polaridad creciente de n-hexano y DCM-MeOH, proporcion6 65 fracciones de
500 mL cada una. Estas fracciones se agruparon en 9 grupos, identificados como
IDV4-1-9 (Tabla 02, ver parte experimental), de acuerdo con su similitud en

cromatografia en capa fina (CCF).
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Figura 13: Esquema de purificacion del extracto metanolico de las hojas de B. fagaroides

Estas fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina, utilizando

muestras auténticas de los lignanos acetilpodofilotoxina y el éter metilico de la 5'-

desmetoxi (B-peltatina-A aislados anteriormente de la corteza (Figura 14). Este

analisis permitié identificar que las fracciones IDV4-3 e IDV4-4, que mostraron

constituyentes con Rf similar al de las muestras de referencia (Figura 15), por lo que

fueron agrupadas y se procedio a su purificacion por cromatografia en columna.
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Figura 14: Cromatografia en capa fina de las fracciones IDV4-3 a IDV4-9 obtenidas de la
cromatografia del extracto metandlico, utilizando las referencias R1= Acetilpodofilotoxina y R2= éter

metilico de 5'- desmetoxi 3-peltatina-A en un sistema de elucién 9:1 Diclorometano/Metanol

OCH,

oL
-nllllllg
(3]

: o i o)
H5CO OCH,4 H OCH,4
OCHj CH,
Acetilpodofilotoxina Eter metilico de 5'-desmetoxi B—peltatina-A

Figura 15: Moléculas referencias para la cromatografia en capa fina R1=Acetilpodofilotoxina
"izquierda" y R2= Eter metilico de 5'- desmetoxi B-peltatina-A “derecha”
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Figura 16: CCF de las fracciones IDV4-3 (F2) e IDV4-4 (F3) con los lignanos de referencia R1y R2

El andlisis cromatografico de las fracciones IDV4-3 e IDV4-4 (0.83 g) se realiz6
utilizando una columna de vidrio empacada con silice gel, eluyendo con un gradiente
de DCM-MeOH. Las fracciones menos polares (Fr 3-10, IDV5-1) mostraron en CCF
(Figura 16) una mancha homogénea visible a la luz UV, por lo que se purificaron
mediante columna cromatogréfica, utilizando como eluyente un gradiente de DCM-
acetona. De este fraccionamiento, las fracciones menos polares (1-18) mostraron
una sustancia homogénea en CCF (Figura 17). La reunién de estas fracciones
permitié la obtencién de 15.9 mg de un compuesto ceroso de color verde etiquetado
como IDV7-1 (LAB-06).
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Figura 17: CCF de fracciones recolectadas de la cromatografia de IDV4-3 e IDV4-4.

Figura 18: CCF de las fracciones menos polares fraccion IDV5-1.
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6.3. Analisis de los compuestos obtenidos por medio de RMN.

El espectro de RMN *H perteneciente al fraccionamiento IDV7-1 (Espectro 1) mostré
sefales caracteristicas de un lignano del tipo aril tetralino; sin embargo, se puede
observar que se trata de una mezcla de compuestos, ya que entre 3 5.90y & 6.04
se observan varias sefiales correspondientes a grupos metilendioxi unidos a un
anillo aromatico caracteristicos de los lignanos ariltetralina encontrados en B.
fagaroides. Entre 6 4.00 y 5 4.30, se observan sefales que se asignan a grupos

metoxilo unidos también a anillos aromaticos.

N —
50 48 46 44 42 4.0 38 3.6 34 3.2 3.0 28 26 24 22
f1 (ppm)

r—r—p——y— T

T T T T T T
.8 5.6 54 5.2

76 74 72 7.0 68 6.6 64 6.2 6.0 5

Espectro 1. *H RMN 200MHz (CDCls) de compuesto obtenido IDV-7-1 (LAB11-06)

En este caso, se observan cuando menos cuatro sefiales caracteristicas de grupos
metilendioxi (5 5.92, 56 5.93, 56 5.96 y 6 6.04) lo que establece la existencia de una
mezcla de cuando menos cuatro compuestos (Figura 19). Asi mismo, en el espectro
se observan sefales caracteristicas de los protones aromaticos de los anillos By E
del esqueleto del lignano. En la Figura 19 se observa la expansion de esta zona del
espectro, en donde se aprecian las sefales en ¢ 6.58 (s, 2H), 6.72 (m, 3H), 6.88 (d,
1H), 7.07 (d, 2H), 7.50 (s, 1H), asignadas a los anillos aromaticos.
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Figura 19: Expansién de la zona de & 5.7-8.1 del espectro de RMN*H del compuesto IDV-7-1.

Las sefiales en 6 3.98, 8 4.03, 6 4.23 y & 4.26 corresponden a metoxilos que estarian
ubicados en los anillos A y E del lignano; sin embargo, por tratarse de un compuesto
no purificado, es dificil establecer su asignacion adecuada. Finalmente, las sefiales
multiplete centradas en 3 2.57, 6 2.99 y 6 3.22 se asignan a los protones alifaticos

de los anillos C y D (Figura 20).
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Figura 20: Expansion de la zona de & 1.9 a 8 4.7 del espectro de RMN *H de IDV-06.

El andlisis preliminar permite establecer que este compuesto es una mezcla de aril
tetralin lignanos que requiere purificacion posterior para su correcta elucidacion.
Cabe mencionar que en el andlisis por CCF, esta mezcla muestra una sola mancha
homogénea, por lo que se requerira utilizar la técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) para su purificacion. Esta técnica ya
fue usada con anterioridad para resolver mezclas de este tipo en la corteza como lo
indica (Andrés M. Rojas-Sepulveda, 2012).

La purificacién de la segunda fraccion (IDV5-2) de la cromatografia principal, eluida
con un sistema de DCM-MeOH 98:2, fue sometida a analisis cromatografico en
columna abierta de silice gel, utilizando un gradiente de DCM-acetona, obteniendo
3 grupos de fracciones. La Figura 21 ilustra el analisis por CCF de estas fracciones.
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Figura 21: Analisis cromatografico de las fracciones obtenidas de la purificacion de IDV5-2.

Las fracciones menos polares 9-14 mostraron una mancha homogénea en CCF
(Figura 21), por lo que se reunieron, obteniendo 2 mg de un residuo ceroso Fraccién
LAB11-04. El espectro de RMN H de este compuesto (Espectro 2) mostro, al igual
que para el compuesto anteriormente discutido (IDV-7-1), las sefales
caracteristicas de un lignano (Rojas-Sepulveda et al, 2012).
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Espectro 2: *H RMN 200 MHz (CDClIs) de compuesto obtenido IDV8-1 (LAB11-04).
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Figura 22: Espectro de RMN 'H de burseranina Tomada de: (Sepulveda, 2012).
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En la region de 6 6.3 a & 7.5, se observa una gran cantidad de sefiales asignables
a protones aromaticos; al comparar este espectro con el de la burseranina, obtenida
anteriormente por Rojas-Sepulveda de la corteza (Figura 22), es posible identificar
las sefales para H-5" en 6 6.87, H-2' y H-6’ en & 6.66, y H-3 en 5 6.32 (Figura 23).
Como puede observarse, estas sefiales se encuentran superpuestas con muchas
otras, lo que indica que se trata de una mezcla compleja de compuestos, en la que
la burseranina puede estar presente debido a su similitud en el Rf con el informado.
Lo mismo ocurre al analizar la region del espectro 6 5.8 a 6 6.1, donde aparecen las
sefales de los grupos metilendioxi (Figura 24). La expansién de la zona evidencia
principalmente la presencia de dos grupos de sefiales; una en & 6.04, asignada a
un metilendioxi unido al anillo F, y el otro, en § 5.92, que se asigna a un metilendioxi
unido al anillo B del esqueleto de lignano. La sefal a 6 6.04 permite establecer que
el compuesto mayoritario de la mezcla contiene un metilendioxi en el anillo F, como

la burseranina, aislada anteriormente de esta especie.

<=
6320 4uE
8

T | R T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 79 78 77 76 75 74 7.3 7.2 7.1 70 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
f1 (ppm)

Figura 23: Expansion de la region de & 6.2 a & 8.0 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) de
IDV8-1.
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Figura 24: Expansion de la regioén de & 5.6 a 6 6.2 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls3) de
IDV8-1.

Asi mismo, en 6 4.0 aparece una sefial singulete asignable a un metoxilo unido a
anillo aromatico. De igual manera, es posible observar otras sefiales mas pequefias
correspondientes a las otras moléculas de la mezcla. El resto de las sefales de la
region entre 6 2.5 y 4 4.3, corresponden a los protones alifaticos H-7, H-7’, H-8, H-
8y H-9.

Las evidencias espectroscopicas aqui discutidas indican que la identidad de este
compuesto es de la burseranina (Figura 25). Desafortunadamente, no contamos con
alguna muestra auténtica de este compuesto para poder realizar una comparacion
directa, ademas del hecho de que el compuesto aislado se encuentra impuro, y se

requiere llevar a cabo su purificacion para establecer su identidad inequivocamente.
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Figura 25: Compuesto de Burseranina

El andlisis cromatografico de la fraccién IDV5-2 (Figura 21) indica que la fraccion 15
se encuentra pura, y muestra coincidencia con el Rf del éter metilico de la 5'-
desmetoxi-B-peltatina-A, por lo que el residuo de aspecto ceroso y color verde fue

analizado mediante RMN !H (Espectro 3).
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Espectro 3: *H RMN 200MHz (CDClIz) de compuesto obtenido IDV8-03 (LAB11-05).
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Figura 26: RMN 400MHz de compuesto 5’-desmetoxi-B-peltatina-A-metil éter Tomada de:
(Sepulveda, 2012).

En la Figura 26 se muestra el espectro obtenido por (Rojas, 2012) de la molécula
5’-desmetoxi-B-peltatina-A-metileter, la cual parece tener algunas similitudes en las
bandas mas significativas como lo son los 2 grupos metoxilos (O-CHs) con un
desplazamiento de & 3.84 y 6 3.86, en las posiciones 3’ y 4’ correspondientes al

anillo E del lignano (Figura 27).
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Figura 27: Expansion de la region de & 3.70 a 4 4.00 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDClz) de
IDV8-03.

Asi mismo podemos ver la sefial en campo bajo con desplazamiento de & 5.93 (O-
CH2-0) del anillo A. Sin embargo, no existe informacion clara de algunas sefiales
faltantes para poder asignar una estructura molecular definida, como la sefal del
grupo metoxilo del anillo B y algunas sefiales de hidrogeno que no se logra definir
con claridad su integracion. Esto podria deberse a algunas impurezas y ceras que
aun estan junto con el compuesto. En corteza se encontré que el éter metilico de la
5’-desmetoxi B-peltatina A se encuentra mezclada con 5
desmetoxidesoxipodofilotoxina, por lo que es probable que tengamos el mismo tipo
de mezcla. Es importante destacar que la separacion de esta mezcla fue posible

utilizando HPLC de fase reversa (Andrés M. Rojas-Sepulveda, 2012).

Sin embargo, también existe una similitud con el compuesto aislado por Rojas-
Sepulveda (desoxipodofilotoxina) (Fig. 28), ya que en un desplazamiento entre
3.70 y & 3.90 podemos observar las sefiales caracteristicas correspondientes a
metoxilos OCH3-3’, OCH3-5" y OCHzs-4’ (Fig. 29).

Estudio fitoquimico de las hojas de B. fagaroides



C D &®
-~ B y y
ot
1 iv |\
o}
=1
T
OCHz3' 57 e
«— E |
OCH; & SN

OCHz4'—>

_

— T — 7 —
7 13 H 4 3 2 1 ppm

Figura 28: RMN 400MHz de compuesto Desoxipodofilotoxina Tomada de: (Sepulveda, 2012).

Podemos visualizar una sefial correspondiente a un metilendioxi en un
desplazamiento 6 5.90 del anillo A Fig. 30, y las sefales 6 2.90 corresponderian a
los hidrogenos H-8’, H-8 y H-7 Fig. 31, la sefial 56 4.10 corresponderia al hidrégeno
H-9B, se observa una sefal similar 8 4.50 del hidrégeno H-9a y H-7’ y las sefiales &
6.40 y 6 6.70 correspondientes a los hidrégenos H-2’, H-6’ y H-3 respectivamente
Fig. 32.
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Figura 29: Expansion de la region & 3.6 a 6 4.0 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCIs) de IDV8-
03.
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Figura 10: Expansion de la region 3 5.8 a § 6.0 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCIs) de IDV8-

03.
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Figura 11: Expansion de la region 6 2.7 a 6 3.1 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCIs) de IDV8-
03.
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Figura 12: Expansion de la regiéon 8 6.3 a 8 6.7 del espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCIs) de IDV8-
03.
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7.CONCLUSIONES

Hasta el momento se han logrado aislar de manera satisfactoria 3 compuestos,
(IDV8-1) LAB11-4, LAB11-5(IDV8-2) y LAB11-6 (IDV7-1). Estos compuestos fueron
obtenidos de fracciones procedentes de recromatografias de grupos de ellas, que
se originaron de la cromatografia principal realizada al extracto metandlico, por lo
que tienen impurezas que deben ser eliminadas para establecer la identidad
inequivoca de los compuestos. Los compuestos IDV8-1 e IDV8-2 fueron
tentativamente caracterizados como burseranina y metil éter de la 5’-desmetoxi-3-
peltatina-A, de acuerdo con las evidencias espectroscépicas en RMN !H, y a su
similitud en Rf con muestras auténticas disponibles en el laboratorio. Todas las
fracciones que se han obtenido hasta este momento presentan impurezas y ademas
se han obtenido como ceras color verde bandera, las cuales se pueden purificar
mediante HPLC, como se describe en la literatura consultada.

Los extractos de n-hexano, diclorometano y metanol obtenidos de las hojas de B.
fagaroides mostraron efecto citotoxico importante frente a células de cancer
cervicouterino (HelLa), préstata (PC3) y hepatico (Hep3B). Las células presentaron
mayor sensibilidad frente al extracto metandlico, aunque aun es necesario
determinar la ICso para poder llevar a cabo una comparacion directa con el efecto
citotéxico de los extractos obtenidos de la corteza. Se puede observar que los
extractos de las hojas se comportan de manera similar a los extractos de la corteza,
en donde el extracto metandlico presenta la mayor actividad citotdxica. El analisis
fitoquimico preliminar realizado en este trabajo permite concluir que el extracto
metandlico de las hojas contiene varios lignanos, de los cuales al menos dos, la
burseranina y el éter metilico de la 5-desmetoxi-B-peltatina A, se encuentran

también en la corteza.

Es importante destacar que el éter metilico de la 5’-desmetoxi-B-peltatina A es uno
de los lignanos mayoritarios presentes en la corteza, ademas de que estudios de
biologia y reconocimiento moleculares por RMN, indicaron que este compuesto
presenta citotoxicidad, con una Clso de orden nano molar, lo cual indica un efecto

citotoéxico importante en diferentes lineas celulares, incluida PC3 (Mayra Antunez-
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Mojica, 2016). Asi mismo, se demostré que, mediante la unidén con tubulina,
desencadena la despolimerizacion de microtabulos. Los microtibulos juegan un
papel primordial en la mitosis de las células. Entre sus funciones principales
destacan la de formar el huso mitdtico y participar en la division celular,
especificamente en la alineacién y separacién de los cromosomas (mitosis).
Asimismo, mantienen la forma de la célula y participan en el transporte intercelular
(William N. Hait, 2007)

La principal contribucion de este trabajo es el haber demostrado la presencia del
éter metilico de la 5’-desmetoxi B-peltatina A en las hojas de B. fagaroides. Es claro
gue la presencia de esta molécula tan importante en las hojas permitira continuar
con su estudio sin dafar las escasas poblaciones existentes de esta planta

medicinal mexicana.
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8.PERSPECTIVAS

Purificar por medio de HPLC las fracciones obtenidas para definir con claridad su

estructura molecular.

Purificar por cromatografia en columna las fracciones obtenidas del extracto
metanolico para obtener mas cantidad de los compuestos que se lograron
identificar, y hacer mas pruebas para tener mayor claridad de si existe algin otro

compuesto de tipo lignano.

En caso de que existiera la presencia de algiin compuesto nuevo de tipo lignano
gue no esté descrito en el extracto de corteza, comparar su actividad bioldgica con

otros compuestos activos de B. fagaroides ya evaluados.
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