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1. Introduccion

La naturaleza proporciona una gran diversidad de productos y es una importante
fuente de nuevas moléculas bioldgicamente activas para la deteccién de drogas. Los
productos naturales han sido la fuente de la mayoria de los activos ingredientes de los
medicamentos y han inspirado el desarrollo molecular, lo que ha llevado a avances en las
metodologias sintéticas y la posibilidad de generar compuestos con mejores propiedades
farmacoldgicas. Los compuestos de los productos de origen natural son estructuras
moleculares seleccionadas por los procesos evolutivos para interactuar con una amplia
variedad de proteinas y otros objetivos bioldgicos con fines especificos que pueden ayudar
a curar o aliviar enfermedades graves. En general son metabolitos secundarios producidos
por los organismos en respuesta a algunos estimulos externos tales como infecciones,
heridas, sequedad o cambios nutricionales, algunos son utilizados por las plantas para la

atraccion y proteccion.

1.1. Productos naturales

Méas de 100 compuestos derivados de productos naturales estan actualmente
sometidos a ensayos clinicos y por lo menos 100 proyectos similares estan en desarrollo de
preclinica (Cuadro 1). La mayoria son derivados de las plantas y fuentes microbianas
(Butler, 2008).

Cuadro 1. Medicamentos a base de productos naturales en diferentes etapas de
desarrollo (Butler, 2008)

Fase de desarrollo | Plantas | Bacterias | Hongos | Animal | Semisintético | Total
Preclinica 46 12 7 7 27 99
Fase 1 14 5 0 3 8 30
Fase 2 41 4 0 10 11 66
Fase 3 5 4 0 4 13 26
Pre-registro 2 0 0 0 2 4
Total 108 25 7 24 61 225

En el cuadro 2 se muestra el uso clinico de algunos principios activos aislados de
fuentes vegetal.
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Cuadro 2. Uso clinico de algunos principios activos aislados de fuente vegetales
(Damian-Badillo, 2008)

Fuente vegetal Principio activo

Uso clinico

Agrimonia supatoria | Agrimofol

Antihelmintico

Colchicum autumnale | Colchicina

Agente antitumoral anti- gota

Digitalis purpurea Digitalina, digitoxina o digoxina | Cardiotdnico
Mucuna sp L-Dopa Agente anti-Parkinson
Taxus brevifolia Taxol Antitumoral

Los proyectos a base de productos naturales son en su mayoria un estudio para su

uso contra el cdncer o como anti-infecciosos, pero muchas otras areas terapéuticas también

estan incluidas como se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Categorias terapéuticas de los farmacos derivados de productos
naturales en diferentes etapas de desarrollo (Butler, 2008)

Area terapéutica Preclinica | Fase | Fase | Fase Pre- |Total
1 2 3 registro

Cancer 34 15 26 9 2 86
Infecciones 25 4 7 2 2 40
Neurofarmacologicos 6 3 9 4 0 22
Cardiovasculares/Gastrointestinales 9 0 5 6 0 20
Inflamacién 6 2 9 1 0 18
Metabdlicos 7 3 6 1 0 17
Piel 7 1 2 0 0 10
Hormonal 3 0 2 1 0 6
Inmunosupresores 2 2 0 2 0 6
Total 99 30 66 26 4 225
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La busqueda de agentes especificos anticancerosos a partir de las plantas ha sido
una motivacién econémica de varias iniciativas publicas y privadas. En los ultimos afios ha
aumentado el interés de las industrias farmacéuticas en buscar farmacos mas potentes y
menos toxicos. En el cuadro 4 se muestra una relacion de las instituciones de diferentes
paises que realizan investigaciones a partir de las plantas medicinales para obtener posibles
productos potenciales para el tratamiento del cancer y la cantidad de moléculas que han
encontrado (Laza et al., 2003).

Es importante mencionar que existe una gran diversidad de estructuras con actividad
anti-cancerigena aisladas de especies vegetales, algunas de ellas son tan complejas que

dificilmente se podrian sintetizar quimicamente.

Cuadro 4. Principales Instituciones que realizan investigacion de productos vegetales
(Laza etal., 2003)

Institucion Pais Numero de candidatos
terapéuticos
Instituto de Investigacion Italia 25
Farmacoldgica Mario Negri
Hospital Bichat-Claude Bernard Francia 13
Instituto Nacional de Cancer Estados Unidos 125
de América
Universidad del Estado Wayne Estados Unidos 56
de América
Centro de Investigacion de Cancer Alemania 10
Centro de Cancer Aichi Japoén 34
Escuela de Medicina de la Nueva Zelanda 14
Universidad de Auckland




11QB

1.2. Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial registrando 7.9
millones de defunciones en el 2007 (Fig. 1), equivalentes a aproximadamente el 13 % de
todas las muertes a nivel mundial (OMS 2009). Las muertes por cancer en todo el mundo
continuardn aumentando, con un estimado de 12 millones en 2030 y para el 2050, la carga
mundial de muertes a causa del cancer se espera que crezca a 27 millones de nuevos casos
y 17,5 millones de muertes (OMS 2009).

El cancer es un término genérico para un grupo grande de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del cuerpo (OMS, Nota preventiva 297, 2009). Una
caracteristica que lo define es la generacion rapida de células anormales que crecen mas
alla de sus limites normales y que luego pueden invadir zonas adyacentes del organismo o
diseminarse a otros 6rganos a lo cual se le conoce como metéastasis (Florez et al., 2000).
Hoy en dia, millones de personas viven con cancer o han padecido de cancer (Global

Cancer Facts and Figures 2007).

Fig. 1. Principales causas de mortalidad por cancer a nivel mundial
(OMS Nota preventiva, 2009)
En cuanto a México los tumores malignos ocupan el tercer lugar en la lista de

causas de defuncion con 67,048 defunciones en el 2008, que representaron el 12.4 % del

total de defunciones, ver cuadro 5.

Cuadro 5. Principales causas de mortalidad en los Estados Unidos Mexicanos en el 2008.
INEGI/Secretaria de Salud. DGIS, 2008

Orden Causas Defunciones %
1 Enfermedades del corazon 92,267 17.2
2 Diabetes mellitus 75,637 14
3 Tumores malignos 67,048 12.4

Ademas de las pérdidas humanas a causa del cancer, el costo financiero familiar y
del sector gubernamental de salud es importante. Los costos directos incluyen los pagos y

los recursos utilizados para el tratamiento, asi como los costos de la atencion y
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rehabilitacion relacionadas con la enfermedad. Los costos indirectos incluyen la pérdida de
la produccion econdmica debido a costos de morbilidad y mortalidad (Hechos y cifras del
cancer Mundial 2007).

Las modalidades principales para el tratamiento del cancer son la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia; estos se pueden usar solos o en combinacion. La
quimioterapia ha sido una modalidad de tratamiento importante para el cancer. Esto ha
llevado a un creciente interés en el desarrollo de medicamentos contra el cancer que
provienen de fuentes relativamente no toxicas como las plantas medicinales. Los buenos
resultados clinicos conseguidos con farmacos de origen vegetal se ejemplifican en el caso
del Taxol®, diterpenoide aislado de la corteza de Taxus brevifolia y de varias especies de
Taxus. Otros compuestos de interés son la Combretastina, un estilbeno con actividad
antineoplasica; el Resveratrol presente en uvas y vinos tintos, un estilbeno con propiedades
antitumorales; y los alcaloides Vinblastina y Vincristina aislados de una planta de

Madagascar, Catharanthus roseus (Cordell et al., 2006).

El farmaco anticancerigeno ideal es el que pudiera destruir solo las células
cancerosas sin dafiar las células normales, pero este farmaco no existe. En el cuadro 6 se
describen los principales mecanismos de accién de algunos farmacos anticancerigenos

obtenidos a partir de recursos naturales vegetales.

Cuadro 6. Principales mecanismos de accién de algunos farmacos
anticancerigenos obtenidos a partir de recursos naturales vegetales

Compuestos Mecanismo de accion Fuente Referencia
Vincristina Inhibicién de la polimerizacion Catharanthus Jordan et al., 1991
de tubulina roseus
Docetaxel Promocién de la estabilizacién | Taxus brevifolia Lifeng, 2001
de tubulina
Etopdsido  [Inhibicién de la topoisomerasa Il |Podophyllum Baldwin et al., 2005
peltatum y emodi
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1.3. Ensayos de citotoxicidad in vitro

La citotoxicidad celular constituye uno de los mecanismos de muerte de
determinados compuestos naturales, que consiste en la capacidad para interaccionar con
células y destruirlas. Cualquier tipo celular, normal o patolégico, puede ser potencialmente
susceptible a la citotoxidad (Lozano et al., 2001), es por esto, que se han puesto en practica
varios métodos experimentales para la determinacion de la citotoxicidad y toxicidad.

El Multicentro de Evaluacion de la Citotoxicidad in vitro MEIC por sus siglas en
inglés, se inici6 en 1983 e investiga la capacidad de los ensayos de citotoxicidad in vitro
para predecir la letalidad aguda por via oral en seres humanos y se basa en el supuesto de
que los sistemas de cultivo in vitro pueden transferirse a modelos in vivo, ya que los
sistemas in vitro son responsables de una gran cantidad de efecto toxicos in vivo, un
ejemplo de ello es la toxicidad resultante de la interferencia de estructuras celulares y las
funciones como membranas celulares, metabolismo, regulacion de iones y la division
celular que son comunes en todas las células humanas y animales. Los criterios de
valoracion de citotoxicidad utilizados y aceptados fueron la proliferacion celular, viabilidad
celular, indicadores metabdlicos, indicadores de membranas e indicadores de diferenciacion
(NICEATM y ICCVAM, 2006).

Sin embargo, se ha observado que la citotoxicidad in vitro no es concluyente para
sustituir a los métodos in vivo en la determinacion de la toxicidad oral aguda debido a que
ninguno de los modelos in vitro han sido examinados adecuadamente, a corto plazo son
utiles para la estimacion de la dosis inicial de toxicidad aguda, ademéas de que se puede
especular la especificidad de oOrgano diana y factores in vivo, como la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) que modulan la actividad de un
xenobidtico (NICEATM y ICCVAM 2006).



11QB

1.4. Artemia salina

Uno de los mejores métodos para la determinacion de la toxicidad y citotoxicidad
por sus caracteristicas es el que Meyer (1982) vy su grupo desarrollaron, el cual es un
bioensayo que utiliza el crustaceo de mar A. salina.

El camar6on de mar A. salina crece en lagos salados, estanques salinos y se
encuentran distribuidos por todo el mundo. En ciertos momentos del afio grandes
cantidades de minusculas particulas marrones (de 200 a 300 micrometros de diametro)
aparecen flotando en la superficie de los lagos y son arrojadas hacia las orillas por la accion
de las olas y el viento. Este polvo aparentemente inerte estd formado por quistes secos,
inactivos, en estado de criptobiosis (“durmientes”) manteniéndose asi tanto tiempo como
permanezcan secos. Una vez puestos en agua de mar, los quistes bicdncavos se hidratan
tomando forma esférica y el embrion recobra su metabolismo interrumpido. Tras unas 24
h, la membrana externa de los quistes se rompe y aparece el embridén rodeado de la
membrana de eclosion. Durante las horas siguientes el embrién abandona completamente la
cascara del quiste colgando entretanto de la cascara vacia a la cual permanece todavia unido
(estado de “umbrella”). Dentro de la membrana de eclosion se completa el desarrollo del
nauplio, sus apéndices comienzan a moverse y en un breve periodo de tiempo, la membrana
de eclosion se rasga (“hatching”) emergiendo el nauplio que nada libremente.

La eclosion de los huevos se produce tras un periodo variable de 24 h, dando paso a
un segundo estadio embrionario en el que el organismo sigue provisto de la mayor parte de
reservas vitelinas que posee, ademas tienen cierta capacidad natatoria. Las reservas
vitelinas existentes durante la fase embrionaria estan constituidas principalmente por
lipoproteinas. Durante la fase embrionaria, la porcién vitelina es consumida basicamente en
procesos de formacion de tejidos, mientras que el globulo lipidico es reabsorbido mas
lentamente para acometer el gasto energético derivado principalmente de la natacion
(Monroig, 2007).

El bioensayo desarrollado por Meyer et al., (1982) para la determinaciéon de
toxicidad y citotoxicidad con la utilizacion del camaron de mar, A. salina se caracterizo por
su confiabilidad, reproducibilidad, rapidez y bajo presupuesto para su ejecucion. Meyer

encontrd que aquellos extractos o compuestos que presentaron una CLsp< 1000 pg/mL son



11QB

considerados toxicos y prospectos que tienen una alta relacion con actividad citotoxica.
(Carballo et al., 2002; Martinez et al., 2006; Ibafiez, 2007; Amara et al., 2008).
Bustos-Obregon et al., 2010 mencionan que A. salina es un bio-indicador apropiado y que
puede ser usado para el control de sustancias toxicas. Segun Hill (1998) un bioensayo en
un programa de deteccion de compuestos debe ser rapido, simple, relevante, capaz de ser
automatizado, rentable y con potencial para un alto rendimiento. En el cuadro 7 se muestran
algunos estudios donde se ha empleado este modelo como prueba de toxicidad y
citotoxicidad.

Los compuestos puros o mezcla de compuestos seleccionados en el escrutinio
preliminar se evalian empleando un panel de lineas celulares derivadas de tumores
primarios humanos, estas células inmortales o trasformadas presentan la propiedad de

crecer en forma ilimitada en cultivo.

Cuadro 7. Estudios relacionados con el bioensayo de A. salina

Estudio Referencia

Comparacion entre A. salina y pruebas in vitro |BCM Biotechology (Carballo et al., 2002)

Estudio de dos derivados sintéticos de nucleo | Journal of Aplicable Toxicology

furano (Avendano et al., 2009)

Bio-ensayo de toxicidad crdénica con el Biological Research (Bustos-Obgregon et
crustdceo A. salina expuestos a el diazinén al., 2010)

organofosforado

Constituyentes quimicos y evaluacion de la Brazilian Journal of Pharmacognosy
toxicidad y actividad anti-oxidante de hojas (Henrique et al., 2012)
lAverrhoa carambola
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1.5. Cultivo celular

Las células trasformadas estan integradas por células que derivan de tumores o que
se han manipulado genéticamente. EIl cultivo de células tiene su origen en el siglo XIX,
cuando se comenzaron a estudiar con cierto detalle los tejidos y 6rganos en vaso de vidrio.
Tras la incorporacion de modificaciones que dieron lugar a medios mas sofisticados, se
hizo posible el cultivo de células tumorales procedentes de muestras de tejidos malignos
tanto del hombre como de otros animales. En un principio el objetivo principal era el
estudio de células tumorales procedentes de muestras de tejidos malignos, ahora el cultivo
de células tiene el objetivo de mantener vivas fuera de su organismo de origen células
animales para estudiar su comportamiento sin el control hormonal bajo un ambiente
experimental controlable (Castro, 2006). Las lineas celulares establecidas se pueden
dividir en dos tipos principales: adherentes (células en monocapa) que se fijan al material
plastico de un frasco o placa y por lo tanto, tienen que desprenderse de esa superficie antes
de utilizarlas y no adherentes (células en suspension) que normalmente no se fijan a la
superficie del recipiente de cultivo. Las células que crecen en cultivo ya sean adherentes o

en suspension suelen clasificarse en primarias, inmortales o trasformadas.

Las células primarias son aquellas recientemente aisladas a partir de tejidos u
organos y suelen tener una duracién limitada de cultivo. Las células inmortales o
trasformadas presentan la propiedad de crecer en forma ilimitada en cultivo. Las células
trasformadas estan integradas por células que derivan de tumores o que se han manipulado
genéticamente. La demostracion de que las células y los tumores s6lidos humanos pueden
dar origen a lineas celulares continuas, fomentd su empleo en investigacion sobre cancer e
impulso su implementacion como método complementario de “escrutinio” o tamizaje de
extractos y compuestos con actividad citotoxica previo a los ensayos in vivo en el Grupo de
Desarrollo de Farmacos del Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos (Castro,
2006).

El Programa Nacional de Toxicologia de los Estados Unidos de América reconoce
avances en biologia que ofrecen una oportunidad para el uso de ensayos celulares in vitro
para el analisis citotoxico (Scholz et al., 1999), en el cuadro 8 se observan algunos estudios

realizados en lineas celulares tumorales.
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Cuadro 8. Estudios realizados en lineas celulares tumorales

Leblanc et al., 2002 | Estudio in vitro de la actividad inhibitoria de gosipol, un extracto de
semilla de algoddn, en lineas celulares de carcinoma de seres

humano

Hing et al., 2008 Preparacion y determinacion de la actividad in vitro
antiproliferativa de ftalimidas con bases cetonas sobre las células

humanas de carcinoma MDAMB-231 y SKHep-1

Gunassekaran et al., | Estudios in vitro e in vivo de los efectos antitumorales de gosipol en

2011 . ,
0 el adenocarcinoma de estdmago humano (AGS) y la linea celular

experimental de cancer gastrico inducido MNNG

Si los resultados obtenidos en estas etapas son alentadores se planea el inicio en
animales superiores y finalmente las denominadas fases clinicas I, 11 y 1l (Garcia et al.,
2008).

Los productos naturales continuaran existiendo y aumentando como una fuente del
desarrollo de nuevas drogas. La particularidad de muchas de las estructuras basicas de
productos naturales hace que estos compuestos sean de interés como punto de partida para
la semi-sintesis y sintesis total de moléculas de interés clinico (Butler, 2005; Saklani et
al., 2008). Dentro de estos productos naturales encontramos a las cumarinas y a los

tiofenos.

10
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1.6. Cumarinas

Las cumarinas (Fig. 2) son un grupo de compuestos naturales polifendlicos que se
encuentran en una gran variedad de organismos entre ellos los vegetales (Loa et al., 2009).
Estos compuestos son productos naturales relativamente no toxicos que se encuentran en
las dietas normales y hierbas medicinales (Yugarani et al., 1992). EIl niucleo benzo-2-
pirona de las cumarinas simples deriva del esqueleto fenilacrilico del acido cinamico. El
sitio primario de biosintesis de cumarinas en plantas es en las hojas jovenes y en

crecimiento con un menor grado en tallo y raiz (Murray et al., 1982).

Fig. 2 Estructura del esqueleto de las cumarinas

Para las cumarinas se ha demostrado que presentan diversas actividades biologicas y
efectos farmacologicos incluyendo actividad contra el cancer (Middleton et al., 2000). La
funcion de las cumarinas como polifenoles de la dieta en la prevencion del cancer esta
emergiendo, ya que los compuestos fendlicos, abundantes en frutas y verduras podrian
modular las vias de sefializacion, inhibir la actividad de cinasas e inducir apoptosis en
células precancerosas 0 malignas, lo que resulta en la inhibicion del desarrollo del cancer o
la progresion. Estos efectos contra el cancer también se han estudiado en modelos de cancer
en animales (Lambert et al., 2005) y en pacientes con cancer (Thomasset et al., 2007). La
larga asociacion de cumarinas de plantas con diferentes especies de animales y otros
organismos a lo largo de la evolucién del hombre puede dar cuenta de la enorme variedad
de actividades bioquimicas y farmacoldgicas de estas sustancias quimicas en los mamiferos
y otros sistemas biologicos. Las cumarinas estudiadas tienen diversas propiedades
bioldgicas y varios efectos en diferentes sistemas celulares asi como efectos importantes en
la bioquimica y la fisiologia de plantas, actuando como antioxidantes, inhibidores de

enzimas y precursores de sustancias toxicas. Ademas, estos compuestos estan involucrados

11
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en las acciones de las hormonas de crecimiento de las plantas reguladores de crecimiento,
el control de la respiracion, la fotosintesis y defensa contra infecciones.

Las cumarinas han sido durante mucho tiempo reconocidas por poseer propiedades
anti-inflamatorias, antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotectoras, antitrombaticas,
antivirales y anticancerigenas (Kostova et al., 2005). También podrian ser utilizadas como
sensibilizadores a la radiacion UV, lo que resulta en dosis mas bajas y menos efectos
adversos con una eficacia similar (Singh et al., 2006). Un analisis de la literatura cientifica
revel6 numerosos informes sobre las actividades antiproliferativa y antitumoral de una
variedad de compuestos derivados de la cumarina, por ejemplo, la propia cumarinay la 7 —
hidroxicumarina para las cuales se ha informado que inhiben in vitro la proliferacién de una
serie de lineas de células malignas. En el cuadro 9 se muestran algunos de los trabajos
realizados con cumarinas en los que se reporta actividad citotoxica, antitumoral o

anticancerigena.

Cuadro 9. Trabajos en los que se reporta una actividad citotoxica, antitumoral o
anticancerigena de cumarinas

Autor Trabajo

Thornes et Probaron la actividad de cumarinas contra cancer de préstata, melanoma

al., 1994 . . , -
maligno y carcinoma de células renales metastasico

Kofinas et Aislaron siete cumarinas de Apulum tordylium. Los efectos

al., 1998 L . . . .
antiproliferativos de tres de estas cumarinas fueron estudiados en el ciclo

celular en células asincronicas de la linea de CPNM-N6

Uchiyama et | Aislaron seis cumarinas de las raices Brasiliensis dorstenia, que mostraron

al., 2002 moderada citotoxicidad en células de la leucemia (L-1210 y HL-60)

12
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Drogas anticoagulantes derivadas de cumarinas son ampliamente usadas en el
tratamiento y profilaxis de desordenes tromboticos. Las drogas derivadas de cumarinas
inhiben la biosintesis de factores de coagulacién dependientes de la vitamina K. Los
anticoagulantes cumarinicos, dicumarol Yy sus sales de sodio sintéticas derivadas de la

warfarina (Fig. 3) han demostrado reducir la metastasis en animales de experimentacion.

Fig. 3. Estructura de la Warfarina

La invasion de las células tumorales es dependiente de la angiogénesis y requiere
tanto de la migracion celular como de la digestion de la membrana basal por proteasas. Se
cree que los anticoagulantes reducen la incidencia de metastasis de cancer al inhibir la
formacion de una matriz de fibrina que se requiere para la fijacion de células cancerosas
circulantes (Shah et al., 1998)

El aurapteno (7-geraniloxi cumarina) es una de las cumarinas mas abundantes
encontrada en plantas del geénero citrus para la cual se ha observado actividades
farmacologicas como anti-inflamatorias, antioxidante, antibacteriana y efectos
inmunomodulatorios al ser administrada en la dieta de los animales (Tanaka et al., 1999).
Se ha demostrado que protege a los roedores contra la carcinogénesis inducida
quimicamente (Singh et al., 1998) y que presenta actividades antiproliferativas pro-
apoptoticas in vitro en lineas celulares cancerosas de humano como en las células de
carcinoma hepatocelular, colorectal y células cancerosas de ceno (Zheng et al, 2002;
Ohnishi et al, 2004;. Krishnan et al, 2009). Como consecuencia el aurapteno es un
potencial agente quimiopreventivo de cancer. Murakami et al. (2000) informaron que el
aurapteno también suprime el anidn superdxido. De igual manera, se ha observado que las

fitoalexinas que presentan una estructura hidroxilada derivada de las cumarinas son

13
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producidas en zanahorias en respuesta a infecciones por hongos por lo que se sugiere una
actividad antifungica (Hoult et al., 1995).

Recientemente se demostré6 que la 7-hidroxi, 6-metoxi cumarina no muestra
actividad citotdxica en células endoteliales, pero suprime la migracion de estas e
interrumpe la formacién de tubos de colageno en ceélulas de la cola de raton a
concentraciones de 62.5, 125, 250 y 500 uM. También se observdé que ha una
concentracion de 500 pM inhibe selectivamente la fosforilacion de ERK1/2. La
sefializacion de ERK1/2 estd implicada en el punto clave de la proliferacion celular y por
esta razon los inhibidores de la via ERK estan entrando en fase de ensayos clinicos como
potenciales anticancerigenos. Este descubrimiento demuestra que la 7-hidroxi, 6-metoxi
cumarina presenta propiedades antiangiogénicas y podria ser util para el tratamiento de
enfermedades mediadas por angiogénesis, por lo que podria servir como una estructura

base para el analisis de méas potentes analogos semisintéticos o sintéticos (Pan et al., 2009).

Tres 6-oxigenadas 8,9-dihidrofurocumarinas (Fig. 4) fueron aisladas del extracto
metanolico de Hedyiotis biflora. Estas tres cumarinas mostraron citotoxicidad en la linea
celular tumoral Hep-G2 (células cancerosas de higado humano) con concentraciones letales

cincuenta de 14.4, 17.4 y 4.9 pg/mL respectivamente (Yung-Husan et al., 2006)

A) B) C)

Fig. 4. Cumarinas aisladas del extracto metandlico de H. biflora. Hediotiscona “A”

(A), Hediotiscona “B” (B) y Hediosticona “C” (C).

Las cumarinas son extremadamente variables en su estructura debido a los distintos
tipos de sustituciones en su estructura basica que pueden influir en su actividad biolégica.
Se ha observado que ciertos sustituyentes son necesarios 0 aumentan las actividades

bioldgicas de las cumarinas y que los derivados toxicos de cumarinas son excretados en la
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orina de mamiferos (Grote et al.,, 1973). Es por esto que el potencial terapéutico de
seleccién de las cumarinas es amplio, ademas se ha sugerido que las alteraciones en su
estructura quimica podrian cambiar sus propiedades citotoxicas. Por lo tanto, las cumarinas
representan una fuente de explotacion de nuevos agentes contra el cancer, que también
podrian ayudar a abordar toxicidad secundaria y los fendmenos de resistencia (Kostova et
al., 2005).
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1.7.Tiofenos

Los tiofenos son compuestos heterociclicos con comportamiento quimico similar al
del benceno (Howard et al., 1949). Existen métodos para modificar la molécula nucleo de
los tiofenos pero méas importante es que son ideales blogues de construccion en reacciones
de acoplamiento cruzado que hoy en dia constituyen la base para la sintesis de la mayoria
de sistemas conjugados = (Diedrich et al., 2006). Los tiofenos presentan un enorme y
atractivo potencial de variacion estructural que permite un ajuste de las propiedades
electronicas, opticas y redox, asi como Unicas capacidades de autoensamblado y transporte
de carga, que son uno de los activos mas importantes para aplicaciones en electronica

organica y molecular.

La polarizabilidad de los atomos de azufre en los anillos del tiofeno conduce a una
estabilizacion de cadenas conjugadas, sin embargo, los tiofenos no son estables en algunas
condiciones tales como radiacion ultravioleta y en presencia de agentes oxidantes debido a

su fuerte sistema conjugado (Koopmans et al., 1995).

El nacleo del tiofeno (a) (Fig. 5) se ha establecido como un compuesto potencial en
la quimica en gran medida debido a que posee caracteristicas farmacoldgicas prometedoras
ya que los tiofenos similares presentan diferentes actividades bioldgicas. EI conocimiento
de las propiedades fisicoquimicas, quimicas y bioldgicas de estos compuestos atrae la
atencion de los investigadores con el objetivo de producir una base de datos combinatoria y

Ilevar a cabo una busqueda de moléculas biologicamente activas.

Los tiofenos tienen usos farmaceuticos e industriales y son un tipo de producto
natural que han demostrado poseer potencial significante en fotoquimioterapia de
infecciones virales, cancer (Marles et al., 1992) y contra larvas de los mosquitos Aedes
aegypti, Anopheles y Culex (Nivsarkar et al., 1991; Sharma et al., 1994). Segin Mishra
et al., 2011 la estructura del tiofeno se ha incorporado en varios compuestos
farmacologicamente activos con actividades bioldgicas y se puede encontrar en productos

naturales como especies del género Echinops.
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Fokialakis et al. (2006) aislaron ocho tiofenos de cuatro especies de Echinops (E.
ritro, E. spinosissimus, E. albicaulis y E. transiliensis) (b-i) (Fig. 5) y evaluaron su
actividad contra la termita subterranea de Formosa, Coptotermes formosanus. El analisis de
porcentaje de mortalidad sugirié que de los ocho tiofenos aislados el compuesto 2,2":
57,2~ tertiofeno (b) y 5°- (3-buten-1-inil) - 2,2"-bitiofeno (e) fueron los més activos
causando la mortalidad del 78 y 100% respectivamente de las termitas C. formosanus,
mientras que los compuestos 4-[5-(penta-1,3-diinil)tien-2-il]but-3-inil (c) y 4-[5-(penta-1,3-
diiniltien-2-il]-2-clorobut-3-inil  acetato (d) asi como (2,2 -ditien-5"-il)but-3-inil
isovalerato (h) e isocardopatina (i) presentaron actividad como elementos de disuasion de la

alimentacion.

En cuanto al mecanismo de accion de los tiofenos no hay reportes, sin embargo,
Nivsarkar et al. (1991) sugirieron que una de las enzimas inhibidas por el tiofeno se trata
de la superoxido dismutasa por lo que se realiz6 un estudio “Docking” de la estructura
base del tiofeno y esta enzima (Fig. 6) usando la base de datos NCBI, PDB, PubChem vy el
software “hex y spdbv” con lo que se confirmé la actividad del tiofeno sobre la enzima
superdxido dismutasa (Brigit et al., 2011). En las larvas de mosquitos en presencia de luz
ultra violeta muchas enzimas son alteradas por el a-tertienilo (J) (Fig. 5) , tales como la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, malato deshidrogenasa (Bakker et al., 1979), acetil
colinesterasa (Kagan et al., 1984) y superdxido dismutasa (Nivsarkar et al., 1991).
Sumado a ser un agente de control de mosquitos, se ha demostrado que el a-tertienilo posee
actividades como antibiético (Ciofalo et al., 1996), anti-HIV (Hudson et al., 1993) y como
un novedoso inhibidor de la proteina cinasa C (Kim et al., 1998). En cuanto a la actividad
farmacologica de derivados de tiofenos, fueron evaluados al exponerlos a la luz ultra
violeta contra citomegalovirus murino, virus sindbis y células murinas mastocitoma, quince
derivados sintéticos de tiofenos observando que los derivados de tiofenos mas activos
fueron aquellos que contenian acidos carboxilicos, hidroxilos o sustituyentes ciano (Marles
et al., 1992). Al ser activados los tiofenos, como el a- tertienilo producen radicales de
oxigeno (Topp et al., 1998). El a- tertienilo, otro derivado de los tiofenos es un metabolito
secundario que se encuentra de forma abundante en las raices de Tagetes sp., este
compuesto es activado por luz ultravioleta y es toxico para numerosas especies de insectos

generando radicales de oxigeno e inhibiendo enzimas tanto in vitro como in vivo.
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b) e) i)
R2: CgHsSz R2: CgHsS R2: C20H1353
R5: H R5:H R5: H
c) f)
R2: C4,H,OH R2: CgH3(OAC),S
R5: C5H3 R5:H
d) g)
R2: C4H,CIOAC R2: CsHcOHS
R5: C5H3 R5:H

h)

R2: C13H14OZS

R5:H

R,

N\

Fig. 5. Ejemplos de tiofenos con actividades farmacoldgicas. Estructura nucleo del
tiofeno (a). Estructura de tiofenos aislados de Echinops sp 2,2": 5°,2"'-tertiofeno (b), 4-[5-
(penta-1,3-diinil)tien-2-illbut-3-inil  (c), 4-[5-(penta-1,3-diinil)tien-2-il]-2-clorobut-3-inil
acetato (d), 5°- (3-buten-1-inil)- 2,2 -bitiofeno (e), 4-(2,2 -ditien-5"-il)-2-acetoxi but- 3-inil
acetato (f), 4-(2,2"-ditien-5"-il)but-3-inil alcohol (g), (2,2 -ditien-5"-il)but-3-inil isovalerato
(h) e isocardopatina (i) modificado de Fokialakis et al., 2006. a- tertienilo (j).
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Fig. 6. Interaccién molecular obtenida del experimento “Docking” del tiofeno vy la
enzima superodxido dismutasa. Marcada dentro de un circulo rojo la estructura del tiofeno
(Brigit et al., 2011)

El o-tertienilo posee todas las propiedades deseables de un plaguicida al actuar
rapidamente, ser econdmico, no toxico y con caracteristicas de degradacion que hacen su
uso mas amigable y seguro para el medio ambiente (Nivsarkar, 2001). Este compuesto es
uno de los nematicidas de accion mas potente ya que es toxico al exponerlo a la luz ultra

violeta en una gran cantidad de organismos que se mencionan en el cuadro 10.

Los derivados de tiofenos también representan una clase molecular de importantes y
estudiados heterociclos (Eicher et al., 2003) para los cuales el interés quimico ha crecido
desde los primeros tintes de la quimica hasta el disefio de drogas modernas, biosensores,
materiales de transporte y polimeros (Dor¢ et al., 2004; Rost et al., 2004; Vriezema et al.,
2003). Los derivados de los tiofenos estan ampliamente distribuidos en la familia
Asteraceae (Siitfeld, 1982). Sin embargo, no existe informacion sobre sus funciones
fisioldgicas en plantas y poco se conoce sobre su metabolismo. Los tiofenos y sus
derivados poseen una gran variedad de actividades farmacoldgicas como las que se

mencionan en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Actividades farmacoldgicas del a-tertienilo, tiofeno y derivados del tiofeno

Fuente Compuesto Organismo blanco Efecto Referencia
Planta |a-tertienilo Pratylenchus penetrans Nematicida Gommers et al., 1973
Planta |a-tertienilo Eritrocitos en humanos |Lisis Yamamoto et al., 1979
Sintéticol|a-tertienilo Larvas del mosquito A. |[Insecticida Philogéne et al., 1986
intrudens
Planta |a-tertienilo Euxoa messoria, Toxico Champagne et al.,
Tribolium casteneum y 1984; Morallo-Rejesus
Rhizopertha dominica et al., 1982
Sintético Tiofeno Modelo de ratas Anti-inflamatorio, |Baba et al., 1999;
artriticas anticonvulsivo, Amr et al., 2003
analgésico y
antiparkinson
Sintético|Tiofeno Tripanosoma cruzi'y Anti parasitario Valderrama et al., 1999
cepas de Leishmania
Sintético [Tiofeno Receptores GnRH Tratamiento de Guo et al., 2003
enfermedades
reproductivas
Planta |Derivados de tiofenos [No determinado Anti-edema, Ching et al., 1995
inmuno

modulatoria y anti
cancerigeno

Planta |(E)-2-[5-(hept-5-en-  |Candida glabrata, Antifungico Chobot et al., 2003
1,3-diinil)-tien-2-il]-  |Aspergillus fumigatus y
etan-1,2-diol Trichophyton
mentagrophytes
Planta ((E)-1-[5-(hept-5-on-  |Artemia salina y Tubifex [Téxico Chobot et al., 2006
1,3-diinil)-2- rivolorum
tienil]etan-1,2-diol
Planta [5-{4-[4-(5-pent-1,3-  |Células de cancer A375- |Citotdxico Wang et al., 2007
diiniltiofeno-2-il)-but- |52 y Hela
3-iniloxi]-but-1-inil}-
2,2'-bitiofeno y 5-(4-
hidroxibut-1-one)-2,2'-
bitiofeno
Planta [5'-metil-[5-4(4-acetoxi-|Leismaniasis Antileismaniasis Teru etal., 2011

1-butinil)]-2,2" bi-
tiofeno y 5-metil-
2,2'":5',2"-tertiofeno
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Para la actividad anti tumoral de los derivados de tiofenos se ha reportado que 15
derivados sintéticos presentaron toxicidad al exponerlos a la luz contra tumores debido a su
cadena insaturada conjugada y sugieren futuras evaluaciones en modelos animales (Marles
et al., 1992). Wenrong et al. (2008) también determinaron la actividad antitumoral de
ocho tiofenos aislados de E. grijissi en las lineas celulares tumorales humanas K562, HL60,
HepG2 y MCF-7. En sus resultados observan que los bitiofenos 5-(3,4-diacetoxibut-1-inil)-
2,2'-bitiofeno (A) y 5-(3-acetoxi-4-isovalero-iloxibut-1-inil)-2,2'-bitiofeno (B) (Fig. 7)

presentan el mayor potencial con actividad antitumoral.

A)

B)

R1:C2H7

Fig. 7. Bitiofenos de E. grijissi con el mayor potencial antitumoral. 5-(3,4-diacetoxibut-1-
inil)-2,2'-bitiofeno  (A) y 5-(3-acetoxi-4-isovalero-iloxibut-1-inil)-2,2'-bitiofeno  (B)
(Wenrong et al., 2008).

Al observar una citotoxicidad de seis tiofenos en la linea celular de carcinoma
hepatocelular (HepG2) Agnes et al. (2004) determinaron si esta actividad citotoxica era
debido a una actividad genotoxica. Como resultados describen que no existe una
correlacion dependiente de la estructura en la actividad citotoxica y genotoxica de los seis
tiofenos analizados y sugieren que la actividad metabdlica de los tiofenos forma
metabolitos reactivos con el ADN lo cual puede ocurrir a través del citocromo P450

resultando en la formacion de epoxidos que conducen a la genotoxicidad.
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La informacion y antecedentes hasta el momento disponible acerca de los tiofenos y
sus derivados nos muestran la potencial y aun no estudiada actividad quimio terapéutica

especificamente citotdxica de los tiofenos sintéticos, semi-sintéticos y naturales.

1.8. Modificaciones quimicas

En la bdsqueda de nuevos compuestos quimicos con actividad bioldgica es de
resaltar que pequefias diferencias en la estructura molecular pueden cambiar el efecto de
determinados compuestos (Calixto et al., 2000). Por ejemplo, la morfina es un analgésico
potente con propiedades adictivas. Un analogo natural de la morfina - la codeina - se
diferencia de la morfina por sélo un grupo metilo, pero es mucho menos eficaz como
analgésico. En el otro lado de la acetilacion los dos hidroxilos en la estructura de la morfina
conducen a la heroina, que facilmente puede cruzar la barrera sangre-cerebro y tener

efectos dramaticos e indeseables en el sistema nervioso central (Fig. 8).

Fig 8. Derivados de la morfina
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Un estudio de los efectos de los flavonoides en los flujos de Ca?* mostré que un
cambio de un grupo funcional no sélo dio lugar a la pérdida de la actividad sino que cambi6
de ser un inhibidor a un activador (Summanen et al., 2001). Un ejemplo importante en la
semi-sintesis de compuestos es la obtencion del 10-desacetil bacatin 111 extraido de hojas de
Taxus baccata el cual se utiliza para la semi-sintesis eficiente del taxol®, obteniendo un
excelente rendimiento a diferencia del rendimiento obtenido de T. brevifolia (Denis et al.,
1988).

Adfa et al. (2010) estudiaron la relacion estructura-actividad del grupo metoxi e
hidroxilo en los C-6 y C-7 para la actividad germicida y anti-alimentaria de derivados de
cumarinas de Protium javanicum y observan que de los diez compuestos ensayados la
escopoletina exhibid la mayor actividad termicida seguida de 6-metoxi cumarina, 6-hidroxi
cumarina y umbelliferona. Todos los compuestos excepto la cumarina exhibieron actividad

anti-alimentaria.

Los derivados de tien-tiofenos han sido desarrollados para diferentes propuestas en
el campo farmacéutico y han sido evaluados como potenciales antitumorales, antivirales,
antibioticos y drogas antiglaucoma o como inhibidores de la agregacion plaquetaria (Jarak
et al., 2006).

Wenrong et al. (2008) mencionan que son necesarias modificaciones quimicas a
las estructuras de los tiofenos aislados de fuentes naturales ya que sugieren que la
citotoxicidad de los tiofenos es relativa al grado de polimerizacion y sustituyentes de la

cadena lateral.
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1.9. Luz UV-A

Con la finalidad de lograr la actividad y efecto deseados a partir de nuevos o
conocidos compuestos buscando las condiciones donde se genere el menor grado de
efectos adversos, se ha hecho uso de otras herramientas como la fotoquimioterapia.

La fotoquimioterapia combina la radiacién ultravioleta o visible con farmacos
sensibles a estas radiaciones, para producir efectos citotoxicos que los farmacos o la
radiacion no pueden lograr por separado. Se ha establecido como fotoquimioterapia el uso
de Psoraleno mas UV-A (320-400 nm) conocido como PUVA (Psoralen Ultra Violet A).
PUVA es utilizado en el tratamiento del linfoma cutaneo de células T y la psoriasis
(Pinthus et al., 2006; Babilas et al., 2010; Fayter et al., 2010). Las bases de ADN
canonicas estan dafadas cuando absorben la radiacion ultravioleta (RUV) en las regiones
espectrales UV-C y UV-B (100-320 nm), pero no tienen una absorcion significativa a
longitudes de onda UV-A (320-400 nm), por lo tanto, el ADN es en gran medida insensible
a los dafios inducidos por rayos UV-A tanto a nivel molecular como clinico (Walker et al.,
2007).

Se ha demostrado que el uso de PUVA en pacientes con psoriasis presenta ventajas
como una eliminacion mas rapida y nimero requerido de sesiones por tratamiento ademas
de que existe una mayor eliminacién del psoraleno en comparacion de otras técnicas como
NBUVB (Narrow-band Ultraviolet-B) que hace uso de costosa tecnologia (Surabhi et al.,
2010). Sin embargo, se han observado desventajas en el uso de PUVA como la asociacion
de un mayor riesgo de cancer de piel en el uso prolongado. Por lo tanto, nuevas
investigaciones sobre dosis mas bajas de compuestos y radiacion a través de la selectividad

y modificacion de la estructura quimica se justifica.
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1.10. Genero Tagetes

Tanto las cumarinas como los tiofenos se han reportado ampliamente en el género
tagetes. Brigit., (2011) reporta que el tiofeno es aislado de cultivos de tejidos de Tagetes
patula y Marotti et al. (2010) mencionan que las especies del género Tagetes producen
tiofenos con una fuerte actividad biocida y que representan una fuente Util para la
supresion de nematodos y una fuente natural de plaguicidas siendo la raiz el 6rgano de la
planta que presenta la mayor cantidad de tiofenos. Por lo que consideran a T. minuta y T.
lucida como las especies mas prometedoras con el mayor potencial para un uso biocida

debido a la concentracion de tiofenos que se presentan principalmente en la raiz.

En un estudio realizado por Céspedes et al., 2006 en una especie del genero Tagetes
(T. lucida) reportan la presencia de cumarinas.

EL género Tagetes se encuentra dentro de la familia Asteraceae y pertenece a la
tribu Tageteae. Las especies del género Tagetes generalmente son hierbas anuales o
perennes, algunas veces sufruticosas o subarbustos y para algunas especies se reporta cierto
uso medicinal o uso como plantas de ornato (Villareal, 2003). En el tratamiento de
padecimientos se emplea en general toda la planta en cocimiento por via oral. Para algunas
molestias gastricas y diarreas se mezcla con ruda, hinojo y clavo. Los frutos
tradicionalmente son usados en forma de té actuando como sedante en el tratamiento de
personas nerviosas (Linares et al., 1999). Los compuestos identificados en las plantas de
este genero son aproximadamente 100, siendo los tiofenos y acidos grasos los mas
representativos a los cuales se les atribuyen propiedades antifungicas (Romagnoli et al.,
2005) y antioxidantes, respectivamente (Aquino et al., 2002). Algunos de los compuestos
reportados para Tagetes spp se muestran en el cuadro 11. En el cuadro 12 se muestran
algunas de las actividades de los compuestos aislados de Tagetes spp los cuales en términos
generales tienen efecto letal para algunos microrganismos y nematodos (Neher et al.,
1968).

Cuadro 11. Compuestos identificados en el género Tagetes spp
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(Tomado de Mauro et al., 2006)

B-caroteno isoberneol 4-hidroxi hidroxitremeto | cis-tagetona
flavoxantin dehidrotremeton | na

(-)-4- 5-(3-buten-1- chrisanthemaxan | 5-(3-buten-1- quercetagetin-
hidroxitremeto | vinil)- 2-2- | tin vinil)- 2,2'- 5-metil éter
na bitiofeno bitienilo

(R)-(-)- (R,S)-(+)-linanol cis- 'y  trans- | isoeuparin guerceteina
piperitona ocimenonas

5-(4-acetoxi-1- | 5-(4-hidroxi-1- quercetagenin-7- | isorhamnetin- | quercetagetin-

butenil)-2,2'- butenil)-2-2'- O-(6-0-p- 3-galactosido 7-arabinosil-

bitienilo bitienilo coumaroil-B-D- galactosido

gluco piranosido

(s)-(-)-limoneno | 5-isobutil-3- dialmitoil-lutein Isorhamnetin- | quercetin-3-
metil-2 3-rhamnosil (2",3",4"-
furancarbaldeido (1->6) triacetil

glucésido galactosido

(2) y (E)- | 6- dihidrotagetona | isorhemnetin quercetin-3-

ocimenona hidroxikaempfer (3",6" diacetil
ol-7-0-B-D- galactosida)

glucopiranosida

(2)-tagetona 6-0-B-D o-tertienil jafrina guercetin-3-
glucopiranosida (6"
galoilgalactosi
do
tagetenona 7-metoxi E-cariofileno kaempferol quercetin  3-
cumarina galactosida
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Continuacion de cuadro 11. Compuestos identificados en el género Tagetes spp

(Tomado de Mauro et al., 2006)

helenien miricetin-3- guercetagenin-7-O- | miricetin-3-glucdésido
glucosido (6-0-p-coumaroil-B-
D-gluco piranosido
hidroxitremetona | miricetin quercetagetin miristoil palmitoil-lutein
isoberneol miristoilpalmitoil- quercetagetin-5- miroxido
lutein metil etér
isoeuparin metil-3-(2-0-B-D- guercetagetin-7- ocimeno

glucopiranosil-4-
metoxifenil)

arabinosil-
galactosido

isorhamnetin-3-
galactosido

luteolin glicosidos

quercetagenin-7-0-
(6-O-caffeoyl-B-

guercetagenin-3-metil
etér

isorhamnetin-3-
rhamnosil (1-6)
glucosido

3, 7-dimetil-5-
hidroxioct-1-en-6-
ona

quercetin-3-
(2",3",4"-triacetil
galactosido

palmitoil tearoil-lutein

isorhemnetin

palmitoil tearoil-

guercetin-3-(3",6"

patuletin

lutein diacetil galactosida)
jafrina guercetin 3- guercetin-3-(6" fenil acetaldehido
galactosida galoil galactosido)
kaempferol fenil acetaldehido patuletin guercetagenin
linalol spatulenol rhamnetin tagetona
luteina tagetona
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Cuadro 12. Actividades de los compuestos aislados de Tagetes spp

Nombre del compuesto Estructura quimica Actividad Referencia
Estragol Antioxidante Muioz et al.,
2007
B-mirceno Antioxidante
o-tertienilo Antimicrobianay | Neher 1996;
fitotdxica Ortiz 1989

7-metoxi cumarina

Antibacteriana,
espasmolitica,
diuréticoy
antiinflamatoria.

T. lucida es una hierba de tallos derechos, que mide 30-40 cm de altura, hojas

opuestas, sésiles, oblongas, finamente aserradas, aromaticas, miden 2.5-3.5 cm de largo por

7-9 mm de ancho (Figura 9). Se encuentra ampliamente distribuida en veinte Estados de la

Republica Mexicana y en los Estados Unidos en los Estados Arizona, Colorado, Nuevo
México y Texas (Linares et al., 1999). El uso medicinal mas frecuente de esta planta es en
trastornos digestivos, principalmente para dolores de estbmago. También se le emplea en
célico estomacal, diarrea, disenteria, empacho, tifoidea y vémito. Asimismo, se recomienda

en desordenes ginecoldgicos como célicos menstruales, dismenorrea y cuando hay

menstruacion lechosa o blanca, para expeler el flujo y para concebir hijos (Linares et al.,

1999).
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Fig. 9. Principales caracteristicas morfologicas de T. lucida
(Modificada de entheology.org).

En México, la hierba es utilizada como té para calmar el dolor de estdmago, como
relajante y para reducir los sintomas de la resaca. También es usada como condimento de
ensaladas, insecticida, planta ceremonial y como forraje (Villareal et al., 2003). Los
Huicholes mezclan esta planta con tabaco a la cual le Ilaman *“ye”, se han reportado efectos
alucinégenos al fumarla, también al quemarla sirve para ahuyentar a los mosquitos

(Linares et al., 1999). Sobre T. lucida se han realizado investigaciones bajo diversos
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enfoques como son la determinacion de efecto hipotensor y diurético, determinacion de
flavonoides, particularmente glicosidos de quercetina, quercetagritin, tagetona, tagetina y
camferol, taninos, pectina y gomas asi como actividad antibitica in vitro sobre Candida
albicans y  Streptococcus pyogenes (Caceres et al., 1998). Determinacion de la
concentracion de metales en las diversas partes de la planta (Laferriere et al., 1991) y
propiedades antifingicas (Argieta et al., 1994; Damian Badillo et al., 2008). En el cuadro
13 se muestran algunas de las actividades farmacoldgicas de T. lucida.

Cuadro 13. Actividades farmacoldgicas de T. lucida (Tomado de Argiieta et al., 1994)

Extracto Actividad Modelo biolégico

farmacolégica

Etandlico de hoja Antibacteriana Escherichia coli, Pseudomonas

auroginosa, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Sh.
flexneri.

Acuoso de hoja Antifungica Candida albicans, S. enteritidis, S. typhi,
Antibacteriana S. dysenteriae

Hidroalcohdlico de hoja Antifungica C. albicans

Hexanico y acetdnico de Antibacteriana Sh. flexneri

hoja

Acuoso de flor Antibacteriana S. enteritidis, S. typhi, S. dysenteriae

Metandlico de flor Antibacteriana | C. albicans, E. coli, Staphylococcus aureus

Antifdngico
Fitotoxica
Etandlico de flor Antibacteriana E. coli, P. auriginosa, S. typhi,
Sh.dysenteriae, Sh. flexneri

Debido a la importancia de los principios activos que posee T. lucida su estudio es
imprescindible. Cabe destacar que la mayoria de los compuestos reportados para ésta planta
no estan condicionados a una ubicacion geografica particular (Abdala 1999; Aquino 2002;
Céspedes 2006) lo que se puede observar en el cuadro 14.

En un estudio de aceites esenciales obtenidos de plantas colombianas el aceite
esencial de T. lucida que en su mayoria fue estragol presentdé la mayor actividad

antioxidante (Olivero et al., 2010) sus extractos acuosos a concentraciones de 10, 50, 100
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mg/kg por dia en ratas presentan una actividad antidepresiva (Guadarrama et al., 2008).
Vega-Avila et al. (2009) reportan para la linea celular T 47D actividad citotoxica del
extracto etandlico de T. lucida (CLso= 1.82 ug/mL) aun mejor que la Colchicina (CLsp=
2.89 ug/mL) y Mejia-Barajas et al. (2011) reportaron actividad citotoxica en A. salina del
extracto hexanico (cuadro 15).

Cuadro 14. Principales compuestos aislados de T. lucida colectada en distintos

sitios
Colecta Compuesto Referencia
Argentina Flavonoides Abdala et al., 1999
Guatemala Metoxi cumarina, Quercetina y Fenol Aquino et al., 2002
México Michoacan | Metoxi cumarina, Quercetina, Fenoly Céspedes et al.,
Esculetin 2006

Cuadro 15. Actividad citotoxica de los extractos de T. lucida en lineas celulares cancerosas
y A. salina. ND: No determinada (Vega-Avila et al., 2009; Mejia-Barajas et al., 2011)

Extracto CL5,T47D CL 50 Hela CLso A. salina

Hexanico ND ND 16
Etanol 1.82 >50 ND
Acuoso 18.94 13.2 ND

Dentro del grupo de trabajo del laboratorio de Fisiologia celular del Instituto de
Investigaciones de la U.M.S.N.H Damian-Badillo et al. (2008) report6 para los extractos
acetato de etilo y metanol: cloroformo de T. lucida un efecto inhibitorio de crecimiento y
antifangico en los hongos Candida albicans, Colletotrichum lindemuthianum, Mucor
circinelloides, Saccharomyces cerevisae y Sporothrix schenckii. Céspedes et al. (2006)
ensayaron la actividad antifingica de siete cumarinas de T. lucida, tres semi-sintetizadas y
siete comerciales (Sigma-Aldrich) en Aspergillus niger, Penicillium notatum, Fusarium
monilifrome, F. sporotrichum, Rhizoctonia solani y Trichophyton mentagrophytes, contra

bacterias en B. subtilis, E. coli, Proteus mirabilis, K. pneumoniae, S. typhi, Salmonella sp.,
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Sh. boydii, Shiguella sp., Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans, Sarcina

lutea, Staphylococcus epidermis, St. aureus, Yersinia enterolitica y Vibrio cholerae. Otras

actividades relacionadas a actividad antitumoral, anticancerigena o citotoxica de las

cumarinas ensayadas por Céspedes et al. (2006) se muestran en el cuadro 16.

Cuadro 16. Cumarinas aisladas de T. lucida y actividades relacionadas a actividad
antitumoral, anticancerigena o citotoxica

Cumarinas aisladas Actividad Autor
de T. lucida
7,8- Efecto inhibitorio en la linea celular Loa et al.,2009;

dihidroxicumarina

tumoral de higado (HepG2)
Fragmentacion de ADN y cambios
morfoldgicos caracteristicos en la muerte
celular programada de las células U-937

Riveiro et al.,2007

7-hidroxi cumarina
(umbelliferona)

Estimula apoptosis en células de Linfoma
(HL-60) y actividad citostatica en lineas de
adenocarcinoma

Marshall et al., 1994;

Sullivan et al., 2000

6,7-dimetoxi Decrece la produccion de mediadores Seon et al.,2005;
cumarina inflamatorios como éxido nitrico (NO)y  |Jeong-yeh et al., 2006
(scoparona) prostaglandina E2 (PGE2)
Estimula melanogénesis
6,7- Estimula melanogénesis Jeong-yeh et al., 2006;
dihidroxicumarina |Fragmentacion de ADN y cambios Riveiro et al.,2007;
(esculetin) morfoldgicos caracteristicos en la muerte

celular programada de células U-937
Inhibe el crecimiento celular
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2. Justificacion

T. lucida Cav se ha estudiado bajo diversos enfoques reportando asi la presencia de
cumarinas y tiofenos, los cuales han servido como valiosos precursores para el disefio y
sintesis de analogos anticancerigenos. Sin embargo, la comprension de las relaciones entre
sus estructuras quimicas y propiedades farmacologicas sigue siendo limitada, aunado al
antecedente de que estos compuestos son una fuente de nuevas estructuras pero no

necesariamente la entidad final de la droga, se busca su potencializacion.

3. Hipdtesis

La actividad citotdxica de T. lucida Cav es debida a sus cumarinas y bitiofenos la cual se

altera al modificarlos quimicamente

4. Objetivos
4.1. Objetivo general:

o Estudiar la actividad citotoxica de las cumarinas y bitiofenos naturales y

modificados de T. lucida Cav

4.2. Objetivos particulares:

o Purificar las cumarinas y bitiofenos de los extractos hexanicos de hoja y raiz de T.

lucida Cav

o Realizar modificaciones quimicas a las cumarinas y bitiofenos aislados de T. lucida

Cav

e Determinar la actividad citotdxica y toxica de las cumarinas y bitiofenos naturales y
modificados quimicamente en presencia y ausencia de luz UV
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5.1. Estrategia experimental

En la figura 10 se describe el esquema de los procedimientos a seguir en este trabajo

de investigacion.

Recoleccion de la planta

4

Obtencion de los
extractos hexanicos de
hoja y raiz

4

Purificacion de las Modificaci .
cumarinas y bitiofenos - e e

de T. lucida Cav

Exposicion a luz UV-A del
material biolégico

4

Determinacion de la CLs; en lineas celulares
tumorales

J —

Determinacion de la CL;; en A. salina

Analisis estructura-
actividad

Fig.10. Estrategia experimental
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5.2. Material bioldgico

5.2.1. Material vegetal

La planta T. lucida fue colectada en el kilometro 3.5 de la carretera Tiripetio—
Acuitzio del Canje, Michoacan a una altitud de 2045 msnm del sitio con coordenadas: N 19
©30.916"y W 101 ° 20.634" el 05 de octubre del 2008. T. lucida (del Rio 86, IEB) fue
identificada taxondmicamente por el D.C. Jersey Rzedowski, conservando un ejemplar de
la especie vegetal en el Herbario del Instituto de Ecologia de Patzcuaro A.C. y uno mas en
el Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas de la Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo.

5.2.2. A. salina

Huevos de A. salina [Salt Creek Co™] y el agua de mar sintética [Red Sea Salt™]

ambas de Red Sea Fish Pharm fueron obtenidas del mercado local.

5.2.3. Lineas celulares

Linea celular DU 145 (HTB-81): Son células que se multiplican en la prdstata,
aisladas por efusion pleural. Son adherentes con morfologia epitelial y su crecimiento es
independiente de andrégenos. La linea no es sensible a las hormonas, débilmente positiva
para la fosfatasa acida y aisladas forman colonias en agar blando. Esta linea celular no
expresa el antigeno prostatico, es tumorogénica y forma adenocarcinoma. Los analisis ultra
estructurales revelaron micro vellosidades, tonofilamentos, desmosomas, aparato de Golgi

bien desarrollado, lisosomas heterogéneos y ausencia de mitocondrias.

Linea celular Hep-G2 (HB-8065): Células de carcinoma hepatocelular de higado
aisladas de una mujer caucasica, morfologia epitelial, adherentes, no tumorogénica, secreta

proteinas plasméticas como albumina, fibrindgeno y transferrina.
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Linea celular MCF7 (HTB-22): Son células derivadas de un adenocarcinoma de
glandula mamaria de una mujer caucasica, aisladas por efusion pleural. Son adherentes, de
morfologia epitelial y su crecimiento es dependiente de estrogenos he inhibido por el factor
de necrosis alfa (TNF-a).

Linea celular 3T3. Fibroblastos de raton. Son células adherentes, negativas para
transcriptasa reversa y presentan una amplia variedad de receptores y sistemas de segundo

mensajero.

Las células fueron adquiridas del American Type Culture Collection (ATCC).

5.3. Obtencidn de extractos

Se separo la hoja y raiz de la planta, después fueron secadas a la sombra (Fig. 11).
Para la obtencion de los extractos hexanicos de raiz y hoja de T. lucida por maceracion se
pesaron 600 g de raiz y 1050 g de hoja.

La raiz fue molida para aumentar la superficie de contacto, tanto la raiz como la
hoja se colocaron en un recipiente de vidrio por separado y se sometieron al siguiente
procedimiento de extraccion: Se les adicion6 hexano, se dejaron macerar por tres dias a
temperatura ambiente protegidos de la luz, después se filtraron y los filtrados se

concentraron en un rotavapor a 55 °C. El proceso anterior se realizo tres veces con la

finalidad de extraer la mayor cantidad posible de compuestos.

Fig. 11. llustracidn de la raiz y hoja seca de T. lucida utilizadas en la obtencién de extractos
crudos: A.- Raiz, B.- Hoja.
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5.4. Analisis quimico

Se realizaron cromatografias en columna para separar los componentes de los
extractos totales, se utilizé una fase estacionaria gel de silice [Aldrich] de una malla de 70-
230 con un volumen de poro de 0.75 cm®/g. La fase movil fue una mezcla de hexano,
cloruro de metileno y acetato de etilo, iniciando con hexano y aumentando la polaridad con
cloruro de metileno y por ultimo acetato de etilo. De cada cromatografia se recolectaron
fracciones de 10 mL en viales de vidrio.

Para las columnas se utilizaron 1 g del extracto hexanico de hoja 'y 1 g del extracto
hexanico de raiz en 10.0 g de gel silice con un didmetro interno de columna de 2.0 cm con
una altura de 10.0 cm. Una vez realizados los corrimientos cromatograficos y evaporado el
solvente de cada una de las fracciones, se enviaron a resonancia magnética nuclear
aquellas en las cuales se observaron sefiales en cromatografia de capa fina, obtenidos los
espectros, se consideraron aquellas fracciones en el que en su espectro se observaron

sefiales de cumarinas o bitiofenos.

5.4.1. Rendimiento de los compuestos puros

Se acumularon las fracciones en donde se identificaron los compuestos y cuyos
espectros tenian las sefiales caracteristicas de cumarinas y bitiofenos, una vez evaporado el
disolvente se obtuvo el peso de la muestra por diferencia de peso, para posteriormente

obtener el rendimiento con la siguiente formula (1):

Pesoengdel C.P. X 100 (1)
Pesoen g del E. C.

% R.delC.P. =

En donde % R. del C.P. es el porcentaje de rendimiento del compuesto puro, peso
en g del C.P. es el peso en gramos del compuesto puro y peso en g del E.C. es el peso en

gramos del extracto crudo sometido a cromatografia.
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5.4.2. Espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H y **C fueron obtenidos en un
equipo Varian Mercury Plus 400, los espectros de Hidrégeno (*H) se obtuvieron a 400
MHz en ocho repeticiones, la ventana espectral fue de 6000 Hz, el disolvente utilizado fue
cloroformo deuterado (CDCI3) y el disolvente de referencia interna fue tatrametilsilano
(TMS), los espectros de Carbono (*3C) se obtuvieron a 100 MHz en 2,000 repeticiones, la

ventana espectral fue de 25,000 Hz, el disolvente utilizado fue cloroformo deuterado.
5.4.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los espectros de masas de los compuestos identificados fueron obtenidos en un
espectro de masas (Hewlett Packard modelo 5989B), utilizando un detector de iones

(multiplicador de electrones) a 100 ° C, energia de ionizacion de 70 eV.

El equipo utilizado para obtener los cromatogramas de gases fue un cromatografo
de gases de la marca Hewlett Packard modelo 5890 Serie Il plus. EI método utilizado fue
MSA, con una temperatura inicial de horno cromatografico de 50 °C durante cinco
minutos, después cada minuto subié 20 °C hasta llegar a 200 °C, en esta temperatura
permanecid cinco minutos, posteriormente se incremento hasta llegar a 250 °C y ahi
permanecio durante 10 min, el tiempo total de corrida fue de 30 min. La temperatura del

inyector y de la interface fue de 240 °C y 260 °C, respectivamente.

Se utilizo Helio como fase movil (gas de arrastre) y una columna no polar Hp-5 MS
(5-fenil) metil polisilano, con 30 m de longitud didmetro interno de 0.25 mm y la capa de la
fase estacionaria de 0.25 um. La base de datos para la comparacion de las sefiales
espectrales fue NIST 2000.
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5.5. Modificacion quimica

La modificacion quimica de las cumarinas se realizd6 mediante una cloro-metilacion
en los carbonos 6 y 8 de la 7-metoxi cumarina y en el carbono 3 de la 6,7-dimetoxi
cumarina utilizando la receta de Lele et al., 1960 la cual fue modificada debido a los
sustituyentes de la estructura base de la cumarina.

La reduccion del 5-(but-3-en-1-inil)-5"-metil-2,2"-bitiofeno se realiz6 mediante la

modificacion de la receta de Mori et al., 2006.

5.6. Analisis bioldgico de toxicidad en A. salina

5.6.1. Agua de mar

El agua de mar se prepard con 33.33 g de sal sintética de Mar (Red Sea Salt®) y se
disolvid en un litro de agua ajustando a un pH entre 8.2- 8.4 con una disoluciéon NaOH 1

M, si el pH es menor a 8.2 y con una disolucion de HCI 1 M si el pH es mayor a 8.4.

5.6.2. Bioensayo en A. salina

Para obtener nauplios de A. salina se adicionaron 100 mg de quistes (huevos) de A.
salina en 150 mL de agua de mar sintética en un vaso de precipitado. Los huevos se
incubaron de 24 - 26 h bajo un foco con 60 W y oxigenacion saturada, durante este periodo
los quistes eclosionaron y maduraron a larvas o nauplios (Instar I). Los nauplios (larvas)
fueron separados de los huevos no eclosionados, con ayuda de sus propiedades fototréficas
y una pipeta Pasteur, se depositaron en una caja de Petri, después se adicionaron 5 mL de
agua de mar sintética fresca y a partir de aqui se trasfirieron 10 nauplios con 97 uL de agua
de mar sintética a cada pocillo de la placa con ayuda de una pipeta Pasteur. Se pesaron
33.33 mg de los compuestos y se disolvieron en 1000 pL de DMSO (Dimetil sulfoxido) de
donde se hicieron diluciones a concentraciones logaritmicas y se adicion6 un volumen de 3
uL a cada pocillo que contenia 10 nauplios y 97 pL de agua de mar sintética, para obtener
una concentracion final de 1000, 100, 10 y 1 pg/mL. El control negativo contuvo 10
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nauplios en 97 pL de agua de mar sintética y 3 uL de DMSO. La placa se incubé por 24 h,
durante este periodo los nauplios maduraron a los siguientes estadios (I y Il Instar).
Después de este periodo, los nauplios muertos se contabilizaron con el objetivo de 4 X de
un microscopio invertido. El criterio de mortalidad fue que al observarlos en el primer
minuto estos no tuvieran la capacidad de desplazarse de un lugar a otro. Finalmente se
adicionaron 50 pL de etanol al 70% y se dejé incubar por 15 minutos para matar todos los
nauplios depositados en cada pocillo y se contabiliz6 el nimero total de nauplios. El

porcentaje de mortalidad de A. salina se determind con la siguiente férmula (2):

NuUmero de nauplios muertos
Numero total de nauplios

% de Mortalidad = X 100 @)

Se obtuvo el promedio de los resultados (n = 4) y posterior se hicieron diluciones en
el intervalo donde se observé mortalidad para obtener asi el porcentaje de mortalidad 50 %
(CLso). Los resultados se graficaron para obtener curvas concentracion-respuesta. Las
curvas se construyeron graficando en el eje de las ordenadas los efectos (porcentaje de
mortalidad) causados en el organismo expuesto a la sustancia quimica y en las abscisas la
concentracion a la que fue expuesto. Se graficaron los datos y se calculd la CLsy con el
programa SigmaPlot 11.0.

5.7. Analisis biologico de totoxicidad en lineas celulares

5.7.1 Medios de cultivo

Para 500 mL de medio de cultivo se utilizaron 5 g de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagles's Medium Low Glucose) o cultivo MEM (Minimum Essential Medium)
[Sigma-Aldrich], ambos medios fueron suplementados con 5 mL de una disolucion de
penicilina 10,000 U/mL y estreptomicina 10 mg/L [Invitrogen], 40 mL de suero bovino de
ternera al 10 % [GIBCO] inactivado con calor (50 °C por 30 min), 1.8 g de bicarbonato de

sodio y 450 mL de agua destilada. Para el medio de cultivo de las células 3T3 se adiciono
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5 mL de una disolucion D-(+)- glucosa 45 % [Sigma-Aldrich]. La disolucion de los

medios de cultivo fue esterilizada por filtracién con un malla de 0.40 y 0.22 um (Milipore).

Para 1 L de PBS (Buffer de fosfatos) se pesaron 8 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.2
g de cloruro de potasio (KCI), fosfato de sodio (Na,HPO,) 1.7 g y 0.163 g de fosfato de
potasio (KH,PQ,), se aford a un litro con agua destilada y ajusté el pH entre 7.3 y 7.4 con
NaOH o HCI. La disolucion de PBS se esterilizo a 1.5 Ib de presion, 121 °C durante 30

min.

5.7.2. Antibidticos

Se utilizaron como antibidticos Gentamicina, Puromicina y Fungizona al 1 % para

mantener los cultivos estériles.

5.7.3. Cultivo celular

Las lineas celulares fueron cultivadas y mantenidas en crecimiento logaritmico en
medio de cultivo MEM para la linea celular Hep-G2 y DMEM para las lineas celulares
DU-145, MCF-7 y 3T3 a 37 °C en una atmosfera de 5 % de CO,. El medio de cultivo de
las células fue cambiado cada tercer dia o cuando fue necesario para mantener viable el
cultivo celular hasta obtener una confluencia (nimero de células en didmetro determinado)
del 80 al 100 %. Una vez obtenida la confluencia deseada se retird el medio de cultivo por
aspiracion y se lavo la monocapa celular con 3 mL de PBS con la finalidad de eliminar
residuos de medio de cultivo. Se adicion6 0.5 mL de suspension de tripsina al 0.25 %, se
dejo incubar por 5 min a 37 °C, durante este periodo se asegurd que la tripsina hubiera
eliminado las uniones intercelulares entre las células y la placa de cultivo, observandose
una suspension celular en el microscopio invertido. Una vez obtenida una suspensién
celular esta se homogenizo con 2 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina, se
recuperaron y transfirieron las células a un tubo conico de 13 mL y nuevamente se
homogenizaron en 10 mL de medio. Las celulas fueron contadas con una camara de

Neubauer y se hicieron diluciones para obtener una densidad de 3 x 10 * cel/mL.
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Para obtener el niamero de células en la disolucién madre se utiliza la siguiente

férmula (3):

No. de células en la disolucién madre = # células_x Factor de volumen (3)

5

Disolucion madre: Numero de mililitros totales en los que se diluyeron las células

recuperadas de la caja de cultivo

# cél: Numero de células contadas en los cinco cuadrantes
Factor de volumen (Superficie X profundidad): 10000
5: NUmero de cuadrantes contados

Para obtener el volumen de la disolucion madre necesaria para sembrar en las placas de 96
pozos 3 x 10° cél/mL en 100 pL de medio de cultivo en donde se aplicaron los tratamientos

se utilizo la siguiente formula (4):

mL de disolucion madre= 1 mL # células 4)

X mL # células necesarias

mL de disolucién madre: Volumen necesario para sembrar 3 x 10° cél/mL en 100 pL en

placas de 96 pozos

1 mL: Volumen en el que se encuentran cierto nimero de ceélulas contadas como

anteriormente se mencioné
# Células: NUmero de células contadas en 1 mL de la disolucion madre

X mL: mL de medio de la disolucién madre necesarios para sembrar 3 x 10° cél/mL en 100

UL en placas de 96 pozos
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# Células necesarias: Nimero total de células necesarias para sembrar 3 x 10° cél/mL en
100 pL

Se inocularon 3 x 10% cél/mL en 100 pL de medio de cultivo, en placas de
96 pozos y se incubaron a 37 °C y 5 % de CO,. A las 24 h se retird el medio, se
adicionaron 97 pL de medio fresco y se asignaron 3 pocillos para cada tratamiento, en cada
pocillo se adicionaron 3 pL de alguno de los compuestos 6  5-FU (5-flurouracilo)
disueltos en DMSO al 3.0 % para obtener una concentracion final en cada pocillode 1, 10 y
100 pg/mL (Monks et al., 2002). Se usé el medio de cultivo y el DMSO al 3.0 % como
controles negativos. Se dejo incubar los compuestos y el medio de cultivo celular por 48 h
después del cual se realizo la determinacion del crecimiento celular por el método de MTT
(Esteves-Souza et al., 2002). En los tratamientos que se observd una concentracion letal
cincuenta (CLsp) menor a 100 pg/mL se realizaron diluciones a concentraciones de 1, 10,
20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL y se incubaron en el medio de cultivo celular por 48 h después
del cual nuevamente se realizo la determinacion del crecimiento celular por el método de
MTT. Para los tratamientos en los que se aplicd luz UV-A de igual manera se inocularon 3
x 10° cél/mL en 100 pL de medio de cultivo, en placas de 96 pozos y se incubaron a 37 °C
y 5% de CO,. A las 24 h se retir0 el medio, se adicionaron 97 pL de medio fresco y se
asignaron 3 pocillos para cada tratamiento, en cada pocillo se adicionaron 3 pL de alguno
de los compuestos ¢ 5-FU (5-flurouracilo) disueltos en DMSO al 3.0 % para obtener una
concentracion final en cada pocillo de 1, 10 y 100 pg/mL (Monks et al., 2002). Se uso el
medio de cultivoy el DMSO al 3.0 % como controles negativos.

5.7.4. Aplicacion de UV-A

Para los tratamientos con UV-A se dejo incubar los compuestos y el medio de
cultivo celular en oscuridad durante 30 min después se expusieron las placas a luz UV-A
de longitud de onda Uv larga (315-400 nm) con una lampara Handheld Uv Lamp modelo
UVGL-58, P/N 95-0007-05 ha, 365 nm Uv/ 6-watt/ 115 V~ 60 Hz, marca UVP-ultra-violet
products en un cuarto oscuro (Wang et al., 2007). Se realiz6 la determinacion del
crecimiento celular por el método de MTT (Esteves-Souza et al., 2002).
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5.7.5. Método de MTT

Después de 48 h para los tratamientos sin UV-A e inmediatamente para los
tratamientos expuestos durante treinta minutos a luz UV-A se determiné la proliferacion
celular por el método de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
para lo cual se afadieron 20 pL de MTT (5 mg/mL en PBS) por pozo, se incubé durante 4
h a 37 °C, se retird el medio de cultivo con el MTT y finalmente se adicionaron 50 pL de
DMSO para solubilizar los cristales de formazan (Fig. 14). El producto colorido (violeta)
de la reaccién se midio a 595 nm en un lector de ELISA (Martinez et al., 2001).

El ensayo del MTT esta basado en la inhibicion de la reduccion de la sal de
tetrazolio (amarilla) a azul de formazan (violeta), insoluble (Fig. 12). Esta reduccion se
produce como consecuencia de la actividad de la succinato deshidrogenasa mitocondrial de

las células vivas (Alzamora et al., 2007).

Succinato CH

. N N 3
deshidrogenasa | \\N 74 I
-_— N —<

CHgj

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)- Sal de formazan
2,5 difeniltetrazolio (MTT)

Fig. 12. Reaccion de la reduccién del MTT a sal de Formazan.

Una vez obtenidas las lecturas del espectrofotometro se obtuvo el porcentaje de

viabilidad de la muestra con la siguiente formula (5):
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% de viabilidad = D.O.M. X 100 (5)
D.O.C.

En donde D.O.M. es la densidad Optica de las células tratadas con los compuestos
puros con o sin luz UV-A y la D.O.C. es la densidad dptica de las células control en las que
fue adicionado el DMSO (Villavicencio et al., 2008).

Con los valores porcentuales de viabilidad celular se calculé en porcentaje de

mortalidad con la siguiente formula:

% de mortalidad = 100 - % de viabilidad

En donde él % de viabilidad es el valor obtenido de las densidades Opticas de las
células tratadas y no tratadas con la formula anterior. Con los valores porcentuales de
mortalidad celular y las concentraciones evaluadas se elaboraron gréficas concentracion-
efecto graficando en las abscisas la concentracién de los compuestos 6 5-FU con o sin UV-
Ay en el eje las ordenadas el porcentaje de mortalidad celular. Sobre las curvas obtenidas
a diferentes concentraciones como maxima de 100 pg/mL se estimd la concentracion letal
cincuenta (CLsp), que se definié como la concentracion de los compuestos igual 0 menor a
100 pg/mL que redujo la viabilidad de las células tratadas al 50 % (Villavicencio et al.,
2008).

El 5-fluorouracilo (Fluorouracil®, Efudex®, Fluoroplex®) es un farmaco de
guimioterapia anticanceroso (“antineoplasico” o "citotoxico") y se le clasifica como "anti
metabolito”. EI 5-FU se ha utilizado eficazmente en el tratamiento de cancer de colon
rectal, pAncreas, mama, cabeza, cuello, gastricos y de ovario (Pinedo et al., 1988). El 5-FU
bloquea la sintesis de ADN por la inhibicion de la enzima timidilato sintasa (TS) y es
cominmente usado como un antagonista de pirimidinas blogueando la formacién de los
nucleétidos de pirimidina normales y al interferir con la sintesis de ADN después de su
incorporacion en una cadena creciente de ADN.

Sin embargo, la quimioresistencia sigue siendo uno de los principales obstaculos
para el éxito de la quimioterapia con 5-FU (Guo et al., 2008). Las estructuras de las bases

normales de pirimidinas y la del 5-FU se muestran en la figura 13.
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Fig. 13. Estructuras de las bases normales de pirimidinas y del 5-fluorouracilo

5.8. Analisis estadistico

Para la determinacion de la dosis letal cincuenta y su comparacion mediante la

prueba t-student se utiliz6 el programa SigmaPlot 11.0.
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6. Resultados
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6.1. Obtencién de los extractos hexanicos de T. lucida

En el cuadro 17 se presenta el peso en gramos de la hoja y raiz de T. lucida
macerados asi como el peso de los extractos obtenidos y el rendimiento. Se observé un
rendimiento similar para el caso de la hoja y la raiz con 0.95 y 1.0 %, respectivamente. A
partir de los 10 g del extracto hexanico de hoja y 6 g del extracto hexanico de raiz se realizo

la purificacion de las cumarinas y bitiofenos mayoritarios.

Cuadro 17. Rendimiento de la maceracidon en hexano de la hoja y raiz de T. lucida

Peso Extracto obtenido Rendimiento
g g %
A) 1050 10 0.95
B) 600 6 1.0

6.2. Obtencién de los compuestos mayoritarios de los extractos hexanicos de

hojay raiz de T. lucida

Se aislé un compuesto mayoritario de las fracciones 45 a la 48 con polaridad 80:20
de hexano con respecto acetato de etilo. En el cuadro 18 se muestran el nimero de
fracciones y la polaridad en la que se purifico el primer compuesto mayoritario del extracto
hexanico de hoja. Marcado en color rojo el nimero de fracciones en las que se obtuvo,
haciendo énfasis en que comenzé su purificacion en la fraccion 45 y continud hasta la
fraccion 48. Se aislé un segundo compuesto mayoritario del extracto hexanico de hoja de
las fracciones 19 a la 22 con polaridad 40:60 de hexano con respecto acetato de etilo. En el
cuadro 19 se muestra el numero de fracciones asi como la polaridad en la que se purifico el
segundo compuesto mayoritario del extracto hexanico de hoja. Marcado en color rojo el
numero de fracciones en las que se obtuvo, comenzando su purificacion en la fraccion 19 y

continuando hasta la fraccién 22.
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Cuadro 18. Columna del extracto hexanico de hoja para el aislamiento del primer
compuesto mayoritario

Polaridad de la fase mévil (%) Fase mévil por s (e
Hexano Acetato de etilo | polaridad (mL)
100 0 150 1-20
94 6 100 21-38
90 10 50 39-45
80 20 50 46 - 53
76 24 50 54 -61
70 30 50 62 -69
66 34 50 70-76
60 40 50 77 -84
56 44 50 85-91
50 50 50 92 -98
40 60 50 99 - 106
30 70 50 107 -113

Cuadro 19. Columna del extracto hexanico de hoja para el aislamiento del
segundo compuesto mayoritario

Polaridad de la fase mévil (%) | Fase moévil por Ndmero de fraccién
Hexano Acetato de etilo | polaridad (mL)
100 0 80 1-9
70 30 50 10-14
50 50 50 15-18
40 60 50 19-22
30 70 50 23-27
15 75 30 28-30
0 100 20 31-33

Del extracto hexanico de raiz se aisl6 mediante cromatografia en columna de las
fracciones 5 a la 8 con una polaridad 100:00 de hexano con respecto acetato de etilo un
compuesto mayoritario. Marcado en color rojo las fracciones en las que se aislo el primer

compuesto mayoritario del extracto hexanico de raiz (cuadro 20).
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Cuadro 20. Columna del extracto hexanico de raiz para el aislamiento del primer
compuesto mayoritario

Polaridad de la fase movil (%) Fase mavil por Numero de
Hexano Acetato de etilo | polaridad (mL) fraccion
100 0 100 1-8
94 6 100 14 -27
90 10 50 28-34
80 20 50 35-41
76 24 50 42 -47
70 30 50 48 -54
70 30 50 55-61
50 50 50 62 -69
40 60 50 70-75
20 80 50 76 -81
0 100 50 82-87

Se aislé un segundo compuesto mayoritario del extracto hexanico de raiz de las

fracciones 17 a la 19 con una polaridad 91:9, 80:20 y 50:50 de hexano, cloruro de metileno

y acetato de etilo, en el cuadro 21 se muestra el nimero de fracciones asi como la polaridad

en la que se purifico el segundo compuesto mayoritario del extracto hexanico de raiz.

Marcado en color rojo el numero de fracciones en las que se obtuvo.

Cuadro 21. Columna del extracto hexanico de raiz para el aislamiento del segundo
compuesto mayoritario

Polaridad de la fase movil (%) . . .
Fase mavil por | Numero de
Clorurode | Acetato de . < s
Hexano . . polaridad (mL) fraccion
metileno etilo
100 0 0 10 1
100 0 0 20 2
80 20 0 10 3
70 30 0 10 4
60 40 0 20 5-6
40 60 0 10 7
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30 70 0 10 8

20 80 0 40 9-13
0 100 0 10 14
0 90 10 10 15
0 90 10 10 16
91 0 9 11 17
80 0 20 10 18
50 0 50 10 19

6.3. Analisis espectroscopico de los compuestos mayoritarios aislados del extracto

hexanico de hoja

6.3.1. Analisis espectroscopico del primer compuesto aislado del extracto

hexanico de hoja

En la figura 14A, se muestra el cromatograma de gases del primer compuesto

mayoritario aislado del extracto hexanico de hoja. En el cromatograma de gases se observa

un sefial con un tiempo de retencién de 13.95 min y con un enriquecimiento del 100%. El

espectro de masas del primer compuesto mayoritario muestra un ién molecular de 176 uma

(Fig. 14.B). El primer compuesto mayoritario se identific6 con ayuda de ensayos

espectroscopicos de resonancia magnética nuclear como 7-metoxi cumarina.
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Fig. 14. Cromatograma de gases del primer compuesto aislado del extracto hexanico de
hoja A). Espectro de masas B).
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En el espectro de *H-RMN a 400 MHz (Fig. 15) se observa una sefial doble en 7.63
ppm que integra para un proton con una constante de acoplamiento de Jgs = 9.4 Hz
correspondiente al H-4. En 7.39 ppm se observa una sefial doble que integra para un protén
con una constante de acoplamiento de Joro = 8.5 Hz correspondiente al H-5 mientras que a
6.88 ppm se observa una sefial doble de dobles que integra para un protdn correspondiente
al H-6 con una constante de acoplamiento Jmeta = 2.5 Hz con el H-8 y con una constante de
acoplamiento Joro = 8.5 Hz con H-5. En 6.87 ppm se observa una sefial doble que integra
para un protén con una constante de acoplamiento de Jneta = 2.5 Hz que corresponde al H-8
y en 6.24 ppm una sefial doble que integra para un hidrogeno que corresponde al H-3 con
una constante de acoplamiento de J.is = 9.4 Hz. Desplazado hacia campo mas alto en 3.90
ppm se observa una sefial simple que integra para tres protones caracteristica de un grupo

metoxilo.

En el espectro de **C (Fig. 16) se observan sefiales caracteristicas de carbonos
aromaticos que van desde 100.24 ppm a 162.05 ppm con una sefial en 55.20 ppm para el
carbono de un grupo metoxilo. El desplazamiento de las sefiales con sus carbonos

respectivos se muestra en el cuadro 22.

Las asignaciones para los hidrogenos fueron realizadas en base al experimento
COSY (Fig. 17) tomando la sefial asignada para el H-3 como referencia, localizada en 6.25
ppm observamos que tiene correlacion con la sefial ubicada en 7.63 ppm la cual
corresponde al hidrégeno H-4 vecino de H-3. Continuando con la asigancion de sefiales
observamos una sefial en 6.86 ppm que corresponde al H-6 que tiene una correlacion con
una sefial en 7.39 ppm por lo que la asignamos al H-5. De igual manera se realizarédn las

asignaciones de los hidr6genos restantes.
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El espectro de RMN de *3C fue asignado en base al experimento HETCOR  (Fig.
18). Asi por ejemplo, la sefial en 7.63 ppm en la escala de hidrégeno asignada para H-4
correlaciona con la sefial en 142.84 ppm en escala de carbono, por lo tanto esta sefal
corresponde a C-4. De igual manera la sefial en 7.39 ppm correspondiente al H-5
correlaciona con la sefial en 128.16 ppm por lo que es asignado al C-5. En 6.86 ppm se
encuentra en la escala de hidrogeno una sefial para H-6 que al extrapolar nos permite
identificar al C-6 en 112.25 ppm en la escala de carbono. Muy cercana a esta sefial en 6.82
ppm se encuentra una sefial que corresponde al H-8 la cual correlaciona en 100.24 ppm con
una sefal que asignamos al C-8. En 6.25 ppm de la escala de hidrdgeno se encuentra la
sefial para H-3 que correlaciona en 112.30 ppm con una sefial la cual es asignada al C-3.
Desplazado a campo mas alto dentro de las escalas encontramos un hidrégeno de un
metoxilo en 3.90 ppm que correlaciona con una sefial en 57 ppm la cual corresponde al
carbono metilo del metoxilo. De acuerdo a las pruebas espectroscopicas el primer

compuesto mayoritario del extracto hexanico de hoja es la 7-metoxi cumarina.

Cuadro 22. Desplazamiento de 13C_.RMN a 400MHz de la 7-metoxi cumarina

Carbono Desplazamiento

(6 ppm)
C-7 162.05
C-2 161.04
C-4a 155.32
c4 142.84
C-5 128.16
C-8a 112.51
C-3 112.30
C-6 112.25
C-8 100.24
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Fig. 17. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) de la 7-metoxi cumarina

6.3.2. Analisis espectroscopico del segundo compuesto aislado del extracto

hexanico de hoja

En la figura 19 A, se muestra el cromatograma de gases del segundo compuesto
mayoritario aislado del extracto hexanico de hoja. En el cromatograma de gases se observa
una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion de 16.79 min y con un enriquecimiento
de maés del 95%. EI espectro de masas de la segunda cumarina aislada nos muestra un ion
molecular de 206 uma (Fig. 19.B). Con los datos de resonancia magnética nuclear de
Hidrégeno y Carbono del segundo compuesto mayoritario del extracto hexanico de hoja

observamos que presenta una formula quimica condensada C11H1004
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Fig. 18. Experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) de la 7-metoxi
cumarina

En el espectro de *H-RMN a 400 MHz (Fig. 20) se observa una sefial doble en 7.63

ppm que integra para un protén con una constante de acoplamiento de J.js = 10.0 Hz con el
H-3 que corresponde al H-4. En 6.86 ppm se observa una sefial simple que integra para un
proton correspondiente al H-5. En 6.84 ppm se observa una sefial simple que integra para
un proton que corresponde al H-8 y en 6.30 ppm una sefial doble que integra para un
hidrogeno con una constante de acoplamiento de Jgs = 10.0 Hz que corresponde al H-3.
Desplazado hacia campo mas alto en 3.95 y 3.90 ppm se observan dos singuletes que
corresponden a protones unidos a heteroatomos que integran para tres protones cada uno de

estos y que corresponden a dos grupos metoxilo.
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En el espectro de **C (Fig. 21) se observan sefiales caracteristicas de carbonos
aromaticos que van desde 99.95 ppm a 161.35 ppm con una sefial en 56.31 ppm para los
carbonos de los grupos metoxilos. El desplazamiento de las sefiales con sus carbonos

respectivos se muestra en el cuadro 23.

Para la asignacién de los hidrogenos del segundo compuesto mayoritario se utilizd
el experimento COSY (Fig. 22) tomando la sefial asignada para el H-3 como referencia. La
sefial del H-3 se encuentra localizada en 6.30 ppm y tiene correlacion con la sefial ubicada

en 7.63 ppm la cual corresponde al hidrégeno vecino, H-4.

Cuadro 23. Desplazamiento de 13C_.RMN a 400MHz de la 6,7-dimetoxi cumarina

Carbono Desplazamiento
(6 ppm)
C-2 161.35
Cc-7 152.80
C-6 149.96
C-8a 146.29
C-4 143.31
C-3 113.02
C-4-a 111.38
C-5 107.94
C-8 99.95

El espectro de RMN de **C de la segunda cumarina aislada del extracto hexanico de
hoja fue asignado en base al experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) (Fig.
23). Asi la sefial asignada para H-4 en 7.63 ppm correlaciona con una sefial en 143.31 ppm
en la escala de carbono por lo que la sefal corresponde al C-4. En la escala de hidrogeno en
6.86 ppm se observa una sefial asignada al H-5 la cual correlaciona en 107.94 ppm en la
escala de carbono con una sefial que es asignada al C-5. De igual manera se siguieron las
asignaciones en 99.95 ppm para el C-8 apartir de la sefial de hidrégeno en 6.84 ppm, en
113.02 ppm para el C-3 apartir de la sefial de H-3 en 6.30 ppm. Dentro de la escala de
carbono aparece otra sefial en 111.38 ppm que corresponde al C-4a la cual no presenta
sefial de correlacion en este plano debido a que no presenta hidrogenos.
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Fig. 19. Cromatograma de gases del segundo compuesto aislado del extracto hexanico de
hoja A). Espectro de masas B).
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Fig. 23. Experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) de la 6,7-dimetoxi
cumarina

6.3.3. Analisis espectroscopico del primer compuesto aislado del extracto

hexéanico de raiz

En la figura 24. A se muestra el cromatograma de gases del primer compuesto del
extracto hexanico de raiz aislado de las fracciones 5 a la 8. En el cromatograma de gases se
observa una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion de 20.78 min y con un
enriquecimiento del 100%. El espectro de masas nos muestra un patron de fragmentacion y
un ion molecular de 216 uma (Fig. 24.B). Estos datos junto con la resonancia magnética
nuclear de Hidrogeno y Carbono muestran que se trata de un compuesto con una férmula

guimica condensada C1,HgS, que corresponde al 5 - (but-3-en-1-ino) - (2,2") - bitiofeno.
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La figura 25 nos muestra el espectro de Hidrogeno del primer bitiofeno aislado. El
espectro de 'H-RMN a 400 MHz muestra una sefial doble de dobles que integra para un
proton en 7.22 ppm correspondiente al H-5", con una constante de acoplamiento Joro = 5.1
Hz con H-4"y con una constante de acoplamiento Jyeta = 1.1 Hz con H-3"de igual manera
se observa una sefial doble de dobles en 7.17 ppm que corresponde al H-3" con una integral
para un proton y una constante de acoplamiento Joro = 3.6 Hz con H-4" y una constante de
acoplamiento Jmeta = 1.1 Hz con H-5". En 7.11 ppm se observa una sefial doble que integra
para un proton correspondiente al H-4 con una constante de acoplamiento J = 3.8 Hz. En
7.05 ppm una sefal doble con una integral para un protén y una constante de acoplamiento
J = 3.8 Hz que corresponde al H-3. En 7.00 ppm se observa una sefial doble de dobles para
H-4" con una integral para un proton y con dos constantes de acoplamiento Joro = 5.2 Hz
con H-5" y otra constante acoplamiento de Joro = 3.7 Hz con H-3". En 6.04 ppm se observa
una sefial doble de dobles con una integral para un protén que corresponde al H-8 con una
constante de acoplamiento Jgs = 11.2 Hz con H-9” y con una constante de acoplamiento
Jirans = 17.5 Hz con H-9. En 5.73 ppm se observa una sefial doble de dobles que integra
para un proton que corresponde al H-9 caracteristico de un proton vinilico con una
constante de acoplamiento Jiyans = 17.5 Hz con H-8 y con una constante de acoplamiento
Jgem = 1.9 Hz con H-9" y en 5.55 ppm se observa una sefial doble de dobles para el H-9"con
una constante de acoplamiento J¢is = 11.2 Hz con el H-8 y una constante de acoplamiento
Jgem = 1.9 Hz con H-9.

En el espectro de *C (Fig. 26) se observan diez sefiales en el desplazamiento
caracteristico de los carbonos arométicos que va de 110 ppm a 140 ppm. En 138.65 ppm y
136.35 ppm se observan dos sefiales de carbonos cuaternarios correspondientes a los
carbonos 2° y 2 respectivamente, seguidas de una sefial en 132.49 ppm del carbono 4. De
116 ppm a 128 ppm se observan siete sefiales de carbonos con dobles ligaduras y
desplazado a campo mas alto se observan dos sefiales, una sefial en 92.61 ppm del carbono
6 y la otra sefial en 82.88 ppm para el carbono 7, sefiales de dos carbonos alquinos.
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Fig. 27. Espectro de correlaciéon homonuclear (COSY) del 5 - (But-3-en-1-ino) - (2,2") —
bitiofeno

Las asignaciones de los hidrogenos fueron realizadas en base al experimento de
correlacion homonuclear (COSY). Tomando como base la sefial asignada para el H-5" en
7.22 ppm la cual correlaciona con una sefial en 7.00 ppm por lo que asignamos H-4". De
igual manera la sefial para H-4" en 7.00 ppm correlaciona con una sefial en 7.17 ppm a la
que asignamos el H-3". En 7.05 ppm se observa la sefial para el H-3 que correlaciona con
una sefial en 7.11 ppm correspondiente al H-4 (Fig. 27).

El espectro de RMN de *C fue asignado en base al experimento de correlacion
heteronuclear (HETCOR) (Fig. 28). Asi la sefial asignada para H-5" en 7.22 ppm
correlaciona con una sefial en 124.68 ppm en la escala de carbono por lo que la sefal

corresponde al C-5". En la escala de hidrogeno en 7.17 ppm se observa una sefial asignada
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al H-3" la cual correlaciona en 123.91 ppm en la escala de carbono con una sefial que es
asignada al C-3". De igual manera se siguieron las asignaciones en 132.49 ppm para el C-4
apartir de la sefial de hidrogeno en 7.11 ppm, en 123.18 ppm para el C-3 apartir de la sefial
de H-3 en 7.05 ppm y por ultimo la sefial para C-4" en 127.61 ppm de acuerdo a la
correlacion con la sefial de H-4" en 7.00 ppm. Dentro de la escala de carbono aparece otra
sefial en 126.67 ppm que corresponde al C-9 la cual no presenta sefial de correlacion en este
plano debido a que los hidrogenos vinilicos se encuentran desplazados a campo mas alto en

5.55 ppmy 5.73 ppm.
4 4 9 5 33
< -
o N
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H _
D L Ve Vs o :
% 1 6 S\CfH -
i L :
n -
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Fig. 28. Experimento de correlacidon heteronuclear (HETCOR) del 5 - (But-3-en-1-ino) - (2,2°)-
bitiofeno

72

ppm



11QB

6.3.4. Analisis espectroscopico del segundo compuesto aislado del extracto

hexéanico de raiz

Se identifico utilizando métodos espectroscopicos el segundo bitiofeno aislado de
las fracciones 17 a la 19 del extracto hexanico de raiz. En la figura 29. A se muestra el
cromatograma de gases del segundo bitiofeno aislado del extracto hexanico de raiz. Se
observa una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion de 20.839 min y con un
enriquecimiento del 100%. EIl espectro de masas del segundo compuesto mayoritario nos
muestra un i6n molecular de 276 uma (Fig. 29. B) que corresponde al 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2"-bitiofeno.

En el espectro de *H-RMN a 400 MHz se observa una sefial doble de dobles que
integra para un proton en 7.22 ppm correspondiente al H-5", con una constante de
acoplamiento Joro = 5.1 Hz con H-4" de igual manera se observa una sefial doble de dobles
en 7.16 ppm que corresponde al H-3" con una integral para un protén y una constante de
acoplamiento Jore = 3.6 Hz con H-4". En 7.04 ppm se observa una sefial doble que integra
para un proton correspondiente al H-6 con una constante de acoplamiento Jorto = 3.8 Hz con
el H-3. En 7.01 ppm se observa una sefial doble de doble con una integral para un proton
que corresponde al H-4" y una constante de acoplamiento J = 5.1 Hz con respecto al H-5".
En 7.00 ppm se observa una sefial doble para el H-3 con una integral para un proton y una
constante de acoplamiento Jore = 3.8 Hz con el H-4. En 4.25 ppm se observa una sefial
triple con una integral para un proton que corresponde al H-9 con una constante de
acoplamiento Joro = 6.9 Hz con el H-8. En 2.79 ppm se observa una sefial triple que integra
para dos protones que corresponde al H-8 con una constante de acoplamiento Joro = 6.9 Hz
con H-9. En 2.10 ppm se encuentra un singulete que integra para tres protones y que
corresponde al H-AcO (Fig. 30)
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Fig. 29. Cromatograma de gases del segundo compuesto aislado del extracto hexanico
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En el espectro de *C del segundo compuesto aislado del extracto hexanico de raiz
(Fig. 31) se observa una sefial en 170.89 ppm que corresponde a un carbono de un éster, C-
10. Se observan sefiales que van desde 122.02 ppm a 138.09 ppm que corresponden a los
desplazamientos de los carbonos de los heterociclos del bitiofeno (cuadro 24). A campo
mas alto se observan sefiales en 90.61 ppm y 75.16 ppm que corresponden a carbonos
alquinos C-7 y C-6, mientras que en 62.11 ppm una sefial que corresponde a un carbono
base de éster, C-9. A 20.94 ppm la sefial que se observa corresponde al AcO vy la sefial en
20.27ppm al C-8.

Cuadro 24. Desplazamiento de 13C_.RMN a 400MHz

Carbono Desplazamiento

(6 ppm)
C-2 138.09
C-2 136.75
C-4 132.42
c-4 127.90
C-5’ 124.86
C-3 124.11
C-3 123.27
C-5 122.02

Las asignaciones para los hidrogenos fueron realizadas en base al experimento
COSY (Fig. 32) tomando la sefial asignada para el H-8 como referencia, localizada en 2.79
ppm observamos que tiene correlacion con la sefial ubicada en 4.25 ppm la cual
corresponde al H-9 vecino del H-8. Continuando con la asigancion de sefiales observamos
una sefial en 7.22 ppm que corresponde al H-5" que tiene una correlacion con una sefial en
7.01 ppm por lo que la asignamos al H-4". De igual manera se realizaron las asignaciones
de los hidrogenos restantes.
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Fig. 32. Experimento de correlacion homonuclear (COSY) del 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2'-bitiofeno

El espectro de RMN de *3C fue asignado en base al experimento HETCOR  (Fig.
33). La sefial en 2.79 ppm en la escala de hidrdgeno asignada para H-8 correlaciona con la
sefial en 20.27 ppm en escala de carbono, por lo tanto esta sefial corresponde al C-8. De
igual manera la sefial en 4.25 ppm correspondiente al H-9 correlaciona con la sefial en
62.11 ppm por lo que es asignado al C-9. En 7.00 ppm se encuentra en la escala de
hidrogeno una sefial para H-3 que al extrapolar nos permite identificar al C-3 en 123.27
ppm en la escala de carbono. Muy cercana a esta sefial en 7.01 ppm se encuentra una sefial
que corresponde al H-4" la cual correlaciona en 127.90 ppm con una sefial lo que permite
asignar al C-4". En 7.04 ppm de la escala de hidrdgeno se encuentra la sefial para H-4 que

correlaciona en 132.42 ppm con una sefial la cual es asignada al C-4. Desplazado a campo
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mas bajo de las escalas se observa el H-3" en 7.16 ppm que correlaciona con una sefial en
124.11 ppm la cual corresponde al C-3". En 7.22 ppm se observa una sefial para el H-5" la
cual correlaciona en la escala de carbono con una sefial en 124.86 ppm por lo que

corresponde al C-5".

4,4'5',3',3 9 AcO, 8

M o

3.0

3.5
4.0
| L

5.0

10 AcO
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6.5
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Fig. 33. Experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) del 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2'-bitiofeno
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6.3.5. Parte experimental

6.3.5.1. Purificacion e identificacion de las cumarinas aisladas del extracto

hexanico de hoja

Para la purificacion e identificacion de cumarinas mayoritarias del extracto
hexanico de hoja se siguio un procedimiento de separacion cromatografico.

Mediante la cromatografia en columna con la adicién de 0.1 g de extracto hexanico
de hoja y como fase mévil mezclas de hexano-acetato de etilo en polaridad ascendente se
purificaron dos cumarinas mayoritarias y apoyados con espectroscopia de resonancia
magnética nuclear se logro identificarlas.

Asi se purifico una primer cumarina de la fraccion 45 a la 47, con polaridad 80:20
(hexano: acetato de etilo) cuadro 25. Estas fracciones correspondieron a la 7-metoxi
cumarina. Se purificd una segunda cumarina mayoritaria de la fraccién 19 a la 22 con
polaridad 40:60 de hexano con respecto acetato de etilo que corresponde a la 6,7-dimetoxi

cumarina (cuadro 26).

Cuadro 25. Primer cumarina mayoritaria aislada del extracto hexdnico de hoja de T. lucida

Fraccion Polaridad Metabolito
45 - 47 80:20 7-metoxi Cumarina
5 4
6 \_ 3
7 2
H3CO (o) (o)
8 1

RMN *H (400MHz,CDCl; ), & ppm: 7.63 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-4), 7.39 (d, J = 8.5 Hz,
1H, H-5), 6.88 (dd, J = 2.4, 8.5 Hz, 1H, H-6), 6.87 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-8), 6.24 (d, J =
9.4 Hz, 1H, H-3), 3.90 (s5,3H, OMe). RMN 3C (400MHz CDCls), & ppm: 162.05 (C-7),
161.04 (C-2), 155.32 (C-4a), 142.84 (C-4), 128.16 (C-5), 112.51 (C-8a), 112.30 (C-3),
112.25 (C-6), 100.24 (C-8), 55.20 (OMe).
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Cuadro 26. Segunda cumarina mayoritaria aislada del extracto hexanico de hojade T.

lucida
Fraccion Polaridad Metabolito
45 - 47 80:20 6,7-dimetoxi cumarina
5 4
OH,C 6 3
=X
2
OHsC” 5 () 0
8

RNM H (400MHz, CDCl3), & ppm: 7.63 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-4), 6.86 (s, 1H, H-5), 6.84
(s, 1H, H-8), 6.30 (d, J = 10.0, 1H, H-3), 3.95 y 3.90 (s, 3H, OMe). RMN 3C (400MHz
CDCl3), & ppm: 161.35 (C-2), 152.80(C-6), 149.96 (C-5), 146.29 (C-8), 143.31 (C-4),
113.02 (C-3), 111.38 (C-8a), 107.94 (C-4a), 99.95 (C-7), 56.31 (OMe).

6.3.5.2. Purificacion e identificacion de los bitiofenos aislados del extracto

hexéanico de raiz

Para la purificacion e identificacion de los bitiofenos mayoritarios del extracto
hexanico de raiz se utilizé cromatografia en columna con 1 g de extracto hexanico de raiz y
una mezcla de hexano: acetato de etilo.

Se purifico un primer bitiofeno de la fraccion 5 a la 8 con una polaridad 100:00 de
hexano con respecto acetato de etilo (cuadro 27) que se identifico mediante técnicas
espectroscopicas como 5 - (but-3-en-1-ino) - (2,2") — bitiofeno.

Se aisl6 un segundo bitiofeno mayoritario del extracto hexanico de raiz de las
fracciones 17 a la 19 comenzando con una polaridad 91:9, 80:20 y 50:50 de hexano con
respecto acetato de etilo (cuadro 28) identificado como 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2'-

bitiofeno.
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Cuadro 27. Primer bitiofeno mayoritario del extracto hexanico de raiz de T. lucida

Fraccion Polaridad Metabolito
05-08 100:00 5 - (But-3-en-1-ino) - (2,2") - bitiofeno
4 4 3 4
H
A Ny \s )
S \ H
1 S 1 6 8 C/

‘ 9

H
RMN *H (400MHz CDCl;), ppm: 7.22 (dd, J = 5.1, 1.1 Hz, 1H, H-5"), 7.17 (dd, J = 3.6, 1.1 Hz,
1H, H-3"), 7.11 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-4), 7.05 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-3), 7.00 (dd, J = 3.7, 5.2 Hz,
1H, H-4"), 6.04 (dd, J = 11.2, 17.5 Hz, 1H, H-8), 5.73 (dd, J = 1.9, 17.5 Hz, 1H, H-9), 5.55 (dd, J =
1.9, 11.2 Hz, 1H, H-9"). RMN *C (400MHz CDCl;), § ppm: 138.65 (C-2’), 136.35 (C-2), 132.49
(C-4), 127.61 (C-4°), 126.67 (C-9), 124.68 (C-5), 123.91 (C-3"), 123.18 (C-3), 121.40 (C-5),
116.47 (C-8), 92.61 (C-6), 82.88 (C-7).

Cuadro 28. Segundo bitiofeno mayoritario del extracto hexanico de raiz de T. lucida

Fraccion Polaridad Metabolito
17-19 91:09 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2'-bitiofeno

10 AcO

'H-NMR (400MHz,CDCls3 ), & ppm: 7.22 (dd, J = 5.1, 1.2 Hz, 1H, H-5"), 7.16 (dd, J =
3.6, 1.1 Hz,1H, H-3"), 7.04 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-4), 7.01 (dd, J = 5.1, 3.6, 1H, H-4"), 7.00
(d,J = 3.8 Hz, 1H, H-3), 4.25 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-9), 2.79 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-8), 2.10 (s,
3H, H-AcO). RMN *C (400MHz CDClIs), & ppm: 170.89 (C-10), 138.09 (C-2°), 136.75
(C-2), 132.42 (C-4), 127.90 (C-4"), 124.86 (C-57), 124.11 (C-3"), 123.27 (C-3), 122.02 (C-
5), 90.61 (C-6), 75.16 (C-7), 62.11 (C-9), 20.94(C-Ac0), 20.27 (C-8).
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6.3.6. Rendimiento de los extractos hexanicos de hojay raiz de T. lucida

En el cuadro 29 se presenta el peso en gramos del extracto hexanico de hoja y raiz
de T. lucida asi como el rendimiento en porcentaje de los compuestos obtenidos. Se
observé un rendimiento hasta tres veces mayor en el extracto hexanico de hoja para la 7-
metoxi cumarina con respecto a la segunda cumarina aislada la 6,7-dimetoxi cumarina. En
cuanto el rendimiento de los bitiofenos hay un rendimiento de 9:1 del 5-(but-3-en-1-inil)-

5 -metil-2,2"-bitiofeno con respecto al 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno.

Cuadro 29. Rendimiento de los extractos hexanicos de hoja y raiz de T. lucida

g %
(A) 7-metoxi cumarina 6,7-dimetoxi cumarina
10 7 2.5
5-(but-3-en-1-inil)-5"-metil-2,2"- 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2'-
(B) " "
bitiofeno bitiofeno
6 9 1

6.3.7. Modificacion quimica de las cumarinas y bitiofenos mayoritarios de los

extractos hexanicos de hojay raiz de T. lucida

6.3.7.1. Obtencion de la 7-metoxi-6-cloro metil cumarina

Se disolvieron 100 mg de la 7-metoxi cumarina en 4 mL de AcOH a 80 °C en
agitacion con 125 mg de CH,O hasta la completa disolucién del CH,O. Se agregaron 4 mL
de HCI, se mezclaron y mantuvieron en agitacion a 80 °C durante 24 horas. Transcurrido
este tiempo la mezcla de reaccion se extrajo con CH,Cl, y se lavé en tres ocasiones con
H-O, la fase organica se secd con Na,SO, anhidro, se filtrd y evaporo a sequedad. El crudo
de reaccion fue purificado por cromatografia en columna obteniéndose 20 mg de cristales
finos de color blanco que se recristalizaron en acetato como una placa gruesa de color
blanco con p.f. 145-150°C que fue identificada como 7-metoxi-6-cloro metil cumarina.
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6.3.7.2. Obtencion de la 7-metoxi-8-cloro metil cumarina

Se disolvieron 100 mg de la 7-metoxi cumarina y 200 mg de CH,0 en 4 mL de
AcOH a 100 °C en agitacion, se agregaron 4 mL de HCI. Se mantuvo la reaccion a 100 °C
y agitacion durante 24 horas. Transcurrido las 24 horas la mezcla de reaccion se extrajo con
CH,Cl; y se lavo en tres ocasiones con H,0, la fase organica se sec6 con Na,SO, anhidro,
se filtro y evaporé a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en
columna obteniéndose 10 mg de cristales gruesos de color blanco amarillento que se
recristalizaron en acetato como una placa, ligeramente amarilla con p.f. 130-145°C

identificada como 7-metoxi-8-cloro metil cumarina.

6.3.7.3. Obtencion de la 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina

Se disolvieron 100 mg de la 6,7-dimetoxi cumarina y 200 mg de CH,0 en 4 mL de
AcOH a 100 °C en agitacién, se agregaron 4 mL de HCI y se mantuvo la agitacion a 100 °C
durante 24 horas. Transcurrido las 24 horas la mezcla de reaccion se extrajo con CH,Cl, y
se lavo en tres ocasiones con H,O, la fase organica se seco con Na,SO4 anhidro, se filtro y
evapord a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna
obteniéndose 13 mg de cristales finos de color verde fosforescente con p.f. 150-155°C

identificados como 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina.

6.3.7.4. Obtencion del 5-butil-2,2"-bitiofeno

Se disolvieron 100 mg del 5-(but-3-en-1-inil)-5"-metil-2,2"-bitiofeno en 5 mL
CH,CIl, mediante agitacién y se agregaron 10 mg de Pd/C. Se purgo la reaccion con H;
inyectandolo mediante jeringas y globos que contenian el H,, después de purgada la
reaccion se sello y dejo en agitacion durante 24 h a temperatura ambiente. Transcurrido las
24 h se filtrd, lavo con CH,Cl; en cinco ocasiones y se dejo evaporar a sequedad. El crudo
de reaccion fue purificado por cromatografia en columna obteniéndose 16 mg de un aceite
de menor viscosidad que la materia prima con un color verde fosforescente que se

identifico mediante comparacion cromatografica como 5-butil-2,2"-bitiofeno.
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6.3.8. Analisis espectroscépico de las cumarinas modificadas quimicamente

6.3.8.1. Andlisis espectroscopico de la primer cumarina modificada

guimicamente

El analisis espectroscopico mostro que se trata de la 7-metoxi-6-cloro metil
cumarina. En la figura 34. A se muestra el cromatograma de gases de la 7-metoxi-6-cloro
metil cumarina obtenida a partir de la 7-metoxi cumarina. En el cromatograma de gases se
observa una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion de 18.38 min y con un
enriquecimiento del 84 %. EIl espectro de masas de la primer cumarina modificada
guimicamente a partir de la 7-metoxi cumarina nos muestra un ién molecular de 224 uma
(Fig. 34. B).

En el espectro de *H-RMN a 400 MHz (Fig. 35) se observa una sefial doble en 7.66
ppm que integra para un protén con una constante de acoplamiento de Joro = 9.3 Hz
correspondiente al H-4. En 7.50 ppm y 6.85 ppm se observan sefiales simples que integran
para un proton cada una y que corresponden al H-5 y H-8 respectivamente. En 6.29 ppm se
observa una sefial doble que integra para un protén del H-3 y presenta una constante de
acoplamiento Jore = 9.3 Hz con respecto al H-4. Desplazado hacia campo mas alto en 4.67
ppm se encuentra un singulete que integra para dos protones del grupo CH,CI. En 3.97
ppm se observa una sefial simple que integra para tres protones del grupo metoxi de la 7-
metoxi cumarina usada como materia prima de la reaccién. Con respecto al espectro de ‘H-
RMN de la materia prima (7-metoxi cumarina) se observa que la sefial para de H-5 pasa de
ser una sefial doble a una sefial simple debido a la sustitucion del H-6 por el grupo CH,CI.
En el espectro de *C (Fig. 36) de la 7-metoxi-6-cloro metil cumarina se observan las
sefiales caracteristicas de los carbonos arométicos que van desde 99.27 ppm a 160.40 ppm
con una sefial en 56.23 ppm para el carbono del grupo metoxilo. Estas sefiales
corresponden a la 7-metoxi cumarina, sin embargo, el desplazamiento del C-6 comparado
con el desplazamiento del mismo carbono de la materia prima se ve a campo mas bajo en
123.29 ppm debido a la adicion del grupo CH,CI. El carbono del grupo adicionado se
observa en 40.60 ppm. El desplazamiento de las sefiales con sus carbonos respectivos se

muestra en el cuadro 30.
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Cuadro 30. Desplazamiento de *C-RMN a 400MHz de la 7-metoxi-6-cloro metil cumarina

Carbono Desplazamiento

(6 ppm)

C-2 160.40

c-7 160.31

C-4a 156.07

C-4 143.14

C-5 129.28

C-3 113.61

C-8a 111.90

C-8 99.27

En la figura 37 se muestra la asignacion de los hidrdégenos 3 y 4 en base al
experimento COSY. Tomando la sefial asignada para el H-3 que se localiza en 6.29 ppm
observamos que tiene correlacion con la sefial ubicada en 7.66 ppm la cual corresponde al
hidrégeno vecino, H-4. Continuando con la asigancion de sefiales observamos una sefial
simple en 6.86 ppm que corresponde al H-5 para el cual no se observa una sefial de
correlacion ya que el H-6 fue sustituido. En 6.85 ppm se observa una sefial simple que
corresponde al H-8.

En el experimento de correlacién heteronuclear (HETCOR) se observan
desplazamientos para los carbonos aromaticos en el campo de 99.27 a 143.14 ppm,
mientras que a campo mas alto en 56.23 ppm se observa el carbono del metoxilo. En el
cuadro 31 se observan los desplazamientos de los carbonos con los hidrogenos que
correlacionan. La sefial para el carbono 6 en 123.29 ppm no correlaciona con ninguna sefial
en el plano de los hidrogenos ya que se sustituyo el hidrogeno de la 7-metoxi cumarina por
un grupo CH,CI (Fig. 38).

Cuadro 31. Correlacidn de las sefiales de los carbonos de la 7-metoxi-6-cloro metil
cumarina con sus hidrogenos

Carbono Desplazamiento Hidrégeno Desplazamiento
(6 ppm) (8 ppm)
C-4 143.14 H-4 7.66
C-5 129.28 H-5 7.50
C-3 113.61 H-3 6.29
C-8 99.27 H-8 6.85 87
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Fig. 37. Experimento de correlacidn homonuclear (COSY) de la 7-metoxi-6-cloro metil
cumarina
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6.3.8.2. Analisis espectroscopico de la segunda cumarina modificada quimicamente

De acuerdo al analisis espectroscopico la segunda cumarina obtenida de la
modificacion quimica de la 7-metoxi cumarina corresponde a la 7-metoxi-8-cloro metil
cumarina. En la figura 39. A se muestra el cromatograma de gases de la 7-metoxi-8-cloro
metil cumarina obtenida de la reaccion utilizando como materia prima la 7-metoxi
cumarina. Se observa una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion de 18.29 min y con
un enriquecimiento mayor al 92 %. El espectro de masas de la segunda cumarina
modificada quimicamente a partir de la 7-metoxi cumarina nos muestra un ion molecular de

224 uma al igual que la 7-metoxi-6-cloro metil cumarina (Fig. 39. B).
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Fig. 38. Experimento de correlacidon heteronuclear (HETCOR) de la 7-metoxi-6-cloro metil
cumarina

En el espectro de *H-RMN a 400 MHz (Fig. 40) se observa una sefial doble en 7.66
ppm que integra para un proton con una constante de acoplamiento de Jgs = 9.5 Hz
correspondiente al H-4. En 7.46 ppm se observa otra sefial doble que integra para un
proton, con una constante Jor = 8.7 Hz y que corresponde al H-5. En 6.90 ppm se observa
otra sefial doble que integra para el proton del H-6 y presenta una constante de
acoplamiento Jorto = 8.7 Hz con respecto al H-5. En 6.30 se encuentra una sefial doble del
H-3, con una constante J¢s = 9.5 Hz con el H-4. Desplazado a campo mas alto en 4.90 ppm

se encuentra una sefial simple la cual no se observa en el espectro de la 7-metoxi cumarina
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(Fig. 15), que integra para dos protones y pertenece al grupo CH,CI. En 3.99 ppm al igual
que para la 7-metoxi cumarina se observa una sefial simple que integra para tres protones
del grupo metoxilo. A diferencia del espectro de *H-RMN de la materia prima (7-metoxi

cumarina) no se observa la sefial para el H-8 debido a su sustitucién por el grupo CH,CI.

En el espectro de *C (Fig. 41) de la 7-metoxi-8-cloro metil cumarina se observan
las sefales caracteristicas de los carbonos aromaticos con una sefial en 56.23 ppm que
corresponden a la 7-metoxi cumarina. El desplazamiento del C-8 pasa de observarse en
100.24 ppm en el espectro de carbono de la 7-metoxi cumarina (Fig. 15) a 107.53 ppm lo

que nos indica la adicion del grupo CH,CI. El carbono del CH,Cl se observa en 33.56 ppm.

En el experimento de correlaciébn homonuclear (COSY) podemos observar como
correlacionan la sefial del H-4 en 7.66 ppm con la sefial del H-3 en 6.30 ppm. En 7.46 ppm
la sefial del H-5 muestra una correlacion con el H-6 en 6.90 ppm. Se observa que la sefial
del H-8 presente en el espectro de la 7-metoxi cumarina en 100.24 ppm ya no se encuentra

en el espectro de la 7-metoxi-8-cloro metil cumarina (Fig. 42).

En el experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) se observa una sefial en
3.99 ppm en el plano de los hidrégenos la cual correlaciona en el plano de los carbonos con
la sefial simple asignada para el metoxilo en 56.41 ppm mientras que en 33.56 ppm del
mismo plano correlaciona con la sefial observada en 4.90 ppm del plano de los hidrégenos
y que pertenece al grupo CH,ClI (Fig. 43).
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Fig. 42. Experimento de correlacion homonuclear (COSY) de la 7-metoxi-8-cloro
metil cumarina
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Fig. 43. Experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) de la 7-metoxi-8-

cloro metil cumarina

6.3.8.3. Analisis espectroscopico de la cumarina obtenida de la clorometilacion de la

6,7-dimetoxi cumarina

La cumarina obtenida de la modificacion quimica de la 6,7-dimetoxi cumarina se

identificd mediante técnicas espectroscopicas como 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina.
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En el espectro de *H-RMN a 400 MHz (Fig. 44) se observa una sefial simple en 7.81
ppm que integra para un proton y que corresponde al H-4. En 6.90 ppm se observa otra
sefial simple que integra para un proton, H-5. Una sefial simple en 6.85 ppm que integra
para el proton del H-8. A campo mas alto en 4.54 ppm se encuentra una sefial simple que
no se encuentra en el espectro de la 6,7-dimetoxi cumarina (Fig. 20) e integra para dos
protones que pertenecen al grupo CH,Cl. En 3.94 ppm dos sefiales simples de los
metoxilos. A diferencia del espectro de *H-RMN de la 6,7-dimetoxi cumarina no se observa
la sefial doble en 6.30 ppm del H-3 debido a su sustitucion por el grupo CH,Cl y la sefial
doble del H-4 en 7.63 ppm cambia de observarse como doble a simple (Fig. 44).

En el experimento de correlacion homonuclear (COSY) no se observa una
correlacion entre los planos de los hidrégenos debido a que la 6,7-dimetoxi-3-cloro metil
cumarina no presenta hidrégenos vecinos (Fig. 45. A). El experimento de correlacion
heteronuclear (HETCOR) muestra una sefial en 7.81 ppm en el plano de los hidrdgenos que
corresponde al H-4, esta sefial correlaciona con la sefial en 14.40 ppm del plano de los
carbonos por lo que corresponde al C-4. En 6.90 ppm se encuentra el H-5 y correlaciona
con la sefial en 107.90 ppm que es asignada al C-5. A campo mas alto en 99.93 ppm se
encuentra la sefial que por correlacion es asignada al C-8 en base a la sefial en 6.85 ppm del
H-8 (Fig. 45. B).

6.3.9. Analisis espectroscépico del producto de la reduccion del 5-(but-3-en-1-inil)-5"-
metil-2,2"-bitiofeno

El bitiofeno obtenido de la semi- sintesis se identifico como 5-butil-2,2"- bitiofeno
mediante la comparacién del espectro de *H-RMN del producto obtenido y del 5-(but-3-
en-1-inil)-5"-metil-2,2"-bitiofeno. En el espectro de *H-RMN a 400 MHz (Fig. 46) se
observan las sefiales de los hidrogenos del heterociclo de 6.72 a 7.20 ppm. Las sefales de
los hidrégenos de la cadena lateral del 5-(but-3-en-1-inil)-5"-metil-2,2"-bitiofeno que se
observan de 5.55 a 6.722 ppm (Fig. 25) ya no se encuentran en el espectro de hidrdgeno del
producto obtenido (Fig. 46. A). A campo mas alto de 2.85 a 1.0 ppm se observa sefiales
triples y maltiples que integran para dos y tres hidrégenos y que corresponden a los H-6,H-
7,H-8 y H-9 de la cadena lateral del 5-butil-2,2"- bitiofeno (Fig. 46. B).
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Fig. 45. A) Experimento de correlacion homonuclear (COSY) y B) experimento de correlacion

heteronuclear (HETCOR) de la 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina
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6.4. Parte experimental
6.3.5.1. Identificacion de las cumarinas modificadas quimicamente

Mediante técnicas cromatograficas se identificaron las cumarinas obtenidas de la

clorometilacion de la 7-metoxi cumarina y 6,7-dimetoxi cumarina como:

Cuadro 32. 7-metoxi-6-cloro metil cumarina
Placa gruesa de color blanco
( Acetato de etilo)

Punto de fusidén 145-150°C

RMN *H (400 MHz, CDCl5), & ppm: 7.66 (d, J = 9.3 Hz, 1H, H-4), 7.50 (s, 1H, H-5), 6.85
(s, 1H, H-8), 6.29 (d, J = 9.3 Hz, 1H, H-3), 4.67 (s, 2H, CH,CI), 3.97 (s, 3H, OMe).
RMN °C (400MHz CDCI3), & ppm: 160.40 (C-2), 160.31 (C-7), 156.07 (C-4a), 143.14
(C-4), 129.28 (C-5), 113.61 (C-3), 111.90 (C-8a), 99.27 (C-8), 56.23 (OMe), 40.60 (C-6).

Cuadro 33. 7-metoxi-8-cloro metil cumarina
Placa ligeramente amarilla
(Acetato de etilo)

Punto de fusién 130-145°C

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 7.66 (d, J = 9.5 Hz, 4H), 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 5H),
6.90 (d, J = 8.70 Hz, 6H), 6.30 (d, J = 9.5 Hz, 3H), 4.90 (s, 2H, CH2CI), 3.99 (d, J = 15.5
Hz, 3H, MeO). RMN *C (400MHz CDCl3), & ppm: 160.46 (C-7), 156.07(C-2), 153.0 (C-
4q), 143.41 (C-4), 129.26 (C-5), 113.61 (C-3), 113.50 (C-6), 112.5 (C-8a), 107.53 (C-8),
56.41 (OMe), 33.56 (CH,CI).
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Cuadro 34. 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina
Cristales finos de color verde
(Acetato de etilo)

Punto de fusidén 150-155°C

RMN 'H (400 MHz, CDCls), & ppm: 7.81 (s, 1H, H-4), 6.90 (s, 1H, H-5), 6.85 (s, 1H, H-
8), 4.54 (s, 2H, CH,CI), 3.94 (dd, J = 11.8, 2.0 Hz, 6H, MeO).

6.3.5.2. Identificacion del bitiofeno modificado quimicamente

El bitiofeno obtenido mediante semi-sintesis se identificd6 como 5-butil-2,2"- bitiofeno
mediante la comparacion del espectro de *H-RMN con el del 5 - (but-3-en-1-ino) - (2,2) -

bitiofeno

Cuadro 35. 5-butil-2,2°- bitiofeno
Aceite verde
(hexano: acetato de etilo)

4 3’

avwaro.

B
1 1

RMN H (400 MHz, CDCl5), 8 ppm:7.20 (dd, J = 5.1, 1.1 Hz, 1H, H-5), 7.14 (dd, J = 3.6,
1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.04 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-3), 7.02 (dd, J = 3.8, 5.2 Hz, 1H, H-4"), 6.72
(d, J = 3.8 Hz, 1H, H-4), 2.85 (t, 2H, H-6), 1.72 (m, 2H, H-7), 1.45 (m, 2H, H-8), 1.0 (m,
3H, H-9).
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6.4.3. Actividad citotdxica de las cumarinas aisladas de T. lucida y modificadas

guimicamente

6.4.4. Actividad citotdxica de las cumarinas aisladas de T. lucida

Se determiné el porcentaje de mortalidad a partir de la viabilidad que se obtuvo
mediante el método MTT en las lineas celularares. El efecto en la linea celular de cancer
de prostata (DU-145) expuesta a las cumarinas aisladas de T. lucida se observa en la grafica
1 (A). Como control positivo se utilizé el 5-fluorouracilo y como control negativo dimetil
sulfoxido (DMSO). El control 5-FU presentd la mayor actividad citotoxica sobre la linea
celular DU-145 causando la mortalidad de mas del 50 % desde 1 pg/mL, mientras que la
7-metoxi cumarina presento un efecto dependiente de la concentracion hasta 60 pg/mL
(gréfica 1 (A)). Para la 6,7-diemtoxi cumarina el efecto en el % de mortalidad sobre la linea
celular DU-145 aument6 significativamente de 0 a méas del 50 % de 1 a 10 pg/mL
mostrando una ligera tendencia a un aumento en el % de mortalidad al incrementar su

concentracion (grafica 1 (A)).

En la linea celular de carcinoma hepatocelular de higado humano Hep-G2 se
observo una mortalidad causada por el 5-FU dependiente de la concentracion, el % de
mortalitad aumenté de manera significativa gradualmente de 1 a 100 pug/mL (gréfica 1
(B)), mientras que no se observo citotoxicidad causada por la 7-metoxi cumarina o 6,7-
dimetoxi cumarina a una concentracion de hasta 100 pg/mL (Gréfica 1 (B)).

En la linea celular de cancer de mama (MCF-7) la 7-metoxi cumarina y 6,7-dimetoxi
cumarina no presentarén citotoxicidad significativa a una concentracion < a 100 pg/mL
(gréfica 1 (C)).

En la linea celular de fibroblastos de raton (3T3) se observo un % de mortalidad
causado por la 7-metoxi cumarina sin diferencias significativas con respecto al 5-FU, con
una mortalidad por arriba del 30 % desde 1 pg/mL (gréfica 2 (D)). La 6,7-dimetoxi
cumarina no ixhibi¢ citotoxicidad en esta linea celular. Las concentraciones letales
cincuenta (CLsp) de las cumarinas aisladas de T. lucida en las lineas celulares DU-145,
Hep-G2, MCF-7 y 3T3 se observan en el cuadro 36.
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Grafica 1. Efecto citotoxico de las cumarinas aisladas de T. lucida sobre las lineas celulares

DU-145 (A), Hep-G2 (B), MCF-7 (C) y 3T3 (D).

—A— 5-fluorouracilo, "  7-metoxi

cumarina y = 6,7-dimetoxi cumarina. Los datos analizados son promedio de 3
experimentos por separado con un tamafio de muestra de 3. D.S.
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Concentracion letal media de citotoxicidad de las cumarinas de T. lucida Cav

CLso (Mg/mL)
c-7 C-6,7 5-FU DMSO
(7-metoxi cumarina) | (6,7-dimetoxi cumarina) | (5-fluoruracilo) | (Dimetil sulfoxido)
58.89+5.2 9.17+4.5 <1+4.0
- 100+2.5
- 100+6.0
<1+5.0 62+3.4

Cuadro 36. Control positivo 5-fluoruracilo (5-FU) y control negativo dimetil sulfoxido
(DMSO0). “---" (no presento toxicidad). Marcado en color rojo la CL50 de la cumarina que no

presentd una diferencia significativa en su citotoxicidad con respecto al control positivo.
Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student con un a= 0.05.

Se determind el % de mortalidad provocado por las cumarinas modificadas
guimicamente en la linea celular DU-145. EI compuesto que presentd la mayor actividad
citotoxica sobre la linea celular DU-145 fue el control positivo provocando mas del 50% de
mortalidad al pg/mL. La 6,7-dimetoxi-3-cloro-metil cumarina presenté el mismo efecto
que el control positivo a partir de 10 pg/mL y su efecto en el % de mortalidad no fue
significativamente diferente conforme aumenté su concentracion (grafica 2 (A)). La 7-
metoxi-6-cloro metil cumarina presentd un efecto dependiente de la concentracion asi
como la 7-metoxi-8-cloro metil cumarina siendo mas pronunciado el efecto para esta ultima
(gréfica 2 (A)), ambas cumarinas provocarén el 50% de mortalidad a concentraciones
mayores a 50 pg/mL (cuadro 37) sin diferencias significativas a su materia prima.

Las cumarinas 7-metoxi-6-cloro metil cumarina y 7-metoxi-8-cloro metil cumarina
obtenidas mediante semi-sintesis presentaron citotoxicidad en la linea celular de carcinoma
hepatocelular de higado humano (Hep-G2) (grafica 2 (B)) con diferencias estadisticamente

significativas a su materia prima, ya que la 7-metoxi cumarina no presentd actividad
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citotoxica para esta linea celular (grafica 1 (B)). EI % de mortalidad para estas dos
cumarinas en la linea Hep-G2 fue dependiente de la concentracién al igual que el control
positivo, con el cual no mostrarén diferencias significativas. La 6,7-dimetoxi-3-cloro metil
cumarina no presento citotoxicidad para esta linea celular hasta una concentracion de 100

pg/mL.

Para la linea celular MCF-7 no se observé citotoxicidad debido a las cumarinas 7-
metoxi-6-cloro metil cumarina, 7-metoxi-8-cloro metil cumarina y 6,7-dimetoxi-3-cloro
metil cumarina (grafica 2 (C)), por lo que se conservo el efecto de su materia prima la 7-
metoxi cumaina y 6,7-dimetoxi cumarina que no presentaron actividad citotoxica para esta

linea celular (grafica 1 (C)).

En la linea celular de fibroblastos de raton (3T3) no se observd citotoxicidad de las
tres cumarinas semi-sintetizadas (grafica 2 (D)) lo que difiere con respecto a la materia
prima de las cumarinas 7-metoxi-6-cloro metil cumarina y 7-metoxi-8-cloro metil cumarina
ya que la 7-metoxi cumarina si presentd citotoxicidad en esta linea celular desde una

concentracion de 1pg/mL.

Las concentraciones letales cincuenta (CLsp) de las cumarinas modificadas

quimicamente en las lineas celulares se observan en el cuadro 37.

Concentracion letal media de las cumarinas modificadas quimicamente

Clsy (ug/mL)
C-6Cl c-8cl C-D-3 DMSO
(7-metoxi-6-cloro |(7-metoxi-8-cloro | (6,7-dimetoxi-3-cloro 5-FU (Dimetil
metil cumarina) | metil cumarina) metil cumarina) (5-fluoruracilo) sulfoxido)
62.84+45.2 62.04+4.2 8.7+4.0 £14+4.0 ---
90+8.0 100+5.0 100+2.5 ---
--- --- 100+6.0 ---
o — 62+3.4 ---

Cuadro 37. Control positivo 5-fluoruracilo (5-FU) y control negativo dimetil sulféxido (DMSO).
“---" (no presento toxicidad). Marcado en color rojo la CL50 de la cumarina que no presentd una

diferencia significativa en su citotoxicidad con respecto al control positivo y en cursiva
subrayada la CL,, de la cumarina que presentd diferencia significativa a su materia prima. Las

comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student con un a=0.05.
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Grafica 2. Efecto citotoxico de las cumarinas modificadas sobre las lineas celulares DU-145
(A), Hep-G2 (B), MCF-7 (C) y 3T3 (D). = 5—f|uorouraci|o,_?[f£'§ 7-metoxi-6-cloro metil
cumarina, P 7-metoxi-8-cloro metil cumarinay |~  6,7-dimetoxi-3-cloro metil
cumarina. Los datos analizados son promedio de 3 experimentos por separado con un
tamafio de muestra de 3. D.S.
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6.4.5. Actividad citotoxica de los bitiofenos aislados de T. lucida y modificados

guimicamente
64.6. Actividad citotéxica de los bitiofenos aislados de T. lucida

Como se observa en la grafica 3 (A) los dos bitiofenos aislados de T. lucida
presentaron una actividad citotoxica menor al 5-fluorouracilo a una concentracion por
debajo de 60 pg/mL, mientras que a una concentracion > a 60 pg/mL no hay diferencias
significativas. De los dos bitiofenos ensayados en la linea celular DU-145 el 5-(but-3-en-1-
inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno presentd mayor actividad citotoxica mientras que el 5-(4-
acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno aumento conforme a su concentracién hasta 60 pg/mL
donde ya no mostrd diferencias significativas hasta una concentracion de 100 pg/mL
(gréfica 3 (A)).

En la linea celuar Hep-G2 el 5-(but-3-en-1-inil)-5"-metil-2,2"-bitiofeno presentd
citotoxicidad sin diferencias significativas al control positivo con un efecto creciente de
acuerdo a una mayor concentracion, por otro lado, el 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno
aunque si presento citotoxicidad en la linea Hep-G2 no mostré un 50% de mortalidad a una

concentracion <a 100 pg/mL (gréfica 3 (B)).

De los dos bitiofenos ensayados contra la linea celular MCF-7 el 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2"-bitiofeno presentd actividad citotdxica con un comportamiento sin diferencias
significativas al 5-flurouracilo, grafica 3 (C). Tanto el control positivo como el 5-(4-
acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitiofeno presentaron citotoxicidad desde 1 pg/mL alcanzando su
mayor citotoxicidad a una concentracion de 100 pg/mL (gréafica 3 (C)). El 5-(but-3-en-1-

inil)-5"-metil-2,2"-bitiofeno no presento citotoxicidad en esta linea celular.

En la linea celular 3T3 el 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno presentdé una
mortalidad arriba del 40% desde 1 pg/mL, actividad que se mantuvo sin cambios
significativos hasta una concentracion de 80 pg/mL donde aumentd significativamente y se
mantuvo en 100 pg/mL aumentando conforme la concentracion (grafica 3 (D)). El 5-(but-3-
en-1-inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno no presentd citotoxicidad hasta 80 pg/mL y en 100 pg/mL
provoco una mortalidad del 10 % (grafica 3 (D)). La concentracion letal cincuenta (CLsp)

se muestra en el cuadro 38.
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Grafica 3. Efecto citotdxico de los bitiofenos aislados de T. lucida sobre las lineas celulares
DU-145 (A), Hep-G2 (B), MCF-7 (C) y 3T3 (D). == 5-fluorouracilo, |&=— 5-(but-3-en-1-
inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno y @bp_f: 5- (4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno. Los datos
analizados son promedio de 3 experimentos por separado con un tamafio de muestra de

3.D.S.
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6.4.7. Actividad citotoxica del bitiofeno modificado quimicamente

El 5-butil-2,2"-bitiofeno obtenido mediante reduccion del 5-(but-3-en-1-inil)-5-
metil-2,2"-bitiofeno present6d citotoxicidad causando arriba del 30% de mortalidad a una
concentracion de 10 pg/mL (grafica 4 (A)) en la linea celular DU-145. No presento
diferencias significativas con respecto a su materia prima hasta una concentracion de 100

pug/mL.

El 5-butil-2,2"-bitiofeno a diferencia de su materia prima el 5-(but-3-en-1-inil)-5-
metil-2,2"-bitiofeno no presentd citotoxicidad en la linea celular de carcinoma
hepatocelular de higado humano Hep-G2 (gréfica 4 (B)) ni en la linea de cancer de mama
MCF-7 y 3T3 (grafica 4 (C y D)). Su concentracion letal cincuenta (CLsg) se muestra en el

cuadro 38.

Concentracidn letal media del efecto de los bitiofenos aislados de T. lucida Cav y modificado
quimicamente sobre lineas celulares

CLso (ng/ml)

B-A B-B B-C DMSO
(5-(but-3-en-1-inil)-5- | (5-(4-acetoxi-1-butinil)- | (5- butil-2,2 5-FU (Dimetil
metil-2,2"-bitiofeno) 2,2 -bitiofeno ) ‘-bitiofeno ) | (5-fluoruracilo) | sulféxido)

48.9+1.0 68.54+1.8 44.56+3.2 <1+4.0 -
100+4.0 --- == 100+2.5 -

- 100+5.0 --- 100+6.0 -

- 10+4.3 --- 62+3.4 -

Cuadro 38. Control positivo el 5-fluorouracilo (5-FU) y control negativo dimetil sulféxido
(DMSQ). “---" (no presentd toxicidad). Marcado en color rojo la CL50 del bitiofeno que

no presentd una diferencia significativa en su citotoxicidad con respecto al control
positivo. Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student con un
0a=0.05.
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Grafica 4. Efecto citotdxico del bitiofeno modificado quimicamente sobre la linea celular
DU-145 (A), Hep-G2 (B), MCF-7 (C) y 3T3 (D). = 5-fluorouracilo, @~ 5-butil-2,2"-
bitiofeno. Los datos analizados son promedio de 3 experimentos por separado con un
tamafio de muestra de 3. D.S.
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6.4.8. Actividad citotoxica en presencia de luz UV-A

6.4.9. Efecto citotoxico de las cumarinas aisladas y modificadas quimicamente

en presencia de luz UV-A

No se observé actividad citotdxica para las lineas celulares Hep-G2, MCF-7 y 3T3
por ninguna de las cumarinas ensayadas en presencia de luz UV-A (cuadro 39). En la linea
celular DU-145 la cumarina semi-sintetizada 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina aumento
su actividad citotoxica en presencia de luz UV-A (cuadro 39), el cual no es un cambio

significativo estadisticamente con respecto al mismo compuesto en ausencia de luz UV-A.

6..4.10. Efecto citotoxico de los bitiofenos aislados y modificadas quimicamente

en presencia de luz UV-A

No se observo un efecto citotoxico de los bitiofenos en presencia de luz UV-A para
las lineas celulares DU-145, MCF-7 y 3T3. En la linea celular Hep-G2 el 5-(but-3-en-1-
inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno  presentd toxicidad sin una diferencia significativa a la
concentracion letal cincuenta (CLsg) que presento el mismo compuesto sin exposicion a luz
UV-A. El 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno si presentd toxicidad en Hep-G2 en
presencia de luz UV-A a diferencia del mismo compuesto que sin luz UV-A no presentd
actividad citotoxica (cuadro 39).
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Concentracion letal media sobre lineas celulares en presencia de luz UV-A de las cumarinas y
bitiofenos aislados y modificados quimicamente
CL, en pg/mL
c-6,7 | C-6Cl c8cl | CD-3 | B-A B-B B-C | DMSO
- 1.1443.8| ---
—-- | 89£7.0 | 100+5.0| --

Cuadro 39. C-7 (7-metoxi cumarina), C-6,7 (6,7-dimetoxi cumarina), C-6Cl (7-metoxi-6-cloro
metil cumarina), C-8Cl (7-metoxi-8-cloro metil cumarina), C-D-3 (6,7-dimetoxi-3-cloro metil
cumarina), B-A (5-(but-3-en-1-inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno), B-B (5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-
bitiofeno), B-C (5-butil-2,2 -bitiofeno). “---“(no presentd toxicidad). Marcado en color rojo
la CL,, de los compuestos que presentaron una diferencia significativa con una mayor

citotoxicidad con respecto al mismo compuesto sin exposicion a luz UV-A. Las
comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student con un a=0.05.

6.4.11. Actividad toxica en A. salina de las cumarinas y bitiofenos aislados de T. lucida

y modificadas quimicamente

6.4.12. Actividad toxica en A. salina de las cumarinas aisladas de T. lucida

Las dos cumarinas aisladas presentaron toxicidad en A. salina. Se observé una
mayor toxicidad en A. salina por la 7-metoxi cumarina (grafica 5) mostrando toxicidad
desde los 10 pg/mL, mientras que la 6,7-dimetoxi cumarina no presento toxicidad aun a los
100 pg/mL, sin embargo, a concentraciones de 63 y 316 pg/mL para la 7-metoxi y 6,7-
dimetoxi cumarina respectivamente, se observé la mortalidad del 100% de A. salina. Las

concentraciones letales cincuenta (CLso) se muestran en la grafica 5.
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Griafica 5. Efecto toxico sobre A. salina de las cumarinas aisladas de T. lucida. ~F 7-
metoxi cumarina (C-7) y =@ 6,7-dimetoxi cumarina (C-6,7). Los datos analizados son
promedio de 3 experimentos por separado con un tamano de muestra de 3. D.S.

6.4.13. Actividad toxica en A. salina de las cumarinas modificadas quimicamente

Como se observa en la gréafica 6 la toxicidad disminuyo de manera significativa en
las cumarinas semi-sintetizadas a partir de 7-metoxi cumarina. La7-metoxi-6-cloro metil
cumarina mostré un 100 % de mortalidad en A. salina a 630 pg/mL. La 6,7-dimetoxi-3-

cloro metil cumarina no mostro diferencias significativas en su toxicidad con respecto a su
materia prima la 6,7-dimetoxi cumarina (grafica 5).
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Grafica 6. Actividad tdxica en A. salina de las cumarinas modificadas quimicamente —4i#7-
metoxi-6-cloro metil cumarina (C-6Cl), T 7-metoxi-8-cloro metil cumarina (C-8Cl) y
. =0~ 6,7-dimetoxi-3-cloro metil cumarina (C-D-3). Los datos analizados son promedio
de 3 experimentos por separado con un tamafio de muestra de 3. D.S. Marcado en color
rojo la CLsg si presentd un valor estadisticamente menor al de su materia prima. Las
comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-student con un a=0.05.

6.4.14. Actividad toxica de los bitiofenos mayoritarios purificados de T. lucida

De los dos bitiofenos aislados del extracto hexanico de raiz de T. lucida el 5-(but-3-
en-1-inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno presentdé la mayor toxicidad causando el 20 % de
mortalidad a una concentracion 10 pg/mL hasta una concentracion de 500 pg/mL donde no

presentaron diferencias significativas en su toxicidad ambos bitiofenos (gréafica 7).
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Grafica7. =<~ 5-(but-3-en-1-inil)-5-metil-2,2"-bitiofeno  (B-A) vy =& 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2"-bitiofeno (B-B). Los datos analizados son promedio de 3 experimentos por
separado con un tamafo de muestra de 3. S.D.

6.4.15. Actividad toxica del bitiofeno modificado quimicamente

La reduccion de los enlaces de la cadena alifatica del 5-(but-3-en-1-inil)-5-metil-
2,2 -bitiofeno obteniendo el 5-butil-2,2"-bitiofeno redujo de manera significativa la
toxicidad en A. salina presentando actividad toxica a 100 pg/mL con un crecimiento
significativo conforme aumentd la concentracion hasta 500 pg/mL con un % de mortalidad

arriba del 70 % que permanecio asi hasta una concentracion de 1000 pug/mL (grafica 8).
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Grafica 8. —@ 5-butil-2,2"-bitiofeno. Los datos analizados son promedio de 3
experimentos por separado con un tamafio de muestra de 3. S.D. Marcado en color rojo
la CLsg si presentd un valor estadisticamente menor al de su materia prima. Las
comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-student con un a=0.05.

6.4.16. Analisis estructura-actividad de las cumarinas y bitiofenos aislados de T.
lucida y modificados quimicamente

6.4.17. Analisis estructura-actividad de las cumarinas aisladas y modificadas
guimicamente

Con estos resultados podemos sugerir que sustituciones en el radical 2y 3 en la 7-
metoxi cumarina disminuye de manera significativa su toxicidad, la adicion de un OCH3 en
radical 2 aumenta la citotoxicidad en DU-145 y un grupo CH2CI en estos radicales le

confiere actividad citotoxica en Hep-G2 e inhibe la citotoxicidad en la linea celular no
tumoral 3T3 (cuadro 40).
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Estructura CL;, en pg/mL
(Cumarinas) A. salina | DU-145 | Hep-G2 | MCF-7 | 3T3
7-metoxi cumarina 28+3.0 58.89+5.2 -—- -—- <1+5.0
R, R, CH;OenR-2yR-3 238+10 9.17+4.5 --- ---
CH,0enR-3yCH,ClenR-2 | 48%+73 | 62.84+5.2 90+8.0
e L ° CH;0 en R-3 y CH,Cl enR-4 57518.0 62.04+4.2 100+5.0 ---
CH;O0 enR-2,3yCH,Cl enR-1 | 214+15 8.7+4.0

Cuadro 40. Analisis estructura-actividad de las cumarinas aisladas y modificadas quimicamente

“---"(no presento actividad)

6.4.18. Analisis estructura-actividad de los bitiofenos aislados y modificados

guimicamente

De acuerdo a nuestros resultados la toxicidad de los derivados de tiofenos esta en

funcién del namero de insaturaciones y grupos funcionales de la cadena lateral de la

estructura base del bitiofeno. Una actividad citotoxica en la linea celular DU-145 es

independiente de las insaturaciones y grupos funcionales de la cadena lateral, mas no asi

para un efecto citotoxico en otras lineas celulares como Hep-G2. La presencia de grupos

funcionales como éster es necesaria para una actividad citotoxica en otras lineas celulares
como MCF-7y 3T3.

Estructura Clg, en pg/mL
(2,2"-bitiofeno) A. salina | DU-145 | Hep-G2 | MCF-7 | 3T3
— N\ U\H/ 17743.0 |68.5441.8 10045.0 | 10+£4.3
/NN e
N 43+4.0 | 48.9+1.0 | 100+4.0
) S e/\\\
T 7 T~ | 524+7.0 |44.56+3.2

Cuadro 41. Analisis estructura-actividad de los bitiofenos aislados y modificados quimicamente

“---"(no presento actividad)
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T. lucida es una planta nativa de Mexico que es utilizada para el tratamiento de
padecimientos generales mezclada con ruda, hinojo y clavo. Esta planta se cultiva a nivel
de huertos y jardines como ornamental y para el uso tradicional en dolencias estomacales y
del sistema nervioso. Actualmente, se encuentra en desarrollo la busqueda de sus
condiciones 6ptimas de plantacion y cosecha asi como métodos de control de calidad con
fines comerciales en paises como Cuba y México (Acosta de la Luz et al., 2011; 2012). En
Costa Rica ya existen cultivos comerciales con la finalidad de un empleo como
condimentoy se le reconoce como una efectiva hierba medicinal con actividad
antifngica,antibacteriana y antioxidante (Céspedes et al., 2006; Damian-Badillo et al.,
2008; Olivero-Verbelet al., 2010).

De T. lucida se obtuvieron sus extractos hexanicos de hoja y raiz debido a que la
hoja es el 6rgano primario de biogénesis de cumarinas en donde tienen una funcién de
defensa contra plagas y depredadores (Murray et al., 1982).Por otro lado, los bitiofenos
han sido reportados con mayores concentraciones en la raiz con respecto a los érganos
restantes de T. lucida en donde tienen una funcion como compuestos biocidas(Marottiet
al., 2011). Mejia-Barajas et al.(2010) reportaron una mayor concentracion de cumarinas y
bitiofenos en los extractos hexanicos de hoja y raiz con respecto a extractos de mayor
polaridad y otros organos de T. lucida. Los rendimientos obtenidos de la maceracion de la
hoja y raiz de T.lucida con hexano fueron de 0.95 % y 1.0 % respectivamente, valores que

se observan dentro de los rendimientos generales de las plantas medicinales.

Para la purificacion de las cumarinas y bitiofenosa partir de los extractos hexanicos
de hoja y raiz se utiliz6 cromatografia en columna, utilizando como fase mévil una mezcla
de hexano-acetato de etilo y como fase estacionaria silice gel. La cromatografia en columna
se usa para separar cantidades de material mayores a 100 mg, para que haya una separacion
efectiva de los componentes la velocidad de la fase movil a través de la columna debe ser
suficientemente diferente y la longitud de la columna adecuada. En general se dice que la
separacion en la cromatografia se basa en la afinidad diferencial de los distintos
compuestos por la fase movil o la fase estacionaria. De esta manera se purificaron dos
compuestos del extracto hexanico de hoja y dos mas del extracto hexanico de raiz que

mediante técnicas espectroscopicas tales como resonancia magnética nuclear vy
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cromatografia de gases con detector de masas se identificaron como dos cumarinas; 7-
metoxi cumarina y 6,7-dimetoxi cumarina (Fig. 47 (A y B)). Dos bitiofenos; 5 - (But-3-en-
1-ino) - (2,2") - bitiofeno y 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno (Fig. 47 (C y D)).El
aislamiento de estas cumarinas y bitiofenos a partir de T. lucida ya ha sidodescrito por
Cespedes et al. (2006) y Marottiet al. (2010).

Las cumarinas son compuestos polifendlicos(Loa et al., 2009)que se encuentran en
la dieta normal y plantas medicinales (Yugaraniet al., 1992). Se ha reportado que poseen
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas(Middletonet al., 2000).
Las cumarinas sensibilizan a los organismos a la luz UV (Singh et al., 2006) y son
utilizadas en la fotoquimioterapia para el tratamiento de linfoma cutdneo de células T y
psoriasis (Babilaset al., 2010; Fayteret al., 2010).

La 7-metoxi cumarina y 6,7-dimetoxi cumarinaaisladas de T. lucidapresentaron
actividad citotdxica en las lineas celularesDU-145 y 3T3(gréfica 1 (A y D)). Sin presentar
actividad citotoxica para las lineas celulares MCF-7 y Hep-G2. En la linea celular DU-145
se observd un efecto citotoxico dependiente de la concentracion para ambas cumarinas,
mientras que en la linea celular 3T3 no se observo un cambio en el efecto citotoxico desde
1 pg/mL hasta 100 pg/mL para la 7-metoxi cumarina. No existen reportes de la actividad
citotoxica de la 7-metoxi cumarinay 6,7-dimetoxi cumarina en DU-145 por lo que es la
primera ocasion en la que se reporta, sin embargo, otros derivados de las cumarinas como
oxipeucedanina y decursinol han mostrado actividad citotoxica en esta linea celular (Yimet
al., 2005; Jinet al., 2009). Para la 7-metoxi cumarinase han reportado otro efectos tales
como estimulacion de melanogénesis (Jeong-yehet al., 2006) e inhibe la liberacion de
mediadores quimicos de células leucémicas basofilicas RBL-2H3 de rata(\Watanableet
al.,2007)y la activacion del antigeno precoz del virus Epstein-Barr(ltoet al.,1998).Ademas
de otras actividades farmacoldgicas como fitotoxica(Timothy et al., 2009), antifingica y
antibacteriana (Céspedes et al., 2006).A diferencia de la 7-metoxi cumarina, la 6,7-
dimetoxi cumarinano presentd actividad citotoxica en la linea celular no tumoral 3T3
resultado que coincide con el reportado por Pan et al. (2009)en donde mencionan que un
derivado de las cumarinas (scopoletina) inhibe la angiogénesis y proliferacion de células

sin causar citotoxicidad en células endoteliales no tumorales. Asi como el reporte de
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Asmahet al. (2009) en el que mencionan que la 8-hidroxiisocapnolactona-29,39 aislada de
Micromelumminutum mostré actividad citotoxica con una CLsy de 2 a 7 pg/mL sobre las
lineas celulares HL60, HelLa, Hep-G2 y no presentd actividad citotoxica en 3T3. La 6,7-
dimetoxi cumarina presenta otras actividades farmacoldgicas como inhibicion de la
gomosis causada por Citrophthora, Verticilliumdahliae, Penicilliumdigitatum, P. italicum,
Colletotrichumgloeosporioides, Diplodianatalensis y Hendersonulatoruloidea. (Uziet al.,
2001), decrece la produccion de mediadores inflamatorios como 6xido nitrico y la
prostaglandina E2 (Seonet al., 2005) y estimula melanogenesis(Jeong-yehet al., 2006).

Los tiofenos tienen usos farmaceuticos e industriales y son un tipo de producto
natural que han demostrado poseer potencial significante en fotoquimioterapia de
infecciones virales y cancer (Marleset al., 1992). Segun Mishraet al. (2011) la estructura
del tiofeno se ha incorporado en varios compuestos farmacoldgicamente activos con
propiedades como antifungicos, toxicos (Chobotet al., 2003; 2006),citotoxicos(Wang et

al., 2007)y antileismaniasicos(Teruet al., 2011).

El 5-(But-3-en-1-in0)-(2,2") — bitiofeno presentd actividad citotoxica en las lineas
celulares DU-145 y Hep-G2 con un efecto dependiente de la concentracion sin diferencia
significativa con respecto al 5-FU. Mientras que en las lineas MCF-7 y 3T3 no presento
actividad citotoxica. Para este bitiofeno ya existen reportes de una actividad citotoxica en
las lineas celulares de leucemia humana HL60 y K562 y se ha observado que no presenta
actividad citotoxica en MCF-7 y Hep-G2 a una concentracion < 50 ug/mL(Wenronget al.,
2008). Un resultado que concuerda con los obtenidos ya que este bitiofeno presentd una
CLso en Hep-G2 de 100 pg/mL. Para este bitiofeno se ha reportado también un efecto
insecticida y termicida contra la termita Coptotermesformosanus (Young-Cheolet al.,
2003; Fokialakiset al., 2006).

El 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno presento actividad citotoxica en las lineas
celulares DU-145, MCF-7 y 3T3. Este bitiofeno fue el Gnico de los compuestos aislados
que presentd actividad citotoxica en la linea celular de cancer de mama MCF-7. El primer
reporte del aislamiento de este compuesto menciona que fue a partir de las raices
transformadas de T. patula mediante Agrobacteriumrhizogenes(Parodi et al., 1988). No

hay reportes de actividad citotoxica de este bitiofeno pero se ha observado que presenta
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actividad contra la levadura Saccharomycescerevisiae  cepa D7 sin ocasionar
genotoxicidad(Muzzoliet al., 2001). También presenta actividad antiprotozooaria contra
Leishmaniabrasiliensis y L. infantum(Lima et al., 2009).Asi comoactividad contra las
formas amastigote y promastigote de L. amazonensis(Teruet al., 2011). Otraactividad
reportada es contra los dermatofitos Microsporumgypseum, Trichophytonrubrum y T.

mentagrophytes(Lima et al., 2009).

Las cumarinas y tiofenos han servido como precursores para el disefio y sintesis de
analogos anticancerigenos, aunado al antecedente de que estos compuestos son una fuente
de nuevas estructuras pero no necesariamente la entidad final de la droga, se busco su

potencializacion mediante modificaciones quimicas y exposicion a luz UV-A.

La clorometilacion de cumarinas no ha sido estudiada aun cuando esta reaccion es
importante en la sintesis de farmacos ya que los compuestos 6rganoclorados son utilizados
en procesos Yy aplicaciones muy variadas como pesticidas agricolas (Arriagada et al.,
2004). De igual manera los compuestos que presentan un radical-Cl en su estructura son
utilizados como intermediarios en la sintesis de otros compuestos debido a las condiciones
necesarias de sustitucion de este radical. Las cumarinasclorometiladas son utilizadas como
compuestos fluorescentes ya que atraviesan rpidamente las membranas de células vivas y
conservan fluorescencia hasta por 24 h. Marescaet al. (2010) mencionan que las
cumarinasclorometiladas son compuestos intermediarios importantes en la sintesis de
compuestos con propiedades anti-hepatitis “C”, VIH y como inhibidores selectivos de la
enzima anhidrasa carbdnica. Para la clorometilacion de las cumarinas aisladas de T. lucida
se modifico el método de Lele et al. (1960). En funcion de los rendimientos obtenidos de la
purificacion de las cumarinas del extracto hexanico de hoja a partir de la 7-metoxi cumarina
y 6,7-dimetoxi cumarina se realizaron dos y una reaccion respectivamente, en donde la
variante fue la cantidad de paraformaldehido y temperatura utilizados. De la 7-metoxi
cumarina se obtuvieron dos compuestos, uno con la sustitucion del H-6 por el radical-
CH,Cl y uno maés con la sustitucion del H-8 por el mismo radical, estos compuestos fueron
identificados como 7-metoxi-6-cloro metilcumarina y 7-metoxi-8-cloro metilcumarina (Fig.
47 (E y F)). De la 6,7-dimetoxi cumarina se obtuvo la 6,7-dimetoxi-3-cloro metilcumarina
(Fig. 47 (G)) ya que el radical-CH,ClI se adicioné en el C-3. Identificados los compuestos
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obtenidos de la clorometilacion de la 7-metoxi cumarina y 6,7-dimetoxi cumarina se

determind su actividad citotdxica en las lineas celulares DU-145, Hep-G2, MCF-7 y 3T3.

Al adicionar el radical -CH,Cl en el C-6 o C-8 de la 7-metoxi cumarinano se
modifico de manera sisgnificativa la actividad citotoxicaen DU-145 y MCF-7 se inhibi6 de
manerafavorable la actividad citotoxica en la linea celular de fibroblastos de raton 3T3 y le
confirio citotoxicidad en la linea celular de carcinoma humano Hep-G2 (cuadro 37). Este
resultado nos indica que el adicionar un radical-CH,Cl en el C-6 o C-8 de la 7-metoxi
cumarina confiere actividad citotdxica en una linea celular tumoral como Hep-G2 e inhibe
el mismo efecto en una linea celular no tumoral como 3T3. Para la 6,7-dimetoxi-3-cloro
metilcumarina no se observo ningin cambio significativo en la citotoxicidad con respecto a
su materia prima la 6,7-dimetoxi cumarina, ya que, como se observa en el cuadro 37, este
derivado solo presentd actividad en la linea celular DU-145 con una CLs similar a su
materia prima (6,7-dimetoxi cumarina). No hay reportes de actividades farmacoldgicas de
los compuestos obtenidos ya que estos derivados de la 7-metoxi cumarina y 6,7-dimetoxi
cumarina no han sido reportados. Las sustituciones realizadas por Lele et al. (1960) fueron
en los C-3 y C-4 de derivados de cumarinas diferentes a los utilizados en este trabajo.

Se observd unavariacion en la actividad citotoxica de los compuestos en las lineas
celulares utilizadas.Esta puede ser debido a las caracteristicas bioguimicas y fisioldgicas de
cada una de las lineas celulares, ya que todas se multiplican en diferente 6rgano como
prostata, higado y glandula mamaria, presentan diferentes factores de crecimiento como la
linea celular MCF-7 que es dependiente de estrégenos a diferencia de DU-145 que no es
sensible a hormonas como andrégenos (Mayora et al., 2011) y la linea celular 3T3 que
presenta un mayor numero de receptores y sistemas de segundos mensajeros. La
configuracion de la estructura de los compuestos obtenidos tambiéen es un factor que puede
estar causando las diferencias en la actividad citotdxica, ya que al presentar un nuevo
radical como el -CH,ClI se alteran propiedades fisico-quimicas como tamafio, polaridad y
de manera importante lalipofilidad. Por lo que en funcidn a estas diferencias bioquimicas y
fisioldgicas de las lineas celulares asi como fisico-quimicas de los compuestos obtenidos
mediante semi-sintesis se puede observar un efecto citotoxico diferente del mismo

compuesto en las lineas celulares utilizadas. Este resultado es comparable al obtenido por
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Yi-mingMaet al. (2012)donde al determinar la actividad citotoxica de 36 derivados de
cumarinas en lineas celulares tumorales de colén, pulmén, higado, céancer cervical y
leucemia, observan diferente actividad citotoxica en funcién de la linea celular y el
compuesto, en este trabajo mencionan que de los diferentes derivados de cumarinasaquellos

que contenian un radical -Cl en el C-6 presentaron la mayor actividad citotoxica.

Los rendimientos obtenidos del 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2'-bitiofeno a partir del
extracto hexanico de raiz de T. lucida no fueron suficientes para la modificacién quimica de
este bitiofeno por lo que solo se realiz6 la modificacion quimica del 5-(But-3-en-1-ino)-
(2,2")-bitiofeno. Wenronget al. (2008)sugirieron que la actividad citotoxicade los
bitiofenos esta en funcién del grado de polimerizacion y sustituyentes de la cadena lateral
del bitiofeno ya que observaron en un estudio donde evaluaron la actividad citotoxica de
bitiofenos aislados del extracto etandlico de EchinopsgrijissiHance en las lineas celulares
tumorales Hep-G2, K562, HL60 y MCF-7 que los bitiofenos con mayor ndmero de
sustituyentes y polimerizacion de la cadena lateral presentaron mayor citotoxicidad. Sin
embargo, no evaluaron la actividad citotoxica de algun bitiofeno de cadena saturada por lo
gue mencionan que son necesarias modificaciones quimicas de la cadena lateral de los
bitiofenos que les permita afirmar su sugerencia. Bajo esta observacion asi como la
posibilidad de modificaciones quimicas de acuerdo a la estructura del 5-(But-3-en-1-ino)-
(2,2")-bitiofeno(Fig. 47 (C)) se realizo la saturacion de la cadena lateral mediante una
hidrogenacion modificando el método de Moriet al.(2006). Cabe destacar que se realizaron
otras reacciones como bromaciones en donde el producto de reaccién no se pudo purificar.
El producto obtenido de la modificacion quimica del 5-(But-3-en-1-ino)-(2,2")-bitiofeno se
identifico mediante *H-RMN como 5-butil-2,2 -bitiofeno(Fig. 47 (H)). Este bitiofeno fue
obtenido mediante semi-sintesis a partir del mismo bitiofeno utilizado en este trabajo (5-
(But-3-en-1-in0)-(2,2")-bitiofeno) por Hornet al. (1963). Sin embargo, no lograron
purificarlo, por lo que este trabajo es el primero en el que se semi-sintetiza y purifica el 5-
butil-2,2"-bitiofeno.

El 5-butil-2,2"-bitiofeno presento actividad citotoxica en la linea celular DU-145 sin

diferencias significativas con respecto a su materia prima el 5-(But-3-en-1-ino0)-(2,2")—
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bitiofeno, por lo que la actividad citotoxica de los bitiofenos ensayados en la linea celular
DU-145 es independiente de la cadena lateral. En contraste, esta saturacion inhibio la
actividad citotdxica en Hep-G2 ya que su materia prima si present6 actividad citotdxicaen
esta linea celular. ElI 5-butil-2,2"-bitiofeno no presentd citotoxicidad en MCF-7 y 3T3.
Estos resultados concuerdan con lo sugerido por Wenronget al. (2008) observando que la
saturacion de la cadena lateral del 5-(But-3-en-1-ino)-(2,2")-bitiofenodisminuy6
suactividad citotoxica, por lo que con estos resultados y los resultados de Wenronget al.
(2008) podemos afirmar que la actividad citotoxica de los bitiofenos esta en funcion del
grado de polimerizacion y radicales funcionales de su cadena lateral. No existen reportes de
actividad farmacoldgica de este bitiofeno ya que parece no sintetizarse de forma natural y
es la primera ocasién que se logra su purificacién. El 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2’-bitiofeno
que se diferencia del compuesto obtenido de la modificacion quimica por un radical-OH en
el cuarto carbono de la cadena lateral del bitiofeno presentd actividad contra dermatofitos
(Muzzoliet al., 2001)por lo que la modificacion quimica de esta cadena lateral del 5- (But-
3-en-1-in0)-(2,2")-bitiofeno podria proporcionar diferentes actividades farmacolégicas aun

no estudiadas.

Con el antecedente de la importancia y busqueda de compuestos que presenten la
mayor actividad citotoxica en lineas celulares tumorales y el menor grado de toxicidad
Ilevamos acabo la determinacién de su toxicidad de acuerdo al método de Meyer et al.
(1982). Este método utiliza A. salina como un bio-indicador de toxicidad ya que este
crustaceo presenta un tubo digestivo formado por una sola capa de células epiteliales y un
sistema osmatico que le permite estaralimentandose constantemente lo que provoca que
almacene una mayor concentracion de compuestos en un menor tiempo que otros
organismos y por ende manifieste sintomas de toxicidad como muerte al encontrarse
expuesto a compuestos toxicos en un menor lazo de tiempo(Varoetal., 2003). Ademas de
que este método se ha caracterizado por su rapidez, bajo costo y confiabilidadtambién

proporciona una correlacion de actividad citotoxica(Meyer et al., 1982).

Las dos cumarinas aisladas del extracto hexanico de hoja de T. lucida, sus tres
derivados clorometilados asi como los dos bitiofenos aislados del extracto hexanico de raiz
y el derivado saturado presentaron actividad toxica en A. salina. La 7-metoxi
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cumarinapresentod la mayor actividad toxica la cual disminuyé al adicionar el radical-
CH,Cl en el C-6 y C-8, mientras que la toxicidad de la 6,7-dimetoxi cumarina se conservo
sin cambios significativos al adicionar el mismo radical en el C-3. El 5-(but-3-en-1-inil)-5-
metil-2,2"-bitiofeno presentd la mayor toxicidad de los bitiofenos con una CLsy de 43
pg/mL, la cual disminuy6 de manera considerable al saturar su cadena lateral presentando
una CLso de 524 pg/mL. Este es el primer reporte acerca de la actividad tdxica en A. salina
de estas cumarinas y bitiofenos la cual es considerable de acuerdo al método de Meyer et
al. (1986)y se encuentran en la clase Il con la clasificacion de laAgencia de Proteccion
Ambiental(epa.gov, USA).

Con el antecedente de que derivados de las cumarinas como las furanocumarinas
son utilizadas de manera clinica en el tratamiento de padecimientos como la psoriasis y
linfoma cutaneo de células T presentando ventajas como una eliminacion mas rapida de
estos padecimientos (Babilaset al., 2010; Fayteret al., 2010) asi como reportes de Hudson
et al.(1991) donde evaluaron la actividad antibiotica, antiviral y citotoxica de tiofenos en
presencia y ausencia de luz UV-A y observan un comportamiento dependiente de la luz
UV-A, reporte que coincide con el de Marleset al.(1992)donde potencializan la actividad
antiviral y citotoxica de 15 derivados de bitiofenos con la exposicion a luz UV y
Muzzoliet al. (2001) que potencializa la actividad contra dermatofitos del 5-(4-hidroxi-1-
butinil)2,2'-bitiofeno decidimos exponer a luz UV-A (315-400 nm)el material bioldgico
después de ser tratados con las cumarinas y bitiofenos naturales y semi-sintetizados de
acuerdo al método de Wang et al.(2007).

De manera general en presencia de luz UV-A las cumarinas no presentaron
actividad citotoxica o toxica en las lineas celulares DU-145, Hep-G2, MCF-7, 3T3 y A.
salinaa excepcion de la 6,7-dimetoxi-3-cloro metilcumarina que presentd actividad

citotoxicaen DU-145 y la 7-metoxi cumarina que presento toxicidad en A. salina.

La 6,7-dimetoxi-3-cloro metilcumarinaque mostré una CLso de 1.14 pg/mL en
presencia de luz UV-A es un candidato para continuar con pruebas en animales superior ya
que el Instituto Nacional de Céancer de los Estados Unidos menciona que aquellos
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compuestos que presenten una CLsg < 4 pg/mL en lineas celulares tumorales es posible que

tengan una actividad citotdxica considerable en animales superiores (DTP NCI/NIH).

Los bitiofenos aislados de T. lucida en presencia de luz UV-A aumentaron de
manera significativa su toxicidad en A. salina y su citotoxicidad en la linea celular Hep-G2
(cuadro 39), destacando el 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno ya que presentd una
CLsode 100 pg/mL en Hep-G2 y 9.54ug/mLen A. salina. Este aumento de la actividad
citotoxicaen presencia de luz UV-A del 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-bitiofeno en la linea
celular Hep-G2 coincide con el resultado reportado por Wang et al. (2007) en el que
observan un aumento en la actividad citotoxicaen presencia de luz UV-A de
cuatrobitiofenos aislados de la raiz de E. latifolius en las lineas celulares A375-S2 y Hela.
Al igual que Wang et al. (2007) que mencionan que la estructura de los bitiofenos fue
esencial para la activacion mediante luz UV-A observamos que la saturacion de la cadena
lateral del bitiofeno inhibio la actividad citotoxica del 5-(but-3-en-1-inil)-5-metil-2,2"-
bitiofeno en Hep-G2 y disminuyd su actividad toxica en A. salina, por lo que sugerimos
coincidiendo conWenronget al. (2008) que ha mayor grado de radicales funcionales y
polimerizacion de la cadena lateral de los bitiofenos mayor es la citotoxicidad y el espectro

citotoxicoasi como tdxico de los bitiofenos en ausencia y presencia de luz UV-A.

Con los resultados experimentales obtenidos realizamos un analisis estructura-
actividad a partir de la 7-metoxi cumarina. De acuerdo a nuestros resultados observamos
que la 7-metoxi cumarina presento la mayor toxicidad en A. salinay que la adicion de otro
radical-CH3O en el sustituyente 2 reduce de manera significativa su toxicidad y se reduce
aun mas si se adiciona un radical-CH,ClI en el sustituyente 2 o 3 sin causar diferencias si
este -CH,CI se adiciona en el sustituyente 1. Para la actividad citotoxica en DU-145 si se
adiciona otro -CH30 a la 7-metoxi cumarina en el sustituyente 2 aumenta su actividad, esta
actividad citotéxicaaumentada en DU-145 ya no se altera al adicionar un -CH,CI en los
sustituyentes 1,2 0 3, en contraste, en Hep-G2 este radical (-CH,CI) en el sustituyente 2 0 3
confiere actividad citotoxica. La adicion a la 7-metoxi cumarina de un -CH30O o -CH,Cl en
los sustituyentes 1, 2 0 3 (Fig. 47 (1)) inhibe de manera positiva la actividad citotdxica en la
linea celular no tumoral 3T3. Como observamos en nuestros resultados los sustituyentes en

las posiciones 1,2 o 3 son importantes en el efecto producido por el compuesto, Nguyen-
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Haiet al. (2002) ya mencionan que la presencia de los radicales-CH3O en los C-6 y C-7 de
la 4-senecioiloximetil-6,7-dimetoxi cumarina son indispensables para la inhibicion de la
angiogénesis. Los radicales hidroxilos como sustituyentes en la 7,8-dihidroxi cumarina
fueron los mas importantes en la induccion de apoptosis en la linea celular U-937
(Riveiroet al., 2007). De igual manera Bellutiet al. (2010) observaron que el nucleo de la
7-metoxi cumarina fue indispensable para actividades como anti-inflamatorios y
antibacterianos en un hibrido formado por cumarinas y resveratrol. En un estudio de la
actividad anti-termita de derivados de cumarinas se observé que la presencia de -CH3O 6 -
OH en los C-6 y C-7 de las cumarinas fue necesario para una actividad termicida, mientras
gue los mismos radicales en diferentes carbonos provocaron un efecto anti-alimentario y su
ausencia provocé una pérdida del efecto termicida y anti-alimentario (Adfaet al., 2010).
Para los bitiofenos el analisis estructura-actividad nos indic6 que a mayor numero de
insaturaciones mayor es el grado de toxicidad en A. salina y que el espectro citotoxico es
mayor en aquellos bitiofenos que presentan mas sustituciones. Estos resultados son

comparables y complementan lo ya mencionado y reportado por Wenronget al. (2008).

Estos reportes de la actividad citotoxica y estructura-actividad junto con nuestros
resultados nos indican la importancia de los sustituyentes en las cumarinas y bitiofenos
naturales, semi-sintetizados y sintetizados asi como el amplio potencial farmacologico

especificamente citotoxico aun no estudiado de las cumarinas y bitiofenos.




11QB

A) 7-metoxi cumarinaB) 6,7-dimetoxi cumarina

()]
(o]

HaCO

HaCO

E) 7-metoxi-6-cloro F)7-metoxi-8-cloro G)6,7-dimetoxi-3-cloro
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Fig. 47.Estructura de las cumarinas y bitiofenos aislados (A, B,C y D) y semi- sintetizados
(E, F, G y H). Sustituyentes en la 7-metoxi cumarina (I).
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8. Conclusion

Las cumarinas y bitiofenos naturales de T. lucidaCav son citotoxicos en lineas
celulares tumorales, toxicos en A. salina y su actividad se altera al adicionar un

radical cloruro de metilo en las cumarinas y al saturar la cadena lateral o en

presencia de luz UV-A en los bitiofenos
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