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Resumen

Se obtuvieron los extractos de n-hexano y metanol de las partes aéreas y raices de la planta
medicinal Myrtillocactus geometrizans. Los extractos concentrados al vacio se evaluaron para
conocer su actividad anti-inflamatoria en el modelo de edema inducido en oreja de rat6n por el 13-
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA). Los extractos activos se fraccionaron mediante
cromatografia en columna abierta. El triterpeno de tipo oleano Ilamado chichipegenina se obtuvo a
partir del extracto metanélico de partes aéreas, mientras que los esteroles peniocerol y
macdougallina se obtuvieron del extracto de metanol de raiz, respectivamente. Los compuestos
aislados fueron evaluados en los modelos de edema inducido por: TPA en oreja de ratdn,
carragenina en pata de rata y propiolato de etilfenilo (EPP) en oreja de ratdn, asi como también, sus
efectos citotdxicos contra lineas celulares de cancer humano. Todos los compuestos ensayados
inhibieron el edema inducido por TPA en una forma dosis-dependiente, con valores de EDs, que
resultaron menores o de igual magnitud a la mostrada por el farmaco de referencia, la indometacina.
Entre ellos, peniocerol fue el compuesto mas activo. Por otro lado, sélo peniocerol y macdougallina
redujeron el edema inducido por carragenina en la pata de rata. Sin embargo, todos los compuestos
fueron incapaces de reducir el edema inducido por el EPP. Por el contrario, tanto peniocerol como
macdougallina mostraron una inhibicion de la proliferacion moderada contra varias lineas celulares
de cancer humano, mientras que chichipegenina no resultd tdxica. Adicionalmente, el compuesto
maés activo peniocerol mostrd inhibicion de la hiperalgesia inducida por carragenina en pata de rata,
y también inhibio la actividad de la mieloperoxidasa en el tejido de oreja de ratén inflamado por
TPA. Estos resultados indican que los compuestos aislados de M. geometrizans poseen propiedades
antiinflamatorias y de inhibicién de la proliferacion de lineas de cancer humano, los cuales

justifican el uso medicinal atribuido a la planta.

Abstract



The n-hexane and methanol extracts of aerial parts and roots from medicinal plant
Myrtillocactus geometrizans were obtained. The vacuum-concentrated extracts were
assessed for anti-inflammatory activity in the 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-
induced mouse ear edema model. The active extracts were fractioned by column
chromatography to afford the oleanane-type triterpene chichipegenin from methanolic
aerial parts extract, while the sterols peniocerol and macdougallin where isolated from
methanolic root extract respectively. The isolated compounds were assessed in TPA-
induced mouse ear edema, carrageenan-induced rat paw edema and ethylphenyl propiolate
(EPP)-induced mouse ear edema models, as well as the anti-proliferative effects against
human cancer cell lines in vitro. All tested compounds inhibited TPA-induced edema in a
dose-dependent manner, with EDso values less than or equal to that shown by
indomethacin. Among them, peniocerol was the most active compound. On the other hand,
only peniocerol and macdougallin reduced carrageenan-induced rat paw edema. However,
all compounds were unable to reduce the edema induced by EPP. In contrast, both
peniocerol and macdougallin showed moderate anti-proliferative activity against several
human cancer cell lines while chichipegenin was not toxic. Additionally, the most active
compound peniocerol showed antihyperalgesic activity when carrageenan was administered
into rat paw, and also inhibited mieloperoxidase activity in TPA-inflamed ear tissue. These
results indicate that the compounds isolated from M. geometrizans possess anti-
inflammatory and anti-proliferative properties, and justify the medicinal uses attributed to

the plant.



I. Introduccion

Se conoce que las enzimas inducibles i-NOS y COX-2 estdn asociadas a la
fisiopatologia de ciertos tipos de canceres humanos, asi como a las enfermedades
inflamatorias (McCulloch et al., 2006). A pesar de que se conocen tratamientos y farmacos
empleados en este tipo de padecimientos, la identificacién de compuestos de origen natural
que logren suprimir o regular a la baja las funciones de la i-NOS y COX-2, o la activacion
transcripcional del factor NF-xB, puede conducir al descubrimiento de nuevas terapias anti-
inflamatorias. Por otro lado, se sabe que la inflamacion esta estrechamente vinculada a la
promocion de ciertos tumores, de tal forma que las sustancias de origen natural con
actividad antiinflamatoria podrian ejercer efectos quimiopreventivos en la carcinogénesis
(Chun y Surh, 2004). Debido a lo anterior, una estrategia para la bldsqueda de nuevos

agentes anti-inflamatorios y anti cancerigenos es la bioprospeccion de la flora medicinal.

Algunas especies de la familia Cactaceae han sido utilizadas como remedios naturales
desde muchos siglos atrds en la medicina tradicional mexicana. Por ejemplo, el peyote
(Lophophora williamsii), ha sido utilizado no sélo como medio de comunicacion del
hombre al mundo de los espiritus, sino también como analgésico y antirreumatico; por otro
lado, se ha informado el uso de Ariocarpus kotschoubeyanus como un analgésico para los
golpes y moretones; asimismo los tallos de Pachycereus pecten-aboriginum se han
utilizado para curar Ulceras gastricas y como apdsitos para calmar dolores reumaticos y
procesos inflamatorios; por otro lado, se ha informado que los tarahumaras usan el latex de

Mammillaria heyderi para el dolor de los oidos y la sordera; y por Gltimo se ha informado



que partes de Stenocereus thurberi se ha utilizado para calmar los dolores en general (Batis

y Rojas-Aréchiga, 2002).

A pesar del amplio uso de estas especies, en general la literatura concerniente a la
quimica, actividades biol6gicas o toxicidad de estos recursos vegetales es escasa. Lo
anterior evidencia la carencia de estudios realizados, salvo algunas excepciones, entre las
que destacan los realizados con los denominados “nopales” y sus frutos llamados tunas
(Opuntia spp.). Por ejemplo, algunas especies del género Opuntia han sido utilizados como
alimento de alta importancia nutricional (Piga, 2004; Stintzing y Carle, 2005; Mosshammer
et al., 2006; Cruz—Hernandez y Paredes—L06pez, 2010), ademas de un amplio uso medicinal
(Aguilar y Ramirez, 1996; Taddei-Bringas et al., 1999; Livrea y Tesorierere, 2006;
Shedbalkar et al., 2010). Adicionalmente se ha informado de la actividad anti cancerigena,
antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, antidiabética entre otras, tanto de extractos de
tallos como de frutos de dichas especies, los cuales demostraron tener una buena
efectividad en los diferentes modelos in vitro e in vivo evaluados (revisado en Feugang et

al., 2006).

De las cactaceas mexicanas, las especies columnares también han ocupado un lugar
importante en la etnoboténica, y algunas de ellas se han empleado con distintos fines
incluyendo el medicinal (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001; Luna-Morales y Aguirre,
2001). De algunas de estas especies vegetales se han aislado compuestos que resultaron
activos en modelos de inflamacién inducida por agentes quimicos como el 13-acetato de
12-O-tetradecanoilforbol (TPA), asi mismo, también resultaron activos inhibiendo la

proliferacion de células tumorales en cultivos in vitro (Akihisa y Yasukawa, 2001). Debido



I

a que en un estudio previo de las partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans se aislaron
compuestos similares a aquellos aislados de otras cactaceas con actividad antiinflamatoria y
anti-proliferativa (Djerassi et al., 1957), ademas del uso medicinal informado para la
especie (Luna-Morales y Aguirre, 2001), en este trabajo se eligié a esta especie para
realizar su estudio fitoquimico con la finalidad de encontrar compuestos de tipo esterol y
triterpeno que presenten actividad antiinflamatoria e inhibidora de la proliferacion de lineas

celulares de algunos tipos de cancer humano.

Descripcion botanica

I1.1. La Familia Cactaceae Juss., 1789



La palabra cactacea deriva del griego, “kactos”, utilizado en la antigiiedad para nombrar
una especie de cardo espinoso, posiblemente el cardo Cynara cardunculus (Asteraceae),
siendo utilizada como nombre genérico por Carlos Linneo en 1753, para agrupar a plantas

de diversos géneros de la familia Cactaceae (Reyes, 2009).

Esta familia, originaria de América, comprende tres subfamilias de plantas perennes:
Cactoideae, Opuntioideae y Pereskioideae, agrupa cerca de 1500 especies, de las cuales se
estima que en México existen cerca de 700 especies agrupadas en 68 géneros, aunque
existe gran variabilidad en estos datos (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001; Guzman et

al., 2007).

La caracteristica mas evidente de las cactaceas es la presencia de un oOrgano
denominado areola, considerada como yemas homologas a las yemas axilares de las otras
dicotiledoneas. Las yemas de las cactaceas, o aréolas, forman también hojas reducidas,
flores, nuevos tallos y ademas espinas, gléquidas, cerdas y pelos, y a veces raices

adventicias (Bravo-Hollis, 1978).

I11.2. Descripcion del género Myrtillocactus Buxb., 1958

Subfamilia Cactoideae, tribu Pachycereeae. Las especies de Myrtillocactus son
arborescentes con tronco bien definido, muy ramosas; costillas escasas; areolas grandes con

espinas gruesas y mas o menos largas; en la época de la floracion desarrollan



inflorescencias lanosas. Flores hacia la extremidad de las ramas o laterales, varias en cada
areola, diurnas, pequefias, blanco verdosas; pericarpelo globoso, con podarios escasos que
llevan escamas muy pequefias con fieltro escaso; tubo receptacular corto y angosto; camara
nectarial corta y angosta; estambres primarios y secundarios mas o menos de la misma
longitud; estilo de la misma longitud que los estambres; l6bulos del estigma lineares;
cavidad del ovario globosa, con 6vulos en funiculos ramificados, papilosos; segmentos del
perianto escasos, formando un perianto ampliamente abierto. Fruto pequefio, globoso,
purpureo, casi desnudo. Semillas pequefias, globosas, con testa negro mate, papilosa; hilo

casi basal, con micrdpilo hundido; embrion curvo, cotiledones anchos.

En cuanto a las especies que integran este género, se reconocen cuatro, distribuidas
desde Guatemala (M. eichlamii Britton et Rose), pasando por el centro y norte de México.
En el centro M. schenkii (Purpus) Britton et Rose, mientras M. geometrizans (Martius)
Console de mas amplia distribucion hasta el altiplano mexicano y so6lo en regiones del
desierto de Sonora ubicadas en el estado de Baja California se encuentra M. cochal (Orcutt)
Britton et Rose. En general, se conocen con el nombre comuan de "garambullos™, aunque en

cada region adoptan nombres locales (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001).




a) M. cochal

b) M. schenkii

Figura 1. Especies del género Myrtillocactus. Tomadas de http://cactiguide.com
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Figura 2. Distribucion de las especies mexicanas del género Myrtillocactus. Tomado de Ocegueda

y Llorente-Bousquets, 2008.

I1.3.

Console 1897

Descripcion de Myrtillocactus geometrizans (Martius)




Arboles de hasta 4 metros de altura. Tronco bien definido, corto; ramificacion
abundante formando una copa amplia, de hasta 5 metros. Ramas numerosas que a su vez se
ramifican, algo encorvadas, de 6 a 10 centimetros de didmetro, de color verde azulado.
Costillas 5 0 6, redondeadas, de 2 a 3 centimetros de alto. Areolas distantes entre si de 1.5 a
3 centimetros, lanosas, proliferas, a veces creciendo en forma ramificada. Espinas radiales y
centrales muy diferentes. Las radiales generalmente 5, a veces 8 ¢ 9, cortas de 2 a 10
milimetros de largo y en ocasiones hasta de 3 centimetros, rojizas cuando jovenes, algo
aplanadas o hinchadas en la base. La espina central, muy grande, en forma de daga,
aplanada lateralmente, de 1 a 7 centimetros de largo, de color negro. Flores en la parte
superior de las areolas, pequefias, de 2.5 a 3.5 centimetros de ancho, color blanco verdoso;
varias en la misma areola; segmentos del perianto oblongos, de 1.5 centimetros de longitud,
se extienden ampliamente; estambres numerosos, exsertos cuando la flor esta bien abierta;
I6bulos del estigma 3 a 5. Fruto pequefio, de 1 a 2 centimetros de didmetro, globoso hasta
elipsoide, moreno purpureo, sin espina, comestible. Distribucion: desde Tamaulipas hasta
Oaxaca, abundan en los mezquitales de los estados del centro de México, especialmente en
Querétaro, Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosi; por el Oeste se extienden hasta Durango,
Zacatecas, Jalisco y Michoacan (Bravo-Hollis, 1978). En las Figuras 3 y 4 se pueden

apreciar caracteristicas de la especie.




‘

Figura 3. M. geometrizans en habitat en el municipio el Arenal, estado de Hidalgo, México. Foto:
J.R. Salazar.

Figura 4. Detalles de las flores, raices y tallos de M. geometrizans. Foto: J.R.
Salazar.

III. Revision de la quimica de la Familia Cactaceae



El orden Caryophyllales, agrupa 12 familias de plantas vasculares y se estima que retine
cerca de 10000 especies (Cronquist, 1968). La familia Cactaceae pertenece a este orden, y
conserva una de sus caracteristicas mas representativas, la presencia de betalainas,
pigmentos solubles en agua que contienen uno o varios atomos de nitrégeno, que son
acumulados en tejidos como los pétalos de las flores, frutos y en tejido vegetativo
(Wybraniec et al., 2001; Stintzing et al., 2002; Castellar et al., 2003; Strack et al., 2003;
Castellanos-Santiago y Yahia, 2008). Algunos compuestos representativos pertenecientes a

este grupo aislados de algunas especies de la familia se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Algunos compuestos nitrogenados aislados de especies de Cactaceae.

Por otro lado, también se han aislado de la familia Cactaceae varios flavonoides
(Richardson, 1978; Burret et al., 1982; Valente et al., 2010; Moussa-Ayoub et al., 2011) y
algunas especies son ricas en alcaloides, cuya presencia explicaria los usos como

alucindgenos que la gente da a los tejidos de Lophophora williamsii entre otras (Brown et



al., 1968; Bruhn y Bruhn, 1973; Flores-Ortiz et al., 2003; Ogunbodede et al., 2010).
Ademas, estas plantas contienen abundantes cantidades de esteroles y triterpenos, los cuales

se discutiran mas adelante.

I11.1. Esteroles

En muy pocas especies de la familia Cactaceae se ha determinado la presencia de
esteroles. Con excepcion de algunas especies del desierto de Sonora cuya quimica se ha

descrito exhaustivamente (Fogleman et al., 1986; Fogleman y Danielson, 2001), no existen



en la literatura suficientes datos para generalizar respecto al tipo y cantidades de esteroles
presentes en la familia. Como resultado de una busqueda exahustiva, pero por definicion
siempre incompleta, a continuacion se describen algunos de los esteroles aislados de

Cactaceae (ver figura 6).

Asi, los esteroles lofenol (1), escottenol (2), 24-metilenelofenol (3), latosterol (4), So-
campest-7-en-3p-ol (5), espinasterol (6), junto con locereol (7), y Sa-colesta-8, 14-dien-3p-
ol (8), fueron aislados de Lophocereus schotii (Djerassi, Krakower et al., 1958;. Campbell

y Kircher, 1980).

En un estudio posterior, se informo del aislamiento de viperidinona (9), viperidona (10)
y deoxiviperidona (11) de Wilcoxia viperina (Djerassi et al., 1964; Knight et al., 1966),

especie ahora llamada Peniocereus viperinus (Arias et al., 2005).

Por otro lado, de Peniocereus fosterianus y P. macdougallii fueron aislados dos 3, 6a.-
dihidroxiesteroles, peniocerol (12) y macdougallina (13) respectivamente, junto con
pequefias cantidades de lofenol, campesterol, B-sitosterol y colesterol (Djerassi et al.,

1961.; Djerassi et al., 1963; Djerassi et al., 1965; Knight et al., 1966).

El aislamiento de la macdougallina, un esterol con un inusual grupo metilo en C-14,
motivo el estudio de las raices de P. greggii, con la finalidad de encontrar otros esteroles
parecidos, sin embargo, la busqueda no tuvo éxito, lo que restringe la presencia de dicho
esterol a pocas especies del género Peniocereus, hasta donde es posible conocer.

Adicionalmente se aisld0 de esta especie los esteroles: desoxiviperidona, peniocerol,



viperidona, viperidinona, B-sitosterol, junto con un nuevo esterol, el cual presentd una
inusual fusidn cis entre los anillos A y B del esqueleto de colesterol, a la cual llamaron 5p3-

desoxyviperidona (14) (Knight y Pettit, 1969).

Por otra parte, de Stenocereus thurberi se aislaron pequefias cantidades de colesterol,
campesterol y sitosterol (Kircher, 1980), junto con peniocerol, macdougallina, y tres
nuevos 3P, 6a-dihidroxisteroles ciclostenol (15), estenocereol (16 ) y turberol (17), los dos

altimos con un doble enlace en C-8 (Kircher y Bird, 1982).

En otro estudio, Jiang et al., (2006) aislaron un nuevo esterol de las partes aéreas de
Opuntia dillenii, al que llamaron opuntisterol (18). Este esterol presento la configuracion
5B, muy rara en las cactaceas a excepcion del compuesto 14, y en general en los esteroles

aislados de especies vegetales.

Por ultimo, del polen de Carnegiea gigantea, se encontrd 24-metilen-colesterol (19)
mientras que 24-dehidropollinastanol (20), B-sitosterol, cicloartenol (21), fucosterol (22)
entre otros, se encontraron en Opuntia phaeacantha y O. versicolor, ademas de 25(27)-
dehidrolanost-8-enol (23) en el polen de Pachycereus pringlei (Standifer y Barbier, 1968;

Nes y Schmidt , 1988; Lushy et al., 1993).
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Figura 6. Estructuras de los principales metabolitos secundarios de tipo esterol aislados de especies
de la familia Cactaceae.

Con estos datos y otros informados previamente (Salt et al., 1987) se puede inferir que
los esteroles encontrados con mas frecuencia en la familia son los tipicos compuestos Cy9 0

Cos, con insaturaciones A° como el p-sitosterol (24), campesterol o stigmasterol. Sin




embargo, algunas especies contienen esteroles C,7, con insaturaciones A®y con un grupo
6a-hidroxilo extra como peniocerol, o bien contienen compuestos considerados
intermediarios en las rutas biosintéticas ‘“normales” descritas en otros organismos como
lofenol 0 macdougallina, cuya presencia fuertemente sugiere que estas plantas poseen rutas
metabolicas modificadas para los esteroles comunes (Knight et al., 1966; Campbell y
Kircher, 1980; Schaller, 2003), lo cual constituye un nicho de oportunidad para obtener

esteroles novedosos en especies de la familia Cactaceae.

111.2. Triterpenos

A diferencia de los esteroles, los triterpenos son uno de los grupos quimicos mejor
estudiados de las cactdceas. En muchos casos constituyen los compuestos mayoritarios,
presentando una amplia diversidad de modificaciones estructurales, con patrones de

oxidacion caracteristicos, y una distribucion particular en las especies, razones por las que



se han utilizado con fines quimiotaxonémicos (Gibson y Horak, 1978). Aunado a lo
anterior, muchos de los triterpenos aislados de estas especies vegetales presentan
actividades bioldgicas que van desde sus efectos ecoldgicos (Fogleman y Armstrong, 1989)
hasta efectos en modelos de inflamacion y anti-nocicepcion (Kinoshita et al., 1998; Akihisa

y Yasukawa, 2001), los cuales hace atractiva la investigacion de este tipo de compuestos.

Probablemente uno de los primeros estudios realizados con la finalidad de conocer los
compuestos presentes en una especie de la familia Cactaceae, fue el realizado hace més de
100 afios con Cereus grandiflorus (ahora clasificado como Selenicereus grandiflorus
(Linnaeus) Britton & Rose 1909; Heyl, 1901; Anderson, 2001). Desde entonces existen en
la literatura abundantes trabajos referentes a la composicion quimica de especies de
Cactaceae.

En este trabajo se presenta una revision bibliografica de los triterpenos aislados de la
familia Cactaceae, de forma exclusiva en las agliconas ya que se sabe que innumerables
triterpenos presentes en los tejidos de las cactaceas estan en forma de saponinas. Estas se
han logrado aislar de las especies mexicanas y algunas de Centroamérica pertenecientes a la
tribu Pachycereeae (Anderson, 2001; Guzman et al., 2007), a la cual pertenece la cactacea
columnar objeto de este estudio. A continuacién se mencionan los triterpenos que se han
logrado aislar de las especies pertenecientes a esta tribu (ver Tabla 1 y Figura 7).

Tabla 1. Distribucion de los triterpenos presentes en algunas especies de la tribu
Pachycereeae que tienen estudios fitoquimicos.

Género Especie Triterpeno Referencia Bibliografica
Carnegiea C. gigantea (Engelmann) Hunt 1987 [Polen] 21; 23; 25 Nes y Schmith, 1988
Escontria E. chiotilla (Weber) Rose 1906 26; 27; 28; 29: 30; 31 | Djerassi, Bowers et al., 1956
Isolatocereus I. dumortieri (Scheidweiler) Backeberg 1942 32;33 Djerassi, Farkas et al., 1954,
Djerassi, Robinson et al., 1956;
Kinoshita et al., 2000




Lemaireocereus

L. hollianus (F.A.C. Weber ex J.M. Coult.)
Britton & Rose, 1909

No se encontraron
triterpenos

Djerassi, Bowers et al., 1956

[Pachycereus hollianus (Weber) Buxbaum
1961]
Lophocereus L. schotti (Engelmann) Britton & Rose 1909 25 Djerassi, Krakower et al., 1958
[Pachycereus schotti (Engelmann) Hunt 1987] Campbell y Kircher, 1980
Myrtillocactus | M. cochal (Orcutt) Britton & Rose 1909 31; 34; 35; 36 Djerassi, Burstein et al., 1957;
Sandoval et al., 1957;
Djerassi y Thomas, 1954;
Djerassi, Thomas et al., 1955
Djerassi y Monsimer, 1957
M. geometrizans (Martius) Console 1897 31; 34; 35; 36 idem
M. eichlamii Britton & Rose 1920 26; 29: 31; 34; 35; 36 | Djerassi, Burstein et al., 1957
M. schenkii (Purpus) Britton & Rose 1909 26; 37 Djerassi, Burstein et al., 1957
Pachycereus P. pringlei (Watson) Britton & Rose 1909 21;25 Lusby et al., 1993
P. weberi (Coulter) Backeberg Weberi 34 Kinoshita et al., 1998
Peniocereus P. fosterianus Cutak 1946 36 Djerassi et al., 1961
P. macdougallii Cutak 1947 38 Djerassi et al., 1964
Polaskia P. chende (R-G) Gibson & Horak 1978 26; 30; 39 Shamma y Rosenstock, 1959
P. chichipe (Roland-Gosselin) Backeberg 1949 | 26; 31; 36; 40 Sandoval et al., 1957,
Khong y Lewis, 1975
Stenocereus S. alamosensis (Coulter) Gibson & Horak 1979 | 41; 42 Takizawa et al., 1995
S. aragonii (Weber) Buxbaum 1961 [Costarica] | Mezcla de amirinas Djerassi, Liu et al., 1955
S. benekei (Ehrenberg) Buxbaum 1961 25; 26; 38; 43, 51 Wolleneber et al., 1995;
Djerassi, Geller et al., 1953;
Djerassi, Henry et al., 1956
S. eichlamii (Britton & Rose) Buxbaum 1961 26; 30; 31 Djerassi, McDonald et al,
1953
S. eruca (Brandegee) Gibson & Horak 1979 26; 28; 37; 44; 45; | Djerassi, Liuetal., 1955;
46; 47; 48; 49; 50; Koyama et al., 1993;
Yeetal., 1998
S. fimbriatus (Lamarck) Lourteig 1991 26; 28; 30; 31 Djerassi y Lippman, 1954
S. griseus (Haworth) Buxbaum 1961 26; 27; 28; 30; 31 Djerassi, Bowers et al., 1956
S. gummosus (Brandegee) Gibson & Horak | 42;54; 55 Djerassi, Liu et al., 1955;
1978 Djerassi y lippman, 1955;
Djerassi, Geller et al., 1954
S. pruinosus (Otto) Buxbaum 1961 26; 30; 31; 56 Djerassi, Liu et al., 1955;
Kinoshita et al., 1998
Continuacion......
S. queretaroensis (Weber) Buxbaum 1961 26; 51 Djerassi, Henry et al., 1956
S. quevedonis (Ortega) Buxbaum 1961 26; 28; 31 Djerassi, Bowers et al., 1956

S. stellatus (Pfeiffer) Riccobono 1909

26; 28; 37; 44; 45;
51; 57

Djerassi, Bowers et al., 1956;
Imai et al., 2006;
Koyama et al., 1993

S. thurberi (Engelmann) Buxbaum 1961

25; 26; 27; 29; 30;
31; 38; 39; 44; 51;
58; 59

Djerassi, Geller et al., 1953;
Djerassi, Farkas et al., 1955;
Djerassi, Henry et al., 1956;
Marx et al., 1967

Jolad y Steelink, 1969;
Kasprzyk et al., 1970;
Kircher, 1977

Kircher, 1980

S. treleasei (Britton & Rose) Backeberg 1960

26; 31; 53

Djerassi, Farkas et al., 1955;
Djerassi y Mills, 1958
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Cabe destacar que de los géneros mexicanos: Acanthocereus, Bergerocactus,
Cephalocereus, Echinocereus, hasta donde sabemos, no existen estudios fitoquimicos o
bien, no se han realizado busquedas especificas de triterpenos, mientras que del género
Neobuxbaumia, solo se han buscado alcaloides (Flores-Ortiz et al., 2003) por lo que la
presencia de triterpenos en estos géneros podria revisarse con mayor profundidad,

principalmente con fines quimiotaxonémicos.




IV. Antecedentes etnobotanicos de Cactaceae

La relacion entre las cactaceas y el hombre ha sido estrecha. En México existen
informes en la literatura del uso y aprovechamiento de las cactaceas desde la época
prehispanica. Diversas especies se han manejado con fines medicinales, alimenticios,
magico-religiosos, ornamentales entre otros (Bravo-Hollis, 1978; Casas et al., 1999).
Debido a estas razones, aunado a los altos niveles de endemismo de las cactaceas
mexicanas (Arias, 1993; Hernandez y Godinez, 1994), y la presion ecoldgica creciente,
muchas de las especies de esta familia se encuentran amenazadas o en peligro de extincion,
lo que se refleja en el elevado nimero de especies contenidas en la norma oficial mexicana
(NOM-059-ECOL-1994) y en las listas rojas de la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES por sus siglas

en Inglés).

Sin embargo, otras especies sufren presiones indirectas debido a su lento crecimiento, el
uso de sus partes reproductivas como alimentos, y la consecuente incapacidad para
regenerar poblaciones, cambios del uso de suelo para agricultura y ganaderia (caprino y
bovino), o expansién de los asentamientos humanos, otros como el desarrollo industrial, la
construccion de caminos y carreteras, los tendidos de lineas eléctricas y telefonicas, la
extraccién de materiales de construccion, la construccién de presas y sobre todo por la
colecta ilegal de ejemplares para el comercio nacional e internacional (Reyes y Terrazas,

1991 como fue citado en Mandujano, et al., 2002; Benitez y Davila, 2002).



La falta de politicas de conservacion adecuadas, aunado a la carencia de suficientes
estudios que den cuenta de la importancia ecoldgica, social, econémica, etnoboténica,
quimica y bioldgica de estas plantas, hacen necesario que se realicen estudios en estas
direcciones y con ello se logre generar conocimiento suficiente que permita en un futuro

muy cercano proteger tanto las propias cactaceas como los hébitats donde subsisten.

IV.1. Etnobotdnica de Myrtillocactus geometrizans




El uso de esta especie es muy amplio en todos los lugares en donde se localiza. Los
arquedlogos han revelado que, junto con varias especies de Opuntia y biznagas, las
cactaceas columnares, incluyendo M. geometrizans, fueron algunos de los principales
recursos utilizados por los humanos durante la prehistoria de Mesoamérica. En particular,
se pudo determinar la presencia de restos de esta especie en coprolitos humanos de
aproximadamente 8500 a 7000 afios A.C. (Casas, 2002). EI mismo autor menciona que
existen estudios que establecen la gran importancia de cactaceas columnares en toda
Mesoamérica, incluyendo a M. geometrizans, de la cual menciona que los usos de esta
especie incluian el consumo de tallos, flores y frutos, el uso de frutos para la preparacion de

bebidas alcohdlicas, como forraje, y como cerco vivo (Casas, 2002).

En la actualidad, en algunas comunidades de Zapotitlan Salinas, Puebla, los frutos se
utilizan como alimento fresco, los tallos como alimento forrajero, y como lefia, mientras
que la planta entera se utiliza como cerca viva (Granados-Sanchez et al., 2004; Paredes et
al., 2007). Existen también otras referencias de la comercializacion y consumo de los frutos
en otros estados del centro de México como Hidalgo, San Luis Potosi, Querétaro,
Guanajuato (Mandujano et al., 2002; Hernandez-Lépez et al., 2008; Guzman-Maldonado et

al., 2010) entre otros.

Por otro lado, también esta informado el uso de los tallos de esta especie como agente
medicinal, en forma de emplastos en la Mixteca baja (Luna-Morales y Aguirre, 2001), asi
como también contra fracturas y golpes fuerte, en el municipio de Nicolas Flores, estado de
Hidalgo (Sanchez-Gonzélez et al., 2008). Es importante resaltar que en ambos estudios no

se proporciona informacidn detallada de la forma de uso de la especie, sin embargo, durante



las recolecciones de la especie realizadas por nuestro grupo en el estado de Hidalgo, los
pobladores refirieron conocer el uso de la especie como medicinal (Comunicacion

Personal).

1V.2, Antecedentes Fitoquimicos de Myrtillocactus geometrizans

La especie Myrtillocactus geometrizans ha sido estudiada en diferentes ocasiones,
desde los estudios fitoquimicos pioneros de las partes aéreas por parte del grupo del Dr.

Carl Dijerassi, quienes realizaban la busqueda de alcaloides y triterpenos (Sandoval et al.,



1957). De este primer estudio se concluyd que la especie es negativa para la presencia de
alcaloides, y en cambio, resultdé ser rica en triterpenos, entre los que se encontraron
longispinogenina (31), &cido cochalico (34), acido mirtillogénico (35) y chichipegenina

(36) (ver Figura 7).

Posteriormente, en otro estudio fitoquimico de los frutos y de cultivos celulares de
tallos se obtuvieron las betalainas indicaxantina, betanina y fillocactina, las cuales sélo se
logran detectar en el cultivo de las células del tallo y no en el tejido integro (Colomas et al.,
1978). Recientemente, se reportd en el fruto la presencia de las betalainas portulacaxantina
Iy II, indicaxantina, vulgaxantina | y Ill, 3-metoxitiramina-betaxantina, arginina-
betaxantina, betanidina, dopa-betaxantina, betanina, y fillocactina (Correa-Betanzo et al.,

2010).

En otro estudio, de los tallos y espinas se asilaron los flavonoides quercetina,
kaempferol, isorhamnetina (Burret et al., 1982). En un estudio mas reciente, de los frutos
se logro el aislamiento de los flavonoides epicatequina, epigallocatequina, kaempferol,
miricitrina, quercetina 3-O-B-D-glucosido, e isorhamnetina 3-O-B-D-glucosido (Correa-
Betanzo et al., 2010).

Tomando en cuenta el uso medicinal descrito previamente, en conjunto con los
metabolitos secundarios aislados de la especie, es posible que alguno de estos compuestos
pueda tener actividad antiinflamatoria, por lo que es necesario aislarlos y evaluarlos en los
modelos adecuados, para generar conocimiento de la especie y sus compuestos quimicos. A

continuacion se revisara la informacion mas relevante del proceso inflamatorio.



V. Lainflamaciony el desarrollo del cancer

V.1. Aspectos generales del proceso inflamatorio

La inflamacion es un proceso fisioldgico que presentan los tejidos vascularizados para
responder al dafio. Durante el proceso inflamatorio, mediadores solubles y componentes

celulares colaboran juntos de forma sistematica con la finalidad de destruir, diluir o



contener tanto al agente causante del dafio, como al tejido dafiado. Al término del proceso,

su funcion es la de restituir los procesos fisioldgicos normales del tejido.

Desde la antigliedad se conocen los signos clasicos de la inflamacién aguda definidos
de la siguiente forma por Cornelius Celsus: rubor, calor, dolor, y tumor. Estos signos
clinicos de la inflamacion son la culminacion macroscépica de varios procesos moleculares
y celulares, muchos de los cuales hasta fechas recientes se han logrado comprender

(Rosenberg y Gallin, 2003).

Tradicionalmente, dependiendo de la duracion de la respuesta, la inflamacion se
clasifica en aguda y cronica. La respuesta inflamatoria aguda es una respuesta rapida, de
corta duracion (aproximadamente de minutos a dias) y relativamente uniforme a un
estimulo también agudo, la cual se caracteriza por la acumulacion en las inmediaciones del
tejido dafiado de fluidos, plasma, proteinas, y leucocitos. En contraste, la inflamacion
crénica es de larga duracion e incluye la infiltracion de linfocitos y macrofagos en el tejido
dafado y el posterior crecimiento de fibroblastos.

Los eventos méas importantes que caracterizan ambos eventos son los siguientes:

Un agente que causa dafio que ha logrado evadir o destruir las barreras primarias,

especificamente células epiteliales o endoteliales y sus estructuras especializadas, y

propicia el inicio de la respuesta inflamatoria aguda. Algunos ejemplos de agentes que

pueden iniciar una respuesta de este tipo incluyen: neoplasias; patdégenos como
bacterias, virus o parasitos; la presencia de cuerpos extrafios de materiales exdgenos

como asbestos, o endégenos como cristales de ureato, 0 complejos inmunes; fisicos



como golpes, cirugias, ejercicio extremo o fuego; y agentes quimicos como los esteres
de forbol, carragenina, fenilpropiolato de etilo, formalina, etc.

El dafo al tejido desencadena una serie de eventos moleculares que resultan en la
produccion de mediadores pro-inflamatorios. La accion conjunta de estos mediadores
promueven la aparicion de los cuatro signos macroscopicos de la inflamacion, entre los
que se incluyen el incremento del flujo sanguineo y de la permeabilidad vascular, la
migracion de leucocitos desde la sangre periférica a los tejidos, su posterior
acumulacion en el foco de la inflamacion, y su activacion con la finalidad en lo posible
de destruir y eliminar el agente causal.

Si el agente es eliminado, se producen agentes anti-inflamatorios que toman parte en la
respuesta y limitan el dafio al tejido circundante del foco de inflamacion. Por otro lado,
si la destruccion o eliminacion del agente no se lleva a cabo, o se realiza de forma
incompleta, entonces el proceso inflamatorio persiste y puede llegar a expandirse,
utilizando para ello un repertorio ain mayor de mediadores y componentes celulares.
Cuando esto sucede, el proceso que ahora cursa se conoce como inflamacion crénica y

su implicacion en procesos patologicos se discutird mas adelante.

V.2. Mediadores de la inflamacion

Como se ha mencionado, la inflamacion consta de varios eventos celulares y
moleculares, los cuales estdn mediados por distintos tipos de sustancias. Entre estas
sustancias podemos mencionar a una amplia variedad de citocinas, las cuales pueden
actuar solas o en una red compleja, induciendo la sintesis de una serie de proteinas

relacionadas con el proceso inflamatorio como por ejemplo la proteina-C reactiva,



amiloide sérico-A, glicoproteina &cida-a;, C3 (del complemento), entre otras. Algunas
de estas citocinas son interleucina-6, interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral-a
(TNF- a), interferon-y, factor transformante de crecimiento-f. Estas citocinas pueden
ser producidas por diferentes células, entre las cuales se encuentran monocitos,
macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, linfocitos T, y células endoteliales

(Kushner y Rzewnicki, 1999).

Otro aspecto importante en el inicio del proceso inflamatorio es la sintesis de
derivados del &cido araquiddnico, que son Ilamados mediadores lipidicos, entre ellos las
prostaglandinas, cuya produccion es estimulada principalmente por IL-1 y TNF-q, y de

las cuales, a continuacion se discutiran algunos aspectos importantes.

V.2.1. Mediadores lipidicos

Existen suficientes evidencias que sugieren que los signos cardinales de la inflamacién
(rubor, dolor, edema y calor) son producidos por la accién de mediadores lipidicos tales
como los eicosanoides y el factor activador de plaquetas, que son sintetizados a partir de los

fosfolipidos de las membranas de las células inflamatorias.



Los eicosanoides son productos oxigenados de 20 atomos de carbono que derivan del
acido (5z, 8z, 11z, 14Z)-eicosa-5, 8, 11,14-tetraendico (acido araquidénico; AA)

mostrado en la Figura 8.
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Figura 8. Estructura del &cido 5, 8, 11,14-eicosatetraendico, acido araquidénico (AA).

El AA se deriva de los alimentos o es sintetizado en el cuerpo a partir del acido
linoléico. El AA se almacena en los lipidos de las membranas celulares, en forma de ésteres
en los fosfolipidos, donde se encuentra como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilinositol. Asi, el paso limitante en la sintesis de eicosanoides, es la liberacion del
AA de los fosfolipidos de la membrana por fosfolipasas especificas, principalmente
fosfolipasa A, (PLA,), lo cual ha sido revisado de forma amplia con anterioridad (Balsinde

et al., 1999; Six y Dennis, 2000; Yedgar et al., 2006).

En algunos tipos de células estas enzimas son dependientes de calcio y son activadas
por el incremento en la concentracién de calcio intracelular. De esta manera, la sintesis de
eicosanoides puede iniciarse como ya se menciond, por una variedad de estimulos que
incrementen el nivel de calcio intracelular. Esto ocurre a través de mecanismos de

transduccion de sefiales mediados por receptores especificos o a través de la perturbacion




de la integridad de la membrana celular (trauma fisico, quimico o inmunolégico), los cuales
provocan la activacion de la PLA,, y la consecuente liberaciéon del AA mediante el corte del

fosfolipido correspondiente, indicado en la figura 9.
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Figura 9. Estructura de un fosfolipido, y sitio de corte de la PLA,. R2 representa al acido
araquidonico esterificado. Modificado de Laye y Gill, 2003.

Una vez liberado, el AA es oxidado a traves de cuatro rutas, produciendo un conjunto
de eicosanoides (ver Figura 10). Esta vias son: ruta de las ciclooxigenasas, que generan
prostaglandinas y tromboxanos; ruta de las lipooxigenasas, que generan leucotrienos,
lipoxinas e hidroxiacidos; via epoxigenasa P450, que genera epoxiacidos; y por ultimo via

radicales libres (Harizi et al., 2008; Panigrahy et al., 2010).
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Figura 10. Metabolismo del

Las vias de las prostaglandinas y tromboxanos se inician cuando la enzima constitutiva
ciclooxigenasa-1 (COX-1), en condiciones normales o en estados patoldgicos la enzima

inducible ciclooxigenasa-2 (COX-2) convierten al AA en el endoperoxido ciclo (PGG;) por

induccion de oxigeno molecular. Esta

irreversiblemente por la aspirina y en forma reversible por otros compuestos anti-

inflamatorios no esteriodales (AINES) tales

implicaciones se discutiran mas adelante.

AA. Tomado de Titos, 2004.
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El segundo endoperoxido ciclico (PGH,), es generado enzimaticamente a partir de
PGG2 por reduccion del grupo peroxido de C15 a grupo hidroxilo. Como producto de esta

reaccion se originan grupos oxidantes que regulan la accién de la ciclooxigenasa.

Las prostaglandinas PGG, y PGH,, poseen vida media corta y son metabolizadas
rapidamente para dar origen a otros productos. Cuatro de ellos son las prostaglandinas
PGE,, PGF,a, PGD; y PGl,, asi como el acido 12-L heptandico que es acompafado por

malonil aldehido y el tromboxano A2.

La via de trasformacion del AA a PGH, es comun en todos los sistemas celulares. La
metabolizacion posterior del PGH, depende de la caracteristica de cada célula en particular,
de las enzimas que contenga y del balance de algunos cofactores. Asi, las plaquetas
sanguineas son ricas en tromboxano sintetasa y producen una mayor parte de tromboxano
A,, mientas que en las células del endotelio vascular predomina la prostaciclina sintetasa
PGI,. El resto de las prostaglandinas se encuentran difundidas mas ampliamente y en mayor
0 menor proporcién son sintetizadas en casi todas las células del organismo (excepto

globulos rojos y algunos linfocitos).

Las PGE,, PGA,, PGD; y PGl,, incrementan los niveles de AMPc, que actda como
segundo mensajero. Las prostaglandinas ademas, pueden influir en el comportamiento
celular a través de cambios de las funciones de la membrana, a causa de la alteracion de los
lipidos, proteinas, composicion de las glicoproteinas y por alteraciones en la captacion de

los nutrientes esenciales e iones, particularmente el ién calcio, por la célula.



Otro prostanoide, PGF,a, afecta la sintesis de GMPc, por lo tanto promueve las
funciones como proliferacién celular, citotoxicidad, produccién de linfocinas y formacion

de linfocitos T.

Como se menciond, los productos de la oxidacion del acido araquidénico estan
involucrados en la produccion de todos los signos cardinales de la inflamacion. La
vasodilatacion y el enrojecimiento son causados por la liberacion de en los tejidos de PGl5,

PGE,, PGE; y PGD; entre otros (Mardini y FitzGerald, 2001).

La cantidad de proteina plasmética exudada de la red microvascular depende de la
extension de la permeabilidad vascular y de la magnitud de la dilatacion arteriolar. Las
prostaglandinas vasodilatadoras aumentan el didmetro de las arteriolas, dando como
resultado una dilatacion pasiva de las venulas por un incremento en la presion hidrostatica,

contribuyen a potenciar el edema (Griffiths, 1999).

Por otro lado, los leucotrienos (LT) se forman por la actividad de las lipooxigenasas,
enzimas que inician la via de la conversion del acido araquidonico en hidroperoxidos no
ciclicos, los acidos hidroperoxitetranoicos (HPETE). En los distintos sitios celulares

existen lipooxigenasas especificas que dan origen a diversos mediadores lipidicos.

Los leucocitos a partir exclusivamente de 5-HPETE, forman una familia de &cidos 5-
hidroxieicosatetraenoicos, llamados leucotrienos. La formacion de un grupo epoxi en

posicion 5-6 da origen al LTA,. La cual se trasforma en LTB4. Una via alternativa de



trasformacion de LTA, es mediada por la accion de la glutation —S-transferasa que cataliza

la adicion de glutation, para dar origen al glutation LTC,.

La perdida posterior del acido glutamico, es enzimaticamente mediada por la glutamil-
traspeptidasa formando leucotrieno D4 (LTD,). En forma secuencial el leucotrieno D, es

convertido en leucotrieno E, por accion de una cistenilcinasa.

Es interesante destacar que en la trasformacion secuencial del LTC,, los productos
originales poseen propiedades bioldgicas cualitativamente comparables, pero la potencia de
accion se incrementa con la metabolizacion, llegando el leucotrieno E4 a constituirse en el

mas activo.

Los leucotrienos C4, D4 y E4 son potentes agentes estimulantes de la contraccion de la
musculatura lisa y de los vasos sanguineos, sintetizados en diversos tejidos, el pulmon los
producen en cantidades considerables, actuando como agentes bronconstrictores vy
participando en forma preponderante en la patologia del asma. Estos mismos leucotrienos
son los principales constituyentes de la sustancia de liberacion lenta de anafilaxis.

El leucotrieno B4 es un mediador natural de la inflamacion. Es sinterizado por los
leucocitos presentes en el exudado que se produce en el proceso inflamatorio en desarrollo,
y sus efectos se asemejan y suplementan a los producidos por el péptido que deriva del
complemento Cb5a, causando aumento en la permeabilidad vascular y formulacién local de
edema. Asi las prostaglandinas, el C5a, y el leucotrieno B4 pueden actuar en forma
secuencial y en combinacion para producir la permeabilidad vascular y la infiltracion

celular que caracteriza la respuesta inflamatoria.



Los inhibidores de COX se han usado medicinalmente por méas de un siglo, aunque la
base bioldgica para su eficacia se conocié hace unas pocas décadas atrds. Uno de los
primeros inhibidores de COX en ser utilizado con fines terapéuticos fue la aspirina, que
inhibe la actividad enzimética de la ciclooxigenasa mediante la acetilacion irreversible de
un residuo de serina en el sitio activo de la enzima (Loll et al., 1995). Debido a la
importancia clinica de la inflamacidn y sus distintas actuaciones dentro de una amplia gama

de enfermedades, la quimioterapia de la inflamacién se discutird a continuacion.

V.2.2.La COX-2 y el papel de los AINEs

La prostaglandina G/H sintetasa (COX) cataliza la transformaciéon del AA en el
endoperoxido intermedio fundamental la prostaglandina-H, (PGH,), que sirve como
sustrato para la produccion de una variedad de prostanoides con diversas acciones
bioldgicas (ver Figura 11). Esta sintetasa es un enzima bifuncional, que posee tanto la
actividad de ciclooxigenasa que convierte el AA en PGG,, asi como actividad de

peroxidasa que reduce la PGG, para producir PGH, (Vane et al., 1998).



Los esfuerzos para identificar y desarrollar nuevos anti-inflamatorios no esteroidales
(AINEs) aumentaron hace unos afios con el descubrimiento de que existen al menos dos
isoformas de la COX. La expresion de la isoforma, llamada COX-2, se ha demostrado que
puede ser aumentada por lipopolisacarido bacteriano (LPS), citocinas, factores de
crecimiento y promotores tumorales, con lo que se distingue fundamentalmente de la
expresion constitutiva de la isoforma denominada COX-1 (Xie et al., 1991; Kujubu y

Herschman, 1992; O’Banion et al., 1992; Lee et al., 1992; Simmons et al., 2004).

Las isoformas COX-1 y COX-2 no solo tienen actividades cataliticas similares, sino
que datos cristalograficos también sefialan lo similar de sus estructuras terciarias.

(Kurumbail, 1996).

Sin embargo, una mayor flexibilidad del tinel hidrofébico que conduce al sitio activo,
en la COX-2, le confiere a ésta enzima una especificidad de sustrato mas amplia. Este tinel
puede influir en el espectro, la cantidad, y/o duracion de la produccién de prostanoides por
la COX-2 (Rowlinson et al., 1999). El reconocimiento de estas dos isoformas de la COX ha
tenido una de las mayores repercusiones sobre el desarrollo de los AINEs desde la sintesis
original de la aspirina a partir del acido salicilico hace mas de un siglo hasta nuestros dias.
La “hipotesis de la COX-2” propone que en dosis igualmente eficaces, los inhibidores
selectivos de la COX-2 causardn menos efectos adversos gastrointestinales graves que

aquellos AINEs no selectivos tradicionales.

El desarrollo clinico eficaz para el desarrollo de inhibidores selectivos de la COX-2

puede basarse en dos supuestos: a) la inhibicion de la COX-2 es necesario y suficiente para



mostrar eficacia analgésica/anti-inflamatoria, y b) la inhibicién de COX-1es en gran medida
responsable de la grave toxicidad gastrointestinal de los AINEs convencionales.

Por ejemplo se conoce que los AINEs son ampliamente utilizados para el tratamiento
de la artritis y otras enfermedades inflamatorias cronicas. La evidencia derivada de modelos
animales de inflamacion sugiere que las dosis apropiadas de rofecoxib y celecoxib, dos
anti-inflamatorios selectivos a COX-2, logran una eficacia comparable con los AINEs

convencionales (Seibert et al., 1994; Anderson et al., 1996).

Sin embargo se debe reconocer que la selectividad bioquimica sélo podra representar
uno de los muchos factores que influird en el resultado clinico de cualquier paciente

sometido a tratamiento con un inhibidor selectivo de COX-2.
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Figura 11. Moléculas derivadas de la actividad de COX, y sus funciones. Tomada de

Mardini y FitzGerald, 2001.




Tomando en cuenta lo anterior, se ha establecido que la COX-2 sintetiza prostanoides
en estados patoldgicos como la inflamacion y el cancer (Turini y DuBois, 2002; Chun y
Surh, 2004; Wymman y Schneiter, 2008). Ademas de su regulacion a nivel transcripcional
por efecto de los glucocorticoides (Kujubu y Herschman, 1992) e inhibicion por AINEs
selectivos, la actividad de la COX-2 puede verse afectada por citocinas, factores de
crecimiento y oncogenes cuya funcién es prolongar la vida media de transcripcién de esta
enzima (Sheng et al., 2000). Aunque COX-1 tiene las caracteristicas estructurales de un gen
constitutivo, su expresion no esta reprimida en sitios donde la COX-2 estd presente

(Mardini y FitzGerald, 2001; von Rahden et al., 2005).

La dicotomia de una COX-1"constitutiva”, con funciones unicamente en condiciones
fisiologicas, y una COX-2 “inducible”,  produciendo prostanoides en estados de
enfermedad, es sélo una simplificacion de la realidad bioldgica. Existe evidencia que
muestra la expresion de ambas COX-1 y COX-2 aumentada en las articulaciones
inflamadas y en la placa aterosclerotica (Crofford et al., 1994; Schonbeck et al., 1999). A
pesar de que la COX-2 parece ser la principal fuente de formacion de prostaglandinas en la
inflamacion, hay algunos indicios de que ambas isoformas pueden contribuir en las
respuestas inflamatorias agudas (Smith et al., 1998; McAdam et al., 2000; Nakano et al.,

2007).

Los modelos de raton en los cuales se han deletado los genes COX, de forma similar

presentan algunas discrepancias con la hipétesis de la COX-2. Por ejemplo, tanto el AA



como el promotor tumoral 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) inducen la
expresion de COX-2 y causan inflamacién de la piel en los ratones normales, pero
curiosamente, en ratones knock-out para COX-2, se observa el mismo nivel de inflamacién
inducida en respuesta a AA y TPA (Morham et al., 1995). Por otra parte, la supresion del
gen de COX-1 atenua la respuesta inflamatoria a AA, pero no a TPA (Langenbach et al.,

1995).

Lo anterior demuestra que los farmacos selectivos de la COX-2 necesitan estudiarse
maés a fondo, para comprender el papel de las dos isoformas tanto en los tejidos inflamados,
como en los normales, para entonces, disefiar mejores farmacos anti-inflamatorios.
También sugiere que no se debe limitar la bdsqueda de moléculas de origen natural o
sintético, que inhiban selectivamente la COX-2, para generar nuevas moléculas
antiinflamatorias. Otra cuestion importante por resaltar es que al parecer, los resultados
obtenidos en ratas no son del todo extrapolables al humano, pues se ha demostrado que a
diferencia de la inhabilidad de los anti-inflamatorios selectivos a COX-2 de disminuir
completamente la respuesta inflamatoria en ratas, en humanos estos mismos compuestos si

tienen un efecto completo (Giuliano y Warner, 2002).

Sin embargo, debido a que algunos prostanoides como PGE, estdn implicados en
procesos patologicos como el cancer (Allavena et al., 2008), provengan de la isoforma que
provengan, se revisara cual es la posible relacion que existe entre la inflamacion vy el

cancer.



V.3. Inflamacién y cancer

La relacion que existe entre un proceso inflamatorio crénico y el cancer fue propuesta
desde 1860, cuando Virchow y colaboradores realizaron observaciones que indicaban que

el cancer se iniciaba en zonas o lugares sometidos a procesos de inflamacion cronica.

Existe evidencia creciente de que la inflamacion cronica y persistente en los tejidos
dafados contribuye a la promocion, la progresion y la metéstasis del tumor (Balkwill y
Mantovani, 2001; Schwartsburd, 2003; Mantovani et al., 2008; Porta et al., 2009). Asi, las
células inmunitarias pro-inflamatorias, citocinas, quimiocinas, enzimas como la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) o la éxido nitrico sintetasa inducible (i-NOS), sus productos,
prostaglandinas (por ejemplo, PGE,;) y el radical gaseoso Oxido nitrico (ON),

respectivamente, y factores de transcripcién como el factor nuclear kappa B (NF-kB) se



encuentran en niveles aumentados en el microambiente de los tumores (Kundu y Surh,

2008).

Este microambiente pro-inflamatorio potencia la proliferacion celular y aumenta el
riesgo de desarrollar neoplasias, debido en parte a la liberaciéon de mediadores pro-
inflamatorios, factores de crecimiento, presencia de células inflamatorias y agentes que

causan dafos en el material genético.

Se ha mencionado que el sistema inmune actla como una “espada de doble filo”,
debido a su capacidad de combatir agentes patégenos infecciosos por un lado, y para
producir autoinmunidad en el otro. El sistema inmune también actda como supresor de
tumores por una parte, y como iniciador y/o promotor de tumores en la otra (Balkwill et al.,
2005). Varias observaciones clinicas apoyan la idea de una fuerte asociacion entre la
inflamacion crénica y el cancer (Balkwill et al., 2005; Coussens y Werb, 2002). Por
ejemplo, la inflamacion cronica inducida en higado por el virus de la hepatitis C, la
infeccion gastrica por Helicobacter pylori y la colitis ulcerosa son importantes factores de
riesgo para enfermedades como el carcinoma hepatocelular, el cancer gastrico y cancer de

colon, respectivamente (Koike, 2005; Roder, 2002).
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Figura 12. Factores de riesgo y los eventos relacionados con el origen, desarrollo y evolucion del
Céncer. Tomado de Aggarwal et al., 2009.

El hallazgo de que el uso a largo plazo de AINEs disminuye el riesgo de cancer (una
reduccion del 40-50% en el caso de cancer de colon) fortalece el vinculo propuesto entre la

inflamacion y el cancer (Thun et al., 2002). Por otra parte, varias causas no infecciosas de



inflamacion cronica (como el humo del cigarrillo, los asbestos y la silice) también
aumentan el riesgo de desarrollar cancer. Por ejemplo, el mesotelioma pleural maligno se

debe principalmente a la inhalacion de asbestos (Manning et al., 2002).

Ademas de los datos epidemioldgicos que enlazan la inflamacion con el cancer, los
polimorfismos en los genes inflamatorios incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-1 (IL-1) y los receptores tipo Toll, estan asociados con la aparicién
del linfoma no Hodgkin, cancer de estdbmago y de prdstata, respectivamente (Karin y

Greten, 2005).

Una interpretacion simplificada de la carcinogénesis en dos pasos incluye: (i) el proceso
conocido como iniciacion celular, el cual se debe a la aparicion de mutaciones en moléculas
que regulan los circuitos celulares del control de la division celular, la supervivencia y
senescencia, y (ii) la promocion de las células iniciadas por medio de sefiales celulares y
extracelulares que conduce a la inmortalizacion de las células que son resistentes a las

sefiales inhibidoras del crecimiento, la apoptosis y la inmunidad antitumoral.
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Figura 13. Efectos de la actividad de la COX-2 y sus productos en la carcinogénesis. Tomada de
Kundu y Surh, 2008.

La inflamacion puede contribuir en ambas etapas. Por ejemplo, la inflamacion
persistente produce dafio en los tejidos, lo que resulta en una mayor renovacion celular. El
ON Yy especies reactivas de oxigeno (EROs) producidos por células inflamatorias pueden
producir dafios en el material genético celular, lo que aumenta la posibilidad de la aparicion

de células que poseen un alto riesgo de transformacion maligna (Yoshimura, 2006).

Debido a lo anterior, se ha hipotetizado que una alternativa a los tratamientos

tradicionales que estan perdiendo su efectividad o que no son especificos y que ademas son



altamente toxicos, es utilizar algunos de los componentes especificos de la respuesta
inflamatoria cronica como posibles dianas terapéuticas para lograr la quimioprevencion o la
quimioterapia del cancer (Turini y DuBois, 2002; Laye y Gill, 2003; Chun y Surh, 2004;
Dolcet et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2008; Wang y Lin, 2008; Wink et al., 2008; de

Souza-Pereira, 2009).

Una de las estrategias que nuestro grupo ha desarrollado para encontrar moléculas
activas que puedan ser utilizadas para el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer
ha sido realizar blasquedas sisteméticas de moléculas presentes en plantas de la flora

medicinal utilizada en nuestro pais.

Nuestra experiencia (Oviedo-Chavez et al., 2004; Oviedo-Chavez et al., 2005; Flores-
Rosete and Martinez-Vazquez, 2008) al igual que la de otros grupos (Recio et al., 1995b;
Kinoshita et al., 1998; Akihisa and Yasukawa, 2001; Akihisa et al., 2003; Dzubak et al.,
2006; Medeiros et al., 2007) nos indica que algunos triterpenos y esteroles son buenos
candidatos para la busqueda de compuestos activos que interfieren con el proceso
inflamatorio, por lo que en el presente trabajo se utilizd a M. geometrizans para la busqueda
de moléculas activas en modelos de inflamacion y citotoxicidad, con la finalidad de obtener
compuestos candidatos para desarrollar farmacos que ayuden a la quimioprevencion o la
quimioterapia del cancer, mediante su interaccion con dianas terapéuticas relacionadas con

la inflamacion, y para ello se desarrollé la metodologia descrita a continuacion.



VL.

Objetivos

VI1. General

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica de los extractos y metabolitos

secundarios aislados de Myrtillocactus geometrizans.

VL2. Particulares

Obtener los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de las partes aéreas y
raices de Myrtillocactus geometrizans.

Evaluar los extractos organicos obtenidos en el modelo de inflamacién en oreja de
raton inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).

Aislar, purificar y elucidar la estructura de los principales metabolitos secundarios
de tipo triterpeno y esterol presentes en los extractos activos.

Determinar la actividad antiinflamatoria de los metabolitos aislados en el modelo de
inflamacidn en oreja de raton inducida por: 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
(TPA), fenilpropiolato de etilo (EPP); en el modelo de inflamacidn e hiperalgesia en
pata de rata inducida por carragenina.

Determinar la actividad de los metabolitos aislados en la produccion de Oxido
Nitrico en cultivos de macr6fagos murinos; de inhibicion de la enzima
mieloperoxidasa en oreja de raton.

Evaluar los metabolitos secundarios aislados en cultivos de células de cancer

humano para determinar la inhibicion de la proliferacion celular.



VIL.

Materiales y métodos

VII.1. Recoleccion del Material vegetal

Se realizaron dos colectas de las partes aéreas y raices de M. geometrizans, la primera
se efectué en el municipio de Ixmiquilpan, estado de Hidalgo, cerca del Km 65 de la
carretera Federal México-Laredo en octubre de 2002, y la segunda fue en los alrededores de
la estacion de Ferrocarril “Bernal” a tres Km de Tequisquiapan, estado de Querétaro, en
noviembre del mismo afo. Muestras del material vegetal de cada recolecta se depositaron
en el Herbario Nacional de México (MEXU), donde fueron identificadas como M.

geometrizans, con nameros de registro MEXU-1075998 y -1075999 respectivamente.

VIL.2. Obtencion de extractos

Las partes aéreas de ambas recolecciones fueron combinadas, cortadas en rodajas,
secadas a temperatura ambiente y molidas para obtener 1700 g de material vegetal en
polvo. Este polvo se extrajo de forma exhaustiva con hexano dos veces por una semana.
Después de este tiempo, el liquido se filtrd y concentrd al vacio en un rotavapor (Buchi
100) para obtener 17 g de extracto de hexano de color marron y de consistencia viscosa
(HexPA). Al término, el material vegetal se seco en la campana de extraccion y se extrajo
de forma similar con metanol para obtener 62 g de extracto de metanol de color verde

obscuro de consistencia viscosa (MetPA).



Por otro lado, las raices se fragmentaron para obtener 1600 g de material vegetal. Este
material se extrajo exhaustivamente con hexano dos veces por una semana, al término de
este tiempo se procedié de forma similar a las partes aéreas, para obtener 9 g de extracto de
hexano (HexR). Se continud la extraccion con una mezcla de diclorometano y metanol
(1:1, v/v) dos veces por una semana. Al término de este tiempo, el liquido se filtrd y separd
en la fase de diclorometano y de metanol. Ambas fases por separado, se concentraron al
vacio para obtener 19 g del extracto de diclorometano (DicR) y 93 g del extracto de

metanol (MetR).

VIL.3. Fraccionamiento de extractos y purificacion de compuestos

VIL.3.1. Hidrdlisis del extracto de metanol de partes aéreas.

Se disolvieron 40 g del extracto MetPA en 500 mL de una mezcla metanol-agua (90%
v/Vv), a esta solucion se le adiciono100 mL de HCI concentrado y la mezcla se calent6 a
reflujo por 24 horas. Al término del tiempo, la reaccion se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se ajusto el pH a 7 con bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo. La
fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presién reducida para

obtener 7.3 g de un residuo café viscoso (HMetPA).

VIL.3.2. Cromatografia en capa fina



Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron en cromatofolios de aluminio
cubiertos de gel de silice G-200, UV 254 (Merk), de 0.2 mm de espesor y fluorescente.
Como reveladores se emplearon una lampara de luz ultravioleta de 254 y 365 nm (Cole
Palmer 9815 series Lamps); y una disolucion de sulfato cérico al 1 % (p/v) en &cido

sulfarico 2 N aplicada sobre la superficie de la placa y posteriormente calentada.

VIL.3.3. Cromatografia en columna abierta

Procedimiento General

Las muestras se disolvieron en la minima cantidad del disolvente adecuado, hasta
total disolucion y se afiadio gel de silice en proporcion 1:3. Cada mezcla se concentrd en
rotavapor hasta sequedad. Una vez seca, se deposito en la parte superior de la columna.
Dependiendo de la muestra a separar se utilizaron columnas de vidrio de diferentes
volumenes, las cuales fueron empacadas con gel de silice 60 Ahigram Sil G, kiesel, malla
70-230 (Merk) como fase estacionaria. Para desarrollar la cromatografia se utilizaron
mezclas de disolventes en orden creciente de polaridad (hexano-acetato de etilo-metanol).
Se recolectaron fracciones de 50-200 mL, se elimind la fase movil en rotavapor y las
fracciones concentradas se colectaron en frascos viales de vidrio. Se monitored el
desarrollo de la cromatografia por CCF revelada con luz U.V. y sulfato cérico en acido

sulfurico, y se reunieron aquellas que presentaron similitud cromatografica.

VIL.3.4. Cromatografia en columna rapida (flash)



Se utilizaron columnas de diferentes volimenes, que contienen en la parte inferior
una placa porosa de fibra de vidrio. Se acopl6 a un matraz kitasato con salida a vacio. La
fase estacionaria utilizada fue gel de silice 60 H, la cual se empaco de forma uniforme,
posteriormente se aplicé vacio y el adsorbente se comprimié manualmente. Una vez
empaquetada la fase estacionaria se paso una cierta cantidad de fase mévil para empaquetar
aun mas la fase estacionaria. Cuando la fase estacionaria se secO completamente, se
introdujo la muestra adsorbida en gel de silice y seca, depositdndola en- la superficie del
adsorbente. A continuacion se afiadid la fase movil y se aplicé vacio. Para desarrollar la
cromatografia se utilizaron mezclas de disolventes en orden creciente de polaridad (hexano-
acetato de etilo-metanol). Se recogieron fracciones de 50 a 200 mL. Al igual que en el caso
anterior, las fracciones se concentraron y depositaron en frascos viales de vidrio. Se
monitoreo el desarrollo de la cromatografia por CCF y las que presentaron similitud

cromatografica, se reunieron.

VIL.3.5. Cristalizacion

Con la finalidad de purificar los productos crudos se cristalizaron utilizando distintas
mezclas de disolventes. En la mayoria de los casos se indujo la cristalizacion por medio del
raspado de las paredes de los viales donde se encontraba la muestra con la punta de una
espatula. Inmediatamente se formaron los cristales, se filtrd la mezcla a vacio y los
precipitados se secaron al vacio a temperatura ambiente, o0 se secaron en campana de

extraccién al vacio.



VIL.3.6. Determinacion del punto de fusion

Los puntos de fusion de los compuestos aislados se determinaron en un equipo Fisher

Johns y se informaron en grados centigrados sin corregir.

VIL.4. Técnicas generales de elucidacion estructural

VIL.4.1. Espectrofotometria Infrarroja

La espectrofotometria de absorcion en la region infrarroja (IR) se realizd en un

espectrofotdbmetro Nicolet modelo Magna 750 con la técnica de pastilla de KBr. Las

frecuencias maximas de absorcion se presentan en cm™.



VIl.4.2. Espectrometria de masas

Los experimentos se realizaron en un espectrometro JEOL JMS AX 505 HA mediante
la técnica de impacto electronico a 70 eV. Los resultados se presentaron como la relacion

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

VI1.4.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H (200, 300 0 500 MHz) y de **C
(50, 75 0 125 MHz) se adquirieron en los equipos Varian-Gemini 200, Varian VXR 300,
Eclipse 300, o Bruker-Avance 300; se utilizaron los siguientes disolventes deuterados
(Aldrich): cloroformo (CDCI3), dimetil sulfoxido (DMSO-dg), 0 metanol (CD3sOD). El
tetrametilsilano (TMS) se utiliz6 como referencia interna. Los desplazamientos quimicos
(8) se expresaron en partes por millon (ppm); la multiplicidad de las sefiales protonicas se
indicaron con las siguientes abreviaturas: s (simple), d (doble), t (triple), dd (doble de
dobles), m (mdaltiple). Las constantes de acoplamiento (J) se indicaron en Hertz (Hz).
Cuando fue requerido, se realizaron experimentos adicionales de RMN en una y dos

dimensiones, que incluyeron COSY-2D, DEPT-*C, HETCOR, etc.



VIL.5. Aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios

aislados

Chichipegenina (36): El extracto metandlico crudo de partes aéreas (MetPA; 15 g) se
fracciono en una columna de gel de silice, eluida con mezclas de hexano / AcOEt / MeOH
de polaridad creciente. Tras la concentracién a presién reducida, las fracciones que
mostraron datos similares de CCF se combinaron. De las fracciones combinadas, eluidas
con una mezcla 1:1 (v/v) de hexano-AcOEt se obtuvieron 238 mg de un precipitado de
color blanco, con punto de fusion de 321-324 ° C, y una sola mancha en CCF en tres
distintos sistemas de elusion. EI compuesto aislado es un polvo amorfo, que mostro los
siguientes datos espectrales: [a]3* +44°. IR vmax 3610, 3370, 1650, 1290, 1260, 1190,
1160, 1100, 1060, 1040, 1005, 925 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 0.72 (1H, m, H-5),
0.78 (3H, s, H-24), 0.93 (3H, s, H-25), 0.95 (6H, s, H-29 y H-30), 0.98 (1H, m, H-1a), 0.99
(3H, s, H-23), 1.00 (3H, s, H-26), 1.05 (1H, m, H-19a), 1.24 (3H, s, H-27), 1.32 (1H, m, H-
7a), 1.34 (1H, m, H-15a), 1.42 (1H, m, H-6a), 1.52 (1H, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-15b), 1.55
(1H, m, H-6b), 1.56 (1H, m, H-21a), 1.58 (2H, m, H,-2), 1.61 (1H, m, H-1b), 1.67 (1H, m,
H-21b), 1.73 (1H, m, H-19b), 1.75 (1H, m, H-7b), 1.88 (2H, m, H»-11), 2.32 (1H, dd,
J=14.0, 4.5 Hz, H-18), 3.17 (1H, m, H-3), 3.52, 4.08 (2H, ABQ, Jas=11.5 Hz, H,-28), 4.19
(1H, dd, J=13.0, 4.5 Hz, H-22), 4.64 (1H, dd, J=12.0, 5.5 Hz, H-16), 5.28 (1H, t-like, H-
12). *C RMN (CDCls, 125 MHz) § 14.95 (C-25), 15.18 (C-24), 16.12 (C-26), 17.74 (C-6),
22.93 (C-11), 24.34 (C-30), 26.59 (C-2), 26.77 (C-27), 27.62 (C-23), 31.83 (C-15), 31.84
(C-20), 32.70 (C-29), 34.43 (C-7), 36.19 (C-10), 38.06 (C-1), 38.20 (C-8), 39.34 (C-4),

41.83 (C-14), 41.99 (C-21), 42.91 (C-18), 43.46 (C-17), 45.11 (C-19), 46.16 (C-9), 54.58



(C-5), 62.39 (C-28), 66.48 (C-16), 71.54 (C-22), 77.75 (C-3), 122.63 (C-12), 141.20 (C-
13). IEEM m/z 456 (14) [M'], 438 (50), 248 (28), 217 (100), 199 (45), 173 (28). La
comparacién de estos datos espectrales con aquellos informados en la literatura permitio
identificar este compuesto como Chichipegenina (36), mostrada en la Figura 14 (Sandoval
et al., 1957; Khong y Lewis, 1975; Yoshikawa et al., 1998; Ye et al., 2001). Ademas, 298
mg de 36 se obtuvieron del fraccionamiento en columna de gel de silice de la mezcla de
reaccion de hidrolisis acida del extracto de metanol crudo de partes aéreas (HMetPA; 5 g)

en las mismas condiciones descritas anteriormente. Ver Anexo 2.

Peniocerol (12): El extracto metanolico crudo de la raiz (MetR; 30 g) se someti6 a
fraccionamiento en columna de gel de silice eluyendo con mezclas de hexano / AcOEt /
MeOH de polaridad creciente. Las fracciones que mostraron datos similares en CCF se
combinaron y se sometieron a una nueva separacion en columna empacada con silice la
cual fue eluida con mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente. De las fracciones
eluidas con una mezcla 55:45 (v/v) se formd un precipitado que resulté una mezcla de dos
componentes principales (FEMetR, 7.96 g). De la cristalizacion repetida de esta mezcla, a
partir de metanol, se logré obtener 3.67 g de un solido cristalino incoloro, con punto de
fusion de 179-181 °C. IR vpmax 3375, 2951, 2869, 1465, 1376, 1129, 1048 cm™. 'H RMN
(CDCl3, 300 MHz) & 0.60 (3H, s, H-18), 0.86 (3H, d, J=6.5 Hz, H-26), 0.87 (3H, d, J=6.5
Hz, H-27), 0.88 (2H, m, H,-23), 0.91 (3H, d, J=6.6 Hz, H-21), 0.95 (2H, m, H,-22), 0.97
(3H, s, H-19), 1.10 (2H, m, H,-24), 1.12 (2H, m, H,-15), 1.13 (1H, m, H-20), 1.14 (1H, m,
H-17), 1.29 (2H, m, H,-16), 1.32 (2H, m, H,-12), 1.39 (1H, m, H-5), 1.48 (1H, m, H-25),
1.69 (2H, m, Hp-1), 1.83 (2H, m, H»-2), 2.06 (2H, m, H-11), 2.16 (1H, m, H-4a), 2.20 (1H,

m, H-14), 2.22 (1H, m, H-4b), 2.38 (2H, m, H,-7), 3.61 (1H, m, H-3), 3.72 (1H, m, H-6).



3C RMN (CDCl3, 75 MHz) & 11.208 (C-18), 18.725 (C-21), 18.958 (C-19), 22.527 (C-26),
22.717 (C-11), 22.790 (C-27), 23.838 (C-15), 23.897 (C-23), 27.990 (C-25), 28.704 (C-16),
30.991 (C-2), 31.982 (C-4), 35.478 (C-1), 36.105 (C-22), 36.221 (C-20), 36.731 (C-12),
37.707 (C-10), 37.794 (C-7), 39.484 (C-24), 42.048 (C-13), 47.628 (C-5), 51.488 (C-14),
54.824 (C-17), 67.600 (C-6), 71.213 (C-3), 126.512 (C-8), 135.049 (C-9). IEEM m/z 402
(100), 387 (42), 289 (14), 271 (21), 253 (10), 247 (83), 229 (22), 211 (13).

La comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos permitio identificar a este
compuesto como peniocerol (12) (Djerassi et al., 1965; Eggert y Djerassi, 1981; Kircher y
Bird, 1982) compuesto previamente asilado de Peniocereus fosterianus, P. macdougalli, P.
greggii, y de Stenocereus thurberi (Djerassi et al., 1961.; Djerassi et al., 1963; Knight et

al., 1966 Knight y Petit, 1969). Ver anexo 2.

Macdougallina (13): La cristalizacion lenta de las aguas madres del peniocerol se
aislaron 1.22 g de un sélido blanco amorfo con un p.f. 121-124 ° C. IR vyax 3375, 2951,
2869, 1465, 1376, 1129, 1048 cm™. *H RMN § 0.69 (3H, s, H-18), 0.85 (3H, d, J=6.5 Hz,
H-26), 0.88 (3H, d, J=6.5 Hz, H-27), 0.912 (3H, d, J=6.6 Hz, H-21), 0.97 (3H, s, H-19),
0.99 (2H, m, Hp-23), 1.21 (1H, m, H-4a), 1.22 (2H, m, H»-22), 1.26 (1H, m, H-7h), 1.30
(2H, m, H,-16), 1.32 (1H, m, H-5), 1.33 (1H, m, H-22), 1.4 (2H, m, H»-12), 1.46 (1H, m,
H-2a), 1.66 (1H, m, H-15a), 1.68 (2H, m, H,-1), 1.69 (1H, m, H-25), 1.70 (1H, m, H-15b),
1.80 (3H, s, H-28), 1.81 (1H, m, H-2b), 2.03 (2H, m, H,-11), 2.09 (1H, m, H-17), 2.16 (1H,
m, H-4a), 2.22 (1H, m, H-4b), 2.39 (2H, m, H,-24), 3.61 (1H, m, H-3), 3.8 (1H, m, H-6).
13C RMN (75 MHz, CDCls) § 15.703 (C-18), 18.325 (C-21), 18.735 (C-19), 21.767 (C-11),
22.528 (C-26), 22.807 (C-27), 24.096 (C-23), 24.345 (C-28), 27.992 (C-25), 28.138 (C-16),

30.775 (C-15), 30.892 (C-2), 31.024 (C-7), 32.034 (C-4), 35.374 (C-1), 36.033 (C-22),



36.443 (C-12 y C-20, no distinguibles), 37. 732 (C-10), 39.504 (C-24), 44.528 (C-13),
47.736 (C-5), 49.610 (C-14), 50.431 (C-17), 67.641 (C-6), 71.171 (C-3), 133.097 (C-8),
133.625 (C-9). IEEM m/z 416, 401, 387, 365, 261. La comparacion de sus datos espectrales
con aquellos informados en la literatura permitié identificar este compuesto como
macdougallina (13), previamente aislado de Peniocereus macdougallii y Stenocereus
thurberi (Knight et al., 1966; Knight y Petit, 1969; Kircher y Bird, 1982). Hasta donde se
sabe, ésta es la primera vez que se informa la asignacién completa de las sefiales en *H

RMN. Ver anexo 2.

Acido oleandlico (26). De las fracciones previas de donde se obtuvo 36 a partir del
extracto metanolico crudo de partes aéreas (MetPA; 15 g), se obtuvieron 117 mg de un
precipitado de color blanco con punto de fusion mayor a 300 °C. IR (KBr) vmax 3437, 2943,
2861, 1695, 1031, 998 cm™. *H RMN (CDCls, 500 MHz) § 0.70 (1H, m, H-5), 0.75 (3H, s,
H-26), 0.77 (3H, s, H-24), 0.90 (3H, s, H-29), 0.92 (3H, s, H-25), 0.93 (3H, s, H-30), 0.98
(1H, m, H-1a), 0.99 (3H, s, H-23), 1.08 (1H, m, H-15a), 1.13 (3H, s, H-27), 1.16 (1H, dd,
J=4.5, 2.0 Hz, H-19a), 1.22 (1H, m, H-7a), 1.28 (1H, m, H-21a), 1.35 (1H, m, H-7b), 1.38
(1H, m, H-6a), 1.40 (1H, m, H-21b), 1.54 (1H, m, H-9), 1.55 (1H, m, H-6b), 1.57 (1H, m,
H-22a), 1.60 (1H, m, H-19b), 1.61 (2H, m, H,-2), 1.62 (1H, m, H-16a), 1.62 (1H, m, H-1b),
1.71 (1H, td, J=14.0, 4 Hz, H-15b), 1.76 (1H, td, J=14.0, 4.5 Hz, H-22b), 1.88 (2H, m, H,-
11), 1.98 (1H, td, J=13.5, 4.0 Hz, H-16b), 2.82 (1H, dd, J=13.5, 4.5 Hz, H-18), 3.20 (1H,
dd, J=11.5, 4.5 Hz, H-3), 5.3 (1H, t-like, H-12). *C-NMR (MHz, CDCls) § 15.320 (C-25),
15.540 (C-24), 17.151 (C-26), 18.308 (C-6), 22.937 (C-16), 23.405 (C-11), 23.581 (C-30),
25.939 (C-27), 27.199 (C-2), 27.697 (C-15), 28.107 (C-23), 30.685 (C-20), 32.457 (C-22),

32.633 (C-21), 33.058 (C-29), 33.820 (C-7), 37.101 (C-10), 38.419 (C-1), 38.770 (C-4),



40.997 (C-18), 41.612 (C-14), 45.889 (C-19), 46.548 (C-17), 47.647 (C-9), 55.249 (C-5),
79.036 (C-3), 122.656 (C-12), 143.587 (C-13), 183.266 (C-28). IEEM m/z 456 (3) [M]",
248 (64), 207 (15), 203 (35), 133 (14), 95 (27), 83 (36), 69 (60), 57 (84), 43 (100). La
comparacién de sus datos espectroscopicos y fisicos permitio la identificacion de éste

compuesto como el acido oleandlico (26) (Seebacher et al., 2003). Ver anexo 2.

Debido a que las propiedades antiinflamatorias y de inhibicién de proliferacion
celular de 26 han sido extensamente estudiadas (Ovesna, 2004; Liu, 2005; Sun et al., 2006;
Sultana, 2008; Laszczyk, 2009; Petronelli et al., 2009; Gautam y Jachak, 2009; Sogno et

al., 2009; Rios, 2010), en este trabajo se decidi6 no evaluar bioldgicamente éste compuesto.

VIL.6. Reaccion de acetilacion de peniocerol (12), macdougallina

(13) y chichipegenina (36)

200 mg de cada compuesto se disolvieron por separado en piridina y se afiadié un
exceso de anhidrido acético a temperatura ambiente por 24 horas y agitacion constante. Al
término del tiempo, se extrajo el producto de la mezcla de reaccidon adicionando hielo,
acido clorhidrico y acetato de etilo. La fraccion de acetato de etilo se secd con sulfato de
sodio anhidro y se concentrd a presion reducida en un rotavapor. Cada producto crudo se
sometio a cromatografia en columna “flash” o se cristalizo directamente de metanol. Las
identidades de los derivados; acetato de peniocerol (12Ac), acetato de macdougallina

(13Ac) y acetato de chichipegenina (36Ac) se determinaron por sus datos espectroscopicos.
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Figura 14. Estructuras quimicas de los metabolitos aislados de M. geometrizans y sus derivados
acetilados.

VIL.7. Modelos de inflamacion in vivo

VIL.7.1. Animales de laboratorio

Los ratones de la cepa CD-1 y las ratas de la cepa Wistar utilizados en los diferentes
ensayos se obtuvieron en el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, y en el
bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Se manipularon de acuerdo
con las condiciones establecidas en la NOM-062-Z0O0-1999. Se colocaron en cajas de
polipropileno traslucidas de paredes continuas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, a una
temperatura controlada de 22 + 1°C y humedad de 50-60 %, con acceso ad libitum de agua

y dieta estandar de laboratorio.




VIL.7.2. Inflamacion inducida por 13-acetato de 12-0-

tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de raton

Para determinar la actividad anti-inflamatoria de los extractos organicos, fracciones y
compuestos aislados de M. geometrizans se utilizé el modelo de inflamacion en la oreja de

raton inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA, Sigma).

Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente (De Young et al., 1989)
con algunas modificaciones (Oviedo-Chéavez et al., 2004). Asi, se utilizaron ratones macho
de la cepa CD-1 con pesos entre 25-30 g. Los animales se dividieron al azar en grupos (uno
por cada tratamiento) de por lo menos seis animales, los cuales se pesaron, marcaron y

anestesiaron por via i.p. con pentobarbital sédico (Sedalforte®) a una dosis de 31.5 mg/kg.

Una vez anestesiados los ratones, se aplico por via tdpica 2.5 ug de TPA, disueltos en
10 uL de etanol, en ambos lados de la oreja derecha (5 puL por lado). La oreja izquierda sélo
recibio el vehiculo correspondiente (5 uL a cada lado). Después de 10 minutos, se aplicaron
los extractos y las sustancias de prueba en sus respectivos vehiculos y en las dosis indicadas
en la Tabla 2, sobre ambos lados de la oreja derecha. Se aplicé indometacina disuelta en
una mezcla de etanol y acetona (1:1 v/v) en un intervalo de dosis de 0.046 — 0.465 mg /
oreja en la oreja derecha del grupo control como farmaco de referencia. El grupo control
recibio en la oreja derecha la mezcla de disolventes correspondiente y en la misma cantidad

que los tratados. La oreja izquierda de cada animal sirvié como control negativo. Después



de 4 h, los animales fueron sacrificados en cdmara de CO, y se retird una biopsia de 7 mm

de didmetro de ambas oreja de cada animal.

La inflamacion se evaludé como la diferencia de pesos (en mg) entre la biopsia de la
oreja derecha, respecto a la biopsia de la oreja izquierda de cada animal. Los porcentajes de
inhibicion del edema (EI%) se calcul6 mediante la ecuacion (1), donde A corresponde al
valor promedio del edema en el grupo control, y B al valor promedio del edema del grupo

tratado con las sustancias de prueba o el farmaco de referencia.
B
IE % = 100 — (3 x 100) (1)
Para cada compuesto y sus derivados evaluados, se construyé una curva dosis-
respuesta con los datos estadisticamente significativos. La dosis efectiva 50 (DEs, en
umol/oreja) se determind a partir de las curvas anteriores que mostraron un efecto

dependiente de la dosis, a las cuales se les realiz6 un ajuste lineal.

Tabla 2. Sustancias evaluadas en el modelo de inflamacién inducida por TPA.

Sustancia Dosis (‘mgloreja 6 Vehiculo
2 umol/oreja)

HexPA = A
HexR 1 A
DicR 1 B
MetR 11 B




MetPA 1 B
HMetPA 1 B
FEDIcR '0.31 C

Peniocerol (12) °0.031,0.1,0.31,1 D
Macdougallina (13) “0.1,0.18,0.31,1 D
Chichipegenina (36) °0.031,0.1,0.31,1 D

12Ac °0.1,0.31,0.56, 1 D

13Ac ?0.031, 0.1, 0.18, 0.31 D

36Ac %0.031,0.1,0.31, 1 D

Indometacina 0.046, 0.085, 0.150, C
0.268, 1.3

A= Hexano; B= EtOH-CH,Cl, (1:1 v/v); C= EtOH-acetona (1:1 v/v); D= MeOH- CH,Cl, (1:1 v/v).

VIL.7.3. Inflamacion inducida por etilfenil-propiolato (EPP) en
oreja de raton

La actividad antiinflamatoria de los metabolitos secundarios aislados fue evaluada en
el modelo de inflamacidn inducida en la oreja de ratén por etilfenil-propiolato (EPP por sus
siglas en inglés) siguiendo el procedimiento anteriormente publicado (Recio et al., 1995a)
con algunas modificaciones. Los compuestos a evaluar (12, 13, 36, 12Ac, 13Ac, 36Ac), se
administraron por via tpica a la concentracion final de 0.5 umol/oreja disueltos en MeOH-
CH,CI; (1:1 v/v), 20 uL en la oreja derecha de cada uno de los ratones (10 puL en cada
cara). La dexametasona se utilizO como farmaco de referencia a una dosis de 0.31
umol/oreja disuelta en etanol. Después de cuatro horas, una solucion de EPP (5% p/v) en

acetona (20 pL) se administré en el oido derecho. La oreja izquierda de cada animal recibio



primero el vehiculo (20 uL), y luego acetona (20 uL). Después de dos horas, los ratones
fueron sacrificados en camara de CO,. Una biopsia de 7 mm de didmetro fue retirada de
cada oreja. La inflamacién fue evaluada como la diferencia de peso entre las biopsias de las
orejas derecha e izquierda de cada animal. La inhibicion del edema (IE%), se calcul6 como

fue descrito para TPA.

VIL.7 4. Inflamacioén inducida por carragenina en pata de rata

El modelo del edema en la pata de rata inducido por carragenina se realiz de acuerdo
con el método descrito anteriormente (Winter et al., 1962) con algunas modificaciones

(Oviedo-Chavez et al., 2004).

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso entre 150-200 g, distribuidas al azar en
grupos de seis 0 mas animales por tratamiento. El volumen basal (Vo, mL) de la pata trasera
derecha de cada rata se midio por triplicado en un pletismémetro previamente calibrado
(modelo 7150, UGO Basile, Italia). Inmediatamente después, los compuestos de prueba
(12, 13, 36) se administraron por via i.p. disueltos en una mezcla de Tween 80 (5%) en

agua y DMSO (9:1 v/v), a dosis de 45, 60, 100 mg/kg de peso corporal. El grupo control



recibié el vehiculo correspondiente. Se administrd indometacina como farmaco de
referencia por via i.p. a dosis de 2.5, 5, 7.5 y 10 mg/kg en la misma mezcla de disolventes.

El grupo control recibi6 por via i.p. s6lo la mezcla de disolventes.

Una hora después (tp), el edema en la pata derecha fue inducido mediante la
administracion subcutanea de 0,1 mL de carragenina tipo 1V (Sigma) al 0.1% (p/v) en
solucién salina fisiologica en la region subplantar de la pata trasera. EI volumen de la pata
se midio 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de la administracién de la carragenina. La diferencia
de los volimenes a cada tiempo respecto a Vy representd una medida del edema. Con estos
datos se construyo para cada tratamiento una curva temporal del edema, que representa el
desarrollo del efecto farmacologico observado. A partir de dichas curvas se calcul6 de cada
una de ellas el area bajo la curva (ABC). Los valores de ABC permitieron determinar los
porcentajes de inhibicion del edema total (IE%) utilizando la ecuacién (2), en donde A
correspondi6 al valor promedio del ABC del grupo control, y B al valor de ABC para cada
uno de los grupos tratados. Los datos se expresaron como la media * error estandar de la

media.

IE% = (=) x 100 @)
Con los datos estadisticamente significativos se construyeron curvas dosis-respuesta
para cada tratamiento, y se realiz6 un ajuste lineal, lo que permiti6 calcular los valores de la

dosis efectiva 50 (DEsp) para cada tratamiento.



VIL.7.5. Modelo de Hiperalgesia inducida por carragenina

Se utiliz6 el modelo de hiperalgesia térmica inducida con carragenina previamente
descrito (Hargreaves et al., 1988; Dirig et al., 1997). Se utilizaron ratas de la cepa Wistar,
las cuales recibieron una inyeccién subcutanea de 50 uL de una suspensién de carragenina
al 1% en solucidn salina, en la region plantar de la pata trasera derecha. Este momento

constituye el tiempo cero (To).

El curso temporal de la hiperalgesia provocada con un estimulo térmico se evaluo
colocando al animal dentro de un cubiculo en la parte superior de un estimulador térmico
(Department of anesthesiology, University of California, San Diego, La Jolla, CA, EUA) el
cual consta de una caja con superficie de vidrio la cual se mantiene a una temperatura

constante de 30 + 0.1°C mediante un sistema interno de calentamiento de aire.

El estimulo nociceptivo térmico (45° C) se origind con una lampara eléctrica de 50
watts (8 V) montada en un brazo movil, colocado inmediatamente debajo de la superficie
de vidrio, el cual se manipula para que el haz de luz incida directamente en la pata de la
rata. El estimulo térmico de 5.5 amperios produce una temperatura inicial de 30° C,
incrementandose de forma rapida y gradual hasta alcanzar los 45° C a los doce segundos

aproximadamente.

Al momento de iniciar cada estimulo térmico se activé automaticamente un

cronémetro y para registrar el tiempo de latencia de la respuesta hiperalgésica hasta que la



rata mueve la pata. El retiro de la pata se detectd por un sensor de arreglo de fotodiodos
montado en el brazo movil, que de forma automatica detiene el crondmetro para registrar el

tiempo y apaga el estimulo térmico.

La respuesta hiperalgésica se define como el tiempo requerido para el retiro abrupto de
la pata de la rata, debido al estimulo térmico. En todos los casos, se midié un tiempo de
corte del estimulo térmico de 20 segundos maximo para evitar dafio tisular en la pata. Se
evalud la actividad anti-hiperalgésica de 12 administrado por via i.p. disuelto en una mezcla
de Tween 80 (5%) en agua y DMSO (9:1 v/v), a dosis de 8, 15, 30 y 60 mg/Kg de peso
corporal. Como sustancia de referencia se utilizd ketorolaco a dosis de 10 mg/Kg de peso
corporal. Con los datos obtenidos se midid el curso temporal de la latencia de respuesta
(seg) de la pata. Adicionalmente se calculo el area bajo la curva (ABC) para cada rata. Con
estos datos se cuantifico el porcentaje de maximo efecto posible (MEP) alcanzado para
cada dosis de peniocerol administrada, utilizando para ello la ecuacion (3), en donde
ABCq4: €s el area bajo la curva del grupo que recibio peniocerol y carragenina; ABControl €S
el area bajo la curva del grupo que recibié solo carragenina; y ABCuoff €S €l area bajo la

curva total, calculada al tiempo de corte de 20 seg.

ABCtrat_ABCcontrol

%MEP =
ABCcytoff—ABCcontrol

x 100 ©)

Los datos se sometieron a un ajuste no lineal y se calculd la dosis efectiva media

(DEsy).



VIL.8. Modelos “in vitro”

VIL.8.1. Produccion del 6xido nitrico en macréfagos de raton

VII.8.1.1. Obtenciéon de macréfagos peritoneales de raton

Se siguié el método previamente descrito, para el cultivo y aislamiento de células
primarias de los macrofagos peritoneales (Oviedo-Chéavez, et al., 2004). Un grupo (n = 3)
de ratones hembras CD-1 con un rango de peso de 25-30 g, fueron inyectados i.p. con 1 mL
de medio de tioglicolato Brewer (BD Dioxon, Becton Dickinson de México) al 3 % (p/v),
3 dias antes de la cosecha. Después de ese tiempo, los ratones se sacrificaron por inhalacién
de CO,. Se administrd en las paredes peritoneales 10 mL de medio de cultivo modificado
Dulbecco’s (DMEM; GIBCO, Gran Isla, NY, EU) suplementado con penicilina (50
pg/mL), estreptomicina (50 Ul/mL) y suero bovino fetal (SBF, GIBCO) al 5 %. Se aplico
un masaje abdominal intenso y se obtuvo el liquido peritoneal, que contiene a las células de
exudado peritoneal. El liquido obtenido se centrifugd durante 6 min (3400 rpm, 20 °C). El
boton celular se suspendié en DMEM, y las células se sembraron en placas de 24 pozos

(Becton Dickinson, Osnard, California, EU) a una concentracion de 1 x 10° células/mL. Las



placas se incubaron durante 2 h a 37 °C en una incubadora con CO, al 5%. Al término del
tiempo, las células no adherentes se lavaron y se adicion6 DMEM fresco suplementado con
SBF al 10%. Las células fijadas se incubaron durante 24 horas a 37 °C, con o sin 50 pL de
lipopolisacéarido 10 ug/mL (LPS, de E. coli serotipo 055:B5, Sigma) y en la ausencia o
presencia de compuestos de la prueba (12, 13, 36) disueltos en EtOH en concentraciones de
0.001 a 10 mM. La concentracion final de EtOH en el sobrenadante de cultivo celular fue

de 0.1%, y esta concentracion no mostré ningun efecto en los ensayos.

VII.8.1.2.Evaluacion de nitritos

La produccion de 6xido nitrico se determiné indirectamente mediante la cuantificacion
de nitritos acumulados en el medio de cultivo celular a través de la reaccion de Griess
(Dirsch et al., 1998). Se preparé el reactivo de Griess constituido por una mezcla en
relacion 1:1, de una disolucion de sulfanilamida al 1% en acido fosforico (HzPO,) al 5 % y
otra disolucion de dihidroclorhidrato de N-(1-naftil) - etilendiamina al 0.1% en agua
desionizada. Para llevar a cabo la reaccion, se colocaron en una placa de 96 pozos 100 puL
del reactivo anterior, y 100 uL de los sobrenadantes de los cultivos celulares, a 20 ° C
durante 10 min y sin agitacion. A continuacion la densidad Optica (DO) de cada muestra se
leyé en un lector de microplacas (Elx 808, BIO-TEK Instruments, Inc.) a 515 nm. La
concentracion de nitritos (uM) se conocio por interpolacion de los resultados de DO en una
curva estandar construida con concentraciones conocidas de NaNO, desde 0.01 hasta 50
uM. Las densidades Opticas se relacionaron directamente con la concentracion de NO. La
inhibicion de la cantidad de NO (% 1) se calculd de acuerdo con la ecuacion (4), en donde
A corresponde al valor promedio de concentracion de NO en el grupo control, y B es la

cantidad de NO producida por cada grupo de ensayo.



%I = 100 — (% x 100) (4)

VII.8.1.3.Citotoxicidad por MTT

La respiracion de las células, un indicador de la viabilidad celular, se determind en el
resto de los macrofagos mediante el método colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma) descrito previamente (Mosmann, et
al., 1983). 10 uL de MTT a una concentracion final de 5 mg/ml disuelto en amortiguador
de fosfatos (PBS, Sigma) se afiadieron a cada pozo que contenia las células restantes del
ensayo anterior. Las células se incubaron durante 4 horas a 37 ° C en atmdsfera de CO; al 5
%. Los cristales de formazan recién formados en las mitocondrias de las células viables se
disolvieron con DMSO (100 pL) en agitacion constante durante 10 min. Al término se
midieron las absorbencias en un lector de microplacas a 515 nm. Los resultados se

calcularon considerando las absorbencias de las células tratadas con respecto al control.

VIL.8.2. Evaluacion de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO)

La evaluacion de la actividad de 12 sobre de la enzima mieloperoxidasa (MPO) se
Ilevo a cabo siguiendo los métodos descritos por Bradley et al. (1982) y Suzuki et al.
(1983). De forma breve, se indujo la inflamacion de forma idéntica como se describid en el
apartado V1.6.1. Se administraron por via tdpica tanto el TPA, como 12 (0.09 umol/oreja) e

indometacina (0.272 umol/oreja) en dos grupos de cuatro ratones macho de la cepa CD-1,



cada uno. Los ratones de un grupo se sacrificaron a las tres horas posteriores a la
aplicacion del TPA y se obtuvieron biopsias de 7 mm de ambas orejas de cada raton,
mientras que los ratones del segundo grupo se sacrificaron a las seis horas y se obtuvieron
biopsias de ambas orejas en idénticas condiciones (Murakawa et al., 2006). Las muestras de
las orejas provenientes de ambos grupos se pesaron y congelaron con hielo seco en un tubo
eppendorf seco. Las muestras se homogeneizaron mecanicamente en seco y se afiadieron 1
mL de HTAB al 0.5 % frio para continuar con la homogenizacion por 60 s. El
homogenizado se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C durante 10 min. Al término, se pasaron 10
uL de sobrenadante a una microplaca de 96 pozos y se afiadieron 180 uL de PBS 80 mM,
pH=5.4. La placa se calent6 a 37 °C y se mantuvo a esta temperatura durante el resto del
ensayo. Se anadieron 20 uL. de H,O; al 0.017 %. La reaccién se inici6 al adicionar 20 pL de
clorhidrato de tetrametilbencidina (TMB) 18.4 mM en una disolucion acuosa de
dimetilformamida (DMF) al 50 %. Se incubé a 37 °C durante 5 min con agitacion
constante. La reaccion se detuvo adicionando 20 pL de acido sulfurico 2.0 M en un bafio de
hielo. La actividad enzimética se determinG colorimétricamente empleando un lector de
placas, midiendo la absorbencia a 450 nm. El porcentaje de inhibicion de la actividad
enzimatica (1A%) se calculo con la ecuacion (5), en donde Ac es la absorbencia del grupo

control y Ap es la absorbencia del grupo problema.

1A % = (*=) x 100 (5)



VIL.8.3. Proliferacion de lineas celulares de cancer humano

VII.8.3.1.Cultivos celulares

Las lineas celulares de carcinoma de prostata humano (PC-3), leucemia (K-562),
carcinoma del sistema nervioso central (U251), carcinoma de mama (MCF-7), y el
carcinoma de colon (HCT-15) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina G, 100 mg/mL de
sulfato de estreptomicina, y 1% de aminodcidos no esenciales. Estos cultivos se
mantuvieron a 37 ° C en una atmosfera con 5% de CO2, con un 95% de humedad. Las
celulas adherentes se separaron con 0,1% de tripsina - EDTA para hacer suspensiones
unicelulares. Las células viables fueron contadas con un hematocitometro. Las células
(5.000 - 10.000 células/pozo) fueron sembradas en placas de microtitulacion de 96 pozos y

se incubaron por 24 h en las mismas condiciones mencionadas en este mismo péarrafo.

VII.8.3.2.Evaluacidn de la proliferacion celular con SRB

Los efectos de inhibicidn de la proliferacion celular de los compuestos (12, 13, 36,
12Ac, 13Ac, 36Ac) se realizaron siguiendo los protocolos descritos anteriormente (Monks

et al., 1991) con algunas modificaciones (Salazar et al., 2011). Después de 24 h, las células



cultivadas en las placas fueron tratadas con siete diferentes concentraciones (1-50 mM) de
los compuestos de prueba disueltos en DMSO (20 mM) junto con el medio para producir
las concentraciones deseadas. Las placas se incubaron durante otras 48 horas en las mismas
condiciones. La doxorrubicina se utilizO como control positivo a cinco concentraciones
diferentes (0.01-5 uM). Después de este tiempo, los cultivos de células adherentes se
fijaron in situ mediante la adicion de 50 puL/pozo de &cido tricloroacético frio al 50 % (p/v),
dejando reposar por 60 min a 4 °C. Los sobrenadantes se desecharon, y los pozos se
lavaron tres veces con agua destilada desionizada y se permitié secar a temperatura
ambiente. Al término del tiempo, las placas se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente con 100 pL de sulforrodamina B (SRB, Sigma) al 0.4 %. Posteriormente, la
disolucién de SRB sin consolidar se elimind luego de lavar los pozos tres veces con &cido
acetico al 1%. Las placas se secaron al aire, y la SRB unida a proteinas se extrajo con una
disolucién 10 mM de base Tris (Sigma) no amortiguada. Se leyeron las densidades Opticas
(DO) en un lector de placas de espectrofotometria automatizada en una longitud de onda de
515 nm. La intensidad del color es directamente proporcional al nimero de células vivas.
La citotoxicidad como porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular (IC %) se calculd
conforme la ecuacion (6), en donde A corresponde al valor de DO de las células sin tratar,

mientras que B, al valor de DO de las células tratadas con las sustancias de prueba.

IC % = 100 — (% x 100) (6)



Las concentraciones necesarias para inhibir el crecimiento celular en un 50% (I1Cs)
fueron calculadas a partir de curvas de dosis — respuesta con puntos significativos, mediante

la interpolacion de dichas curvas.

VIL.9. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media de los valores + SEM (error estandar de las
medias, SD/Vn). La desviacion tipica y el error tipo de cada una de las medias obtenidas,
asi como la significacion estadistica de las diferencias, se determind usando el ensayo de
varianza ANOVA seguido de la prueba de Dunnett, para comparaciones multiples. Los
valores de P < 0,05 (*) se consideran significativos y los valores P < 0,01 (**) se

consideran muy significativos.



VIII.

Resultados y discusion

La especie Myrtillocactus geometrizans es un importante recurso bidtico en los
diferentes ecosistemas donde se localiza, siendo una de las especies dominantes del paisaje.
A pesar de ser abundante, su lento crecimiento, el uso frecuente como fuente de obtencion
de alimento, su tala para aprovechamiento del terreno con fines agricolas y ganaderos, o
simplemente la indiferencia hacen que la especie esté sometida a una fuerte presion. Por
otro lado, en la literatura existen varios informes que describen los usos que las diferentes
comunidades le dan, sobresaliendo dos en los que se menciona su uso en forma de
emplastos Utiles para el tratamiento de lesiones por golpes, fracturas o inflamaciones, sin
embargo no existen en la literatura estudios que exploren su farmacologia ni que validen su

uso (Luna-Morales y Aguirre, 2001; Sanchez-Gonzalez et al., 2008).

En nuestro grupo hemos estado interesados en la busqueda sistematica de metabolitos
secundarios de plantas medicinales que posean actividad antiinflamatoria y al mismo
tiempo que inhiban la proliferacion de células de cancer humano. Debido a lo anterior, se
decidi6 estudiar la quimica y la actividad antiinflamatoria e inhibitoria de la proliferacion
celular de los metabolitos secundarios obtenidos tanto de partes aéreas como de raices de

M. geometrizans como a continuacion se describe.



VIIL.1. Actividad antiinflamatoria de extractosy compuestos

Los esteres de forbol, incluyendo el 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA por
sus siglas del inglés), son diterpenos aislados de especies de la familia Euphorbiaceae, que
tienen accion inflamatoria y pro carcinogénica (Hecker, 1968). La aplicacion tdpica en la
oreja del ratén, de TPA induce una respuesta inflamatoria prolongada, intensa y bifasica, en
la epidermis. La primera fase esta caracterizada por el edema de la dermis y el aumento de
los niveles de TNF-o. La segunda fase se caracteriza por inducir la enzima COX-2
acompafiada por la acumulacion de células proinflamatorias, y la produccion de
eicosanoides, tales como el leucotrieno B, (LTB,) y la prostaglandina E; (PGE;). Asi
mismo se observa un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa e induccion de la

INOS, entre otros eventos (Sanchez y Moreno, 1999a; Murakawa et al., 2006).

Esta respuesta bioldgica del TPA es multifactorial y se sabe que su efecto pro
inflamatorio y pro carcinogénico se debe entre otros factores, a su estereoguimica que le
permite ser un analogo conformacional del diacilglicerol y en consecuencia desencadena
varios eventos bioquimicos vinculados con la activacion de la proteina cinasa C (PKC por
sus siglas en inglés) dependiente de calcio (Castagna et al., 1982). También se conoce que
este diterpeno activa a los factores de transcripcion NF-xB y AP-1 (Holden et al., 2008;

Karin, 1997; Schlingemann et al., 2003).

Por otro lado, se ha demostrado que el TPA aumenta la concentracién de eicosanoides
por dos mecanismos principales: por un lado estimula la activacion de PLA, (Nam et al.,

1990) incluyendo las isoformas sPLA,-IID, -1IF and -V (Hamaguchi et al., 2003); mientras



que por el otro induce la expresion de enzimas como la COX-2 (Sanchez y Moreno, 1999a)
y la activacion y traslocacion de 5-LO (Werz et al., 2001). De esta forma induce la
liberacién del &cido araquiddnico, y la posterior sintesis de PGE, y LTB, (Nakamura et al.,
2003). En el mismo contexto, también se ha demostrado que el TPA induce quimiotaxis e
infiltracion de neutrofilos y monocitos, asi como el aumento de la actividad de la

mieloperoxidasa en los sitios de aplicacion (Sdnchez y Moreno, 1999b).

Con la finalidad de seleccionar aquellos extractos anti-inflamatorios méas activos, los
extractos de: hexano (HexR), diclorometano (DicR), y metanol (MetR) obtenidos de la raiz;
los extractos de: hexano (HexPA) y de metanol (MetPA) de las partes aéreas; asi como los
extractos de hexano y de metanol de la mezcla de la reaccion de hidrélisis de MetPA
(HMetPA) se evaluaron en el modelo de inflamacién en oreja de raton inducida por TPA.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria.

Tabla 3. Efectos de los extractos obtenidos de M. geometrizans en el modelo de edema en oreja de
raton inducido por TPA. * P < 0.05; ** P < 0.01; n= 6 animales.




. Rendimiento Oreja Oreja Edema Promedio + % de
Tratamiento | =gy | conpro (mg) | tratada (mg) | (mg) error estandar | inhibicion
8.4 23 14.8
Control - 7.6 25 17 15.66 +0.87 -
8 23 14.8
8.9 15.6 6.7
HexR 9 8.2 21.2 13 10.20+1.85* 34.33
8.9 19.8 10.9
8 10.7 2.7
HexPA 17 8 13.7 5.7 536+1.45* 65.45
8.6 16.3 7.7
9.8 26 16
Control - 8.9 29 20.2 17.96 +1.21 -
9 27 17.7
9.2 19.7 105
DicR 19 8.7 19.1 104 9.66 +0.78 ** 46.20
9.1 17.2 8.1
8.7 18.3 9.6
MetR 93 9.2 154 6.2 7.90 £0.98 ** 56.03
8.9 16.8 7.9
9 17.8 8.8
MetPA 62 8.5 17.6 9.1 8.40 + 0.55 ** 53.25
8.9 16.2 7.3
9.1 11.9 2.8
HMetPA 7 9 16.2 7.2 5.30 +£1.30 ** 70.5
9.4 15.3 5.9

La actividad antiinflamatoria en el modelo de inflamacién inducida por TPA en oreja de
raton se utiliz6 como criterio de inclusion y aquellos extractos mas activos y abundantes se
seleccionaron para su estudio. De los extractos evaluados, el mas activo fue el extracto de
hexano de partes aéreas (HexPA) que inhibié el edema inducido por TPA un 65.45 %,
seguido del extracto de metanol de raices (MetR) que mostro una inhibicion del 56.03 %,
mientras que la inhibicion del edema por MetPA fue de 53.25 %. La mezcla de reaccion de
hidrolisis de MetPA tuvo una inhibicion del edema de 70.5 %.

Los extractos seleccionados, con base en su actividad y abundancia para su

fraccionamiento con la finalidad de aislar compuestos activos, fueron la hidrdlisis del




extracto de metanol de partes aéreas (HMetPA) y de metanol de raices (MetR). De dichos
extractos se aislaron chichipegenina (36), macdougallina (13) y peniocerol (12) como se ha

descrito en la seccion experimental de éste trabajo (ver Figura 14).

Los efectos anti-inflamatorios de 12, 13 y 36, ademas de sus derivados acetilados 12Ac,
13Ac y 36Ac e indometacina como farmaco de referencia se evaluaron en este modelo. Los

valores de DEsq expresados en umol/oreja se muestran a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4. Efecto de las sustancias aisladas de M. geometrizans sus derivados acetilados e
indometacina en el modelo de inflamacion en oreja de ratdn inducida por TPA. * P < 0.05; ** P <
0.01; Edema promedio + EEM; n= 6-9 animales. Los datos de concentracion efectiva 50 % (CEs)
se obtuvieron de la regresion lineal de las curvas con datos significativos.




Muestra Dosis (umol/oreja) Edema % de inhibicion CEg (umol/oreja)
0 12.55 +0.38 -
0.031 11.57 £0.35 7.77 0.172
36 0.1 7.60 +1.96 ** 39.44 r _ 0.99
0.31 4,70 £ 0.60 ** 62.55 '
1 2.57 £ 0.41 ** 79.48
0 14.46 £ 0.70 -
0.031 10.22 +0.79 * 28.20 0.091
12 0.1 5.88 +1.18 ** 58.71 r _ 0.95
0.31 4,66 +1.44 ** 67.23 '
1 435+ 0.53 ** 69.45
0 15.21 +0.78 -
0.1 11.83+1.34 16.73 0.27
13 0.18 10.65 + 1.00 ** 35.71 r =.0 97
0.31 5.38 +1.25 ** 62.15 '
1 2.63+0.71** 81.5
0 15.97 + 0.58 -
0.031 13.75+£0.34 13.93 0.35
36Ac 0.1 11.07 +0.84 * 30.67 r :'0 99
0.31 8.75 + 1.47 ** 45.23 '
1 5.07 + 1.37 ** 68.23
0 12.71+0.29 -
0.1 13.72 £ 0.43 -7.93 0.59
12Ac 0.31 9.07+0.40 * 28.64 r :'0 99
0.56 6.15 +1.92 ** 51.64 :
1 457 +0.51 ** 64.02
0 1411 +£0.94 -
0.031 13.60 + 1.31 3.64 0.24
13Ac 0.1 10.52 +0.46 * 25.4 r :.O 94
0.18 9.37 +£0.26 ** 33.58 '
0.31 5.47 + 1.37 ** 61.21
0 16.24 +0.86 -
0.13 10.53 + 1.04 ** 35.15
Indometacina 0.24 8.18 £ 0.34 ** 48.18 0.272
0.42 7.10 £1.34 ** 56.29 r=0.97
0.75 497 +£1.70 ** 69.42
1.3 157 +0.33 ** 89.19

Todos los metabolitos secundarios evaluados,

inflamatorio,

mostrando un comportamiento dosis-dependiente,

en un

mostraron un potente efecto anti-

rango de

concentraciones de 0.031 a 1 umol/oreja, al igual que la indometacina, utilizada como




farmaco de referencia. La chichipegenina (36) mostré una dosis efectiva (DEsp= 0.172
umol/oreja) menor que indometacina (DEsp= 0.272 pumol/oreja). Mientras que de los dos
esteroles 12 y 13 evaluados, el més activo resulto ser 12, cuya DEsg, (0.09 pmol/oreja) es un
orden de magnitud menor a la mostrada por indometacina mientras que 13 mostré una

DEso (0.27 umol/oreja) de igual potencia que la mostrada por la indometacina.

En cuanto a la potencia de las sustancias evaluadas (ver Figura 15), peniocerol (12) es
el compuesto mas potente, seguido de chichipegenina (36), macdougallina (13) e
indometacina. Debido a que peniocerol es méas potente que macdougallina, la presencia de
un grupo 14a-metil adicional en la Gltima como Unica diferencia estructural entre ambas
moléculas, parece importante para explicar la mayor potencia anti-inflamatoria en

peniocerol.

100 ~

80 4

60

40

20

Inhibicién del edema (%)

0.01 0.1 1
Dosis (umol/oreja)

Figura 15. Comparacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de
M. geometrizans chichipegenina 36 (m), peniocerol 12 (e), macdougallina 13 (4), e
indometacina ('v). Los datos representan el promedio + EEM; n= 6 animales.




Por otro lado, el derivado tetra acetilado de chichipegenina (36Ac), mostré una
actividad menor (DEsp= 0.35 umol/oreja) que 36 y la indometacina. Mientras que el
derivado diacetilado de peniocerol (12Ac) present6 una DEsg (0.59 pumol/oreja) de un orden
de magnitud mayor que 12. En contraste, el derivado diacetilado de macdougallina (13Ac)

presento una DEsg (0.24 pmol/oreja) de la misma magnitud que 13.

Estos resultados sugieren que al menos para chichipegenina (36) y peniocerol (12) la
polaridad de la molécula es importante para la actividad antiinflamatoria, ya que sus
derivados acetilados menos polares fueron menos activos. Mientras que para la
macdougallina (13), los resultados muestran que la actividad antiinflamatoria no se ve

modificada por efecto de los grupos acetato.

Debido a la presencia ubicua de los triterpenos, la actividad antiinflamatoria de una
gran cantidad de ellos se ha estudiado extensamente en el modelo de edema inducido por
TPA, de los cuales se han descubierto diferentes mecanismos de accion y distintas
potencias antiinflamatorias (Huget et al., 2000; Ukiya et al., 2001; Hernandez-Pérez et al.,
2004; Banno et al., 2006; Medeiros et al., 2007). Algunos triterpenos estructuralmente
relacionados con chichipegenina (36), se han evaluado en este modelo, y al parecer existe
una relacion entre la actividad antiinflamatoria y el grado de oxidacion de la molécula. Se

ha propuesto que a mayor niimero de grupos hidroxilos presentes en el esqueleto de la -



amirina mayor sera la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido por TPA.
Esta propuesta es apoyada por los resultados obtenidos en el presente estudio. De esta
forma, tomando en cuenta el nimero de hidroxilos y los valores de DEsy, (mg/oreja)
informados en la literatura (Akihisa and Yasukawa, 2001; Yasukawa et al., 1996) asi como
los obtenidos para la chichipegenina en el presente trabajo se obtiene la siguiente serie: -
amirina < longispinogenina < chichipegenina (ver Figura 16), el mismo orden en cuanto al
namero de hidroxilos presentes en las moléculas (1: 3: 4). Sin embargo para comprobar esta
hipdtesis se requieren experimentos adicionales, los cuales no estdn contemplados en los

objetivos de este trabajo.

Chichipegenina (36) R{=R,=R3=0H
Longispinogenina Ry=H R,=R3=0H
B—amirina R{=R,=R3=H

Figura 16. Estructura de chichipegenina, longispinogenina y B-amirina, aislados de
diferentes especies de cactaceas.




Por otro lado, la administracion topica de 12, 13 y 36 inhibi6 el edema inducido por
TPA en la misma magnitud, 0 mas que indometacina, que es un inhibidor no selectivo de
COX (Masferrer et al., 1994). Estos resultados sugieren que 12, 13 y 36 podrian interferir

con la biosintesis de los eicosanoides, mediante la inhibicion de la COX.

VIIL.2. Edema inducido por EPP en oreja de raton

El fenilpropiolato de etilo (EPP por sus siglas en inglés) es una agente quimico irritante,
que produce en la oreja de raton una reaccion inflamatoria aguda asi como pro-
carcinogénica. Los efectos bioldgicos que produce esta sustancia cuando es aplicado
topicamente estan relacionados con su capacidad de generar edema, en conjunto con
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular a lo largo del tiempo (Patrick et al.,
1985). Esta sustancia se ha empleado como agente inflamatorio (Brattsand et al., 1982) y se
ha demostrado su utilidad como promotor moderado de tumores. Se conoce que induce una
serie de cambios morfoldgicos en la piel tratada, similar al mostrado por ésteres de forbol,
pero sin la interaccidon con la PKC como lo hacen los ésteres de forbol (Cameron et al.,

1991).



En diferentes ocasiones se ha mencionado que el mecanismo ejercido por EPP es
distinto al de agentes inflamatorios de tipo forbol, y que este modelo es util para distinguir
si una sustancia tiene efecto anti-inflamatorio tipo AINEs o esteroidal, toda vez que
indometacina y otros AINESs son incapaces de inhibir la actividad inflamatoria de EPP, y
solo es inhibido por agentes de tipo esteroidal como dexametasona (Recio et al., 1995a;

Recio et al., 1995b; Giner-Larza et al., 2001; Nieto-Mendoza et al., 2005).

En este trabajo, se evaluaron las sustancias aisladas de M. geometrizans en el
modelo de edema inducido por EPP. Los efectos de las sustancias aisladas de M.
geometrizans en el modelo de edema inducido por EPP en oreja de raton se muestran a

continuacion en la tabla 5.

Tabla 5. Efectos de las sustancias aisladas de M. geometrizans y sus derivados acetilados
en el modelo de inflamacion en oreja de raton inducida por EPP. Promedio + EEM; * P <
0.01; n= 4 animales; Dex= dexametasona.

i i 0,
Muestra Oreja control | Oreja tratada Edema mg Promedio . /° .d(?,
mg mg inhibicion
9.6 14 4.4
9.8 13 3.2
Control 9.9 13 31 3.4+£0.339 ----
10 12.9 2.9
10.4 12.2 1.8
9.1 11 1.9
36 85 11.9 34 2.93 £ 0.668 13.97
9.6 14.2 4.6
11.6 13.9 2.3
9.4 11.9 2.5
12 97 143 46 3.15+0.52 7.35
9.2 12.4 3.2
9.4 12,5 31
9.9 11.2 13
13 104 126 29 2.45+0.444 27.94
9.4 12.6 3.2
36Ac 9.5 10.4 0.9 2.23+0.709 34.56




9.2 12.7 3.5
9.6 13 3.4
9.6 10.7 11
9.3 12.7 3.4
8.7 10 1.3 *

12Ac 91 10.7 16 1.73 + 0.596 49.26
9.5 10.1 0.6
9.7 10.9 1.2
8.9 10.9 2 -

13Ac 106 125 19 1.55+0.233 54.41
8.6 9.7 1.1
9.6 13 3.4
9.6 12 2.4

Control 8.1 12 39 3.23+0.312

9.1 12.3 3.2
9.8 10.8 1.2
10.3 11.2 0.9

Dex 97 10.6 09 1.20 + 0.268* 62.79
8.9 10.9 2

De los metabolitos secundarios aislados de M. geometrizans evaluados en el modelo
de edema inducido por EPP, 36 y 12 mostraron actividad muy pobre (13.97 y 7.35 %
respectivamente), mientras que 13 mostro una actividad moderada (27.94 %), con respecto
al control dexametasona (62.79 %). Cabe mencionar que en este modelo, los derivados
acetilados de los metabolitos secundarios mostraron una mayor actividad, siendo los mas
activos los diacetatos de peniocerol (12Ac) y de macdougallina (13Ac), los cuales a la
concentracion evaluada de 0.5 pumol/oreja, inhibieron el edema inducido por EPP en un
54.41 y 49.26 % respectivamente. La dexametasona a una concentracion de 0.31
umol/oreja, inhibio el edema un 62.79 %, mostrando que aquellos farmacos de tipo

esteroidal si tienen actividad en el modelo.

A pesar de que la literatura atribuye a este modelo la capacidad de discernir entre un
farmaco de accion tipo esteroidal de un AINEs, existen informes de la actividad supresora

del edema de fenilbutazona, un inhibidor de COX (Panthong et al., 2004; Keardrit et al.,



2010). Sin embargo, aunque no es posible determinar si el mecanismo es via esteroidal, este
modelo nos sugiere que la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de M.
geometrizans estda mas relacionada con los mecanismos inducidos por TPA como la
activacion de PKC vy la expresion de COX-2 y consecuente produccion de eicosanoides,

que con otro tipo de accién.

VIIl.3. Edema inducido por carragenina en pata de rata

El modelo de edema inducido por carragenina en pata de rata es un modelo clasico
en la investigacion de farmacos anti-inflamatorios inhibidores de COX. La inyeccién
subcutanea de este agente irritante origina un edema agudo en la pata de rata, de un
mecanismo celular y molecular complejo, que se desarrolla en dos fases distinguibles: una
fase inicial (alrededor de las primeras tres horas) mediada por la liberacion de aminas
vasoactivas (como la histamina, serotonina y 5-hidroxitriptamina), la sintesis y liberacion
de 6xido nitrico (ON) producido por la isoforma neuronal de la Oxido Nitrico Sintasa (n-
NOS), y por ultimo, la liberacion de cininas, como ejemplo bradicinina; enseguida se
desarrolla una fase final (las siguientes horas) atribuida a la produccion local de especies
reactivas de oxigeno, infiltracion de neutr6filos y aumento en la expresion y actividad de
COX-2, que propicia una elevada produccion de prostaglandinas (PG), ademas de la
liberacion de ON, pero ahora sintetizado por la isoforma inducible de la Oxido Nitrico

Sintasa (i-NOS) entre otros mediadores (Di Rosa, 1972; Garcia-Leme et al., 1973; Seibert



et al., 1994; Salvemini et al., 1996; Handy y Moore, 1998; Nantel et al., 1999; Morris,

2003).

—m— control carragenina
ABC 3.65
1.2 4
1.1
N A
0.9 1
0.8 1

0.7 4

edema mL
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Figura 17. Efectos de la administracion de carragenina (m) a lo largo del tiempo en la
region subplantar de la pata de rata. Cada punto representa el promedio + EEM; n=6
animales; ABC= area bajo la curva, calculada a partir de la integracion de la curva.

La aplicacion subplantar de carragenina en la pata de la rata produjo un edema con
un curso temporal, y un maximo a las 4 horas con una diferencia de 1.06 + 0.04 mL con
respecto al volumen inicial de la pata medido al tiempo cero. El area bajo la curva del
grupo control fue de 3.65 + 0.1, la cual representa el curso temporal total del efecto de la

carragenina en la pata de la rata (ver Figura 17).




Los efectos de las sustancias aisladas de M. geometrizans e indometacina en el
modelo de edema inducido por carragenina en pata de rata se muestran a continuacioén en la

Tabla 6.

Tabla 6. Efectos de la administracion i.p. las sustancias aisladas de M. geometrizans en el modelo de inflamacion en
pata de rata inducida por carragenina. Datos expresados como el promedio = EEM; * P < 0.05; ** P < 0.01; n= 6-9
animales. Los valores de Dosis Efectiva 50 (DEs,) en mg/Kg se obtuvieron de la interpolacion de las curvas de ABC v,

dosis (mg/Kg) de cada sustancias, utilizando datos significativos.

Edema [mL]
G Dosis ABC Inhibicion | DEsy
rupo i
" gkl Tiempo [h] de ABC | [moka]
1 2 3 4 5 (%)
Control - 0.42+0.05 | 0.85+0.08 | 1.01+0.06 | 1.06+0.04 | 1.06 +0.04 | 3.65+0.1 - -

36 45 0.31+0.10 | 0.68+0.09 | 0.66+0.04 | 0.67+0.08 | 0.57+0.08 | 2.44+0.25* | 33.15 ND
100 0.34+0.05 | 047+0.1 0.66 £ 0.2 0.70+0.2 0.74+0.2 |2.37+0.20**| 35.07

30 0.20+0.03 | 0.43+0.04 | 0.50+0.06 | 0.65+0.06 | 0.63+0.06 |1.98+0.18**| 45.75
1 45 0.11+0.02 | 0.27+0.04 | 0.46+0.02 | 0.66+0.03 | 0.68+0.04 |1.80+0.07**| 50.68 3188
60 0.15+0.01 | 0.27+£0.04 | 0.24+0.05 | 0.33+£0.09 | 0.35+£0.06 |1.09+0.20**| 70.10 .

100 | 0.34+£0.02 | 0.27+0.02 | 0.19+0.01 | 0.16+0.04 | 0.19+0.03 |0.89 £0.01**| 75.70

45 0.27+0.06 | 0.61+0.05 | 0.63+0.05 | 0.66+0.06 | 0.62+0.07 | 2.35+0.24* | 35.62
13 60 0.33+0.02 | 0.33+0.03 | 0.33+0.06 | 0.35+0.06 | 0.40+0.05 |1.38 +£0.12**| 62.33 53.25
100 0.28+£0.01 | 0.18+0.01 | 0.23+0.01 | 0.23+£0.05 | 0.28 £0.05 |0.90 £0.09** | 75.30

25 0.36+£0.04 | 0.79+0.07 | 0.90+0.05 | 0.90+0.06 | 0.93+0.05 | 3.24+0.20% | 11.23
Ind 5.0 0.28+0.02 | 0.62+0.07 | 0.79+0.08 | 0.82+0.07 | 0.81+£0.07 |2.78+0.25**| 23.80 6.68
n .

7.5 0.18+0.02 | 0.36+0.05 | 0.49+0.08 | 0.53£0.09 | 0.63+0.07 |1.78£0.26**| 51.23

100 | 0.16+0.05 | 0.26+0.08 | 0.21+0.04 | 0.19+0.06 | 0.15+0.04 |0.81 £0.02**| 77.67




En este experimento se utiliz6 indometacina como farmaco de referencia evaluada
en un intervalo de dosis entre 2.5 y 10.0 mg/Kg. El efecto anti-inflamatorio de
indometacina mostré un comportamiento dosis-dependiente, e inhibié un 77.67 % el &rea
bajo la curva con respecto al grupo control a una dosis de 10 mg/Kg, con una DEs, de 6.68

mg/Kg.

Los metabolitos secundarios chichipegenina (36), peniocerol (12) y macdougallina
(13) mostraron resultados variados en este modelo. 36 mostré una inhibicién méaxima del
area bajo la curva de 35.07 % a una dosis de 100 mg/Kg, la cual no resulté estadisticamente
significativa comparada con el 33.15 % a una dosis de 45 mg/Kg, debido a esto, no fue

posible obtener el valor de DEs, (ver Figura 18).

Por otro lado, 12 y 13 mostraron una inhibicion maxima del edema comparable con
indometacina. A una dosis de 100 mg/Kg peniocerol y macdougallina inhibieron el area
bajo la curva un 75.70 y 75.30 % respectivamente, valores que no muestran diferencia
estadistica con el 77.67 % mostrado por indometacina. Ademas, mostraron también un
comportamiento dosis-dependiente, con valores de DEsy de 31.88 y 53.25 mg/Kg
respectivamente. El porcentaje de inhibicion de edema de estos dos compuestos fue muy
similar al que mostro indometacina a una dosis de 10 mg/Kg, por lo que podemos asegurar
que indometacina es mas potente que los dos esteroles aislados de M. geometrizans, sin
embargo las tres sustancias tienen un efecto maximo similar del 75.3 al 77.67 %. A pesar
de su excelente actividad antiinflamatoria, indometacina muestra una dosis letal 50 (DLsg)
de 13 mg/Kg por via intraperitoneal en rata (Material Safety Data Sheet, 2011), mientras

que 12 tiene una DLsp mayor a 200 mg/Kg (datos no mostrados), por lo que en ese sentido,



12 resulta una sustancia antiinflamatoria més segura que indometacina, con un efecto

maximo muy similar.
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Figura 18. Efectos de chichipegenina 36 (A), peniocerol 12 (B), macdougallina 13 (C) e
indometacina (D) a lo largo del tiempo y a las diferentes dosis evaluadas. Cada punto representa el
edema promedio £ EEM; n= 6-9 animales.




A las diferentes dosis evaluadas, 12 parece tener dos tipos de efectos, a dosis bajas
de 30 y 45 mg/Kg a las cuales inhibe el area bajo la curva un 45.75 y 50.68 %
respectivamente, mientras que a dosis altas de 60 y 100 mg/Kg inhibe el &rea bajo la curva
70.1y 75.7 % respectivamente. Esta dualidad pudiera explicarse en funcion de los eventos
temporales caracteristicos del modelo, por lo tanto la inhibicién del edema a bajas dosis
sugiere que 12 puede interferir con la liberacion mediadores como aminas vasoactivas, 0
bradicinina; mientras que a dosis altas, los resultados sugieren que el esterol inhibe la
sintesis de prostaglandinas de una forma significativa a partir de las cuatro horas
posteriores a la aplicacion de la carragenina, mostrando un comportamiento similar al de

indometacina.

Esto pudiera sugerir que a dosis altas 12 es un buen inhibidor de prostaglandinas, ya
que en este modelo se ha demostrado la participacion directa de estos mediadores en la
produccion de edema a partir de las 3 horas posteriores a la administracion de carragenina,

como fue mencionado en parrafos anteriores.



VIIl.4. Efecto de peniocerol (12) en hiperalgesia inducida por
carragenina

La inyeccion subplantar de carragenina desencadena una respuesta inflamatoria
cuyos mecanismos moleculares ya fueron mencionadas en este trabajo. En esta oportunidad
se revisaran los mecanismos por medio de los cuales la carragenina induce una respuesta

hiperalgésica en la pata de la rata.

Se ha demostrado que tanto el edema como la respuesta hiperalgésica inducidos por
carragenina, estan relacionados con niveles elevados de PGE;, via COX-2 (Seibert et al.,
1994; Svensson y Yaksh, 2002). Segun algunos autores, la respuesta hiperalgésica se
presenta como consecuencia de la sensibilizacion de nocireceptores por una
sobreproduccion de mediadores inflamatorios, como la PGE; (Zhang et al., 1997; Guay et
al., 2004). Esta hiperalgesia resulta en parte de una compleja cascada de eventos
promovidos por la activacion de receptores espinales de NK-1 y NMDA inducida por la
liberacion espinal de prostanoides, sustancia P y glutamato (Jackson et al., 1995) la
activacion de dichos receptores estimula a la fosfolipasa espinal, ademas de la actividad de
la COX, lo que conlleva la sobreproduccién y liberacién de prostanoides espinales (Yaksh
etal., 2001).

En nuestros experimentos, la administracion de solucion salina isotonica en la
region subplantar no modifico el tiempo de latencia del estimulo luminoso como se puede
apreciar en la Figura 19. La administracion de carragenina, causa una drastica disminucion
del tiempo de latencia a lo largo del tiempo de observacién, llegando a ser constante a partir

de las 4 horas, con una diferencia de casi 10 segundos con respecto al grupo tratado con



solucidn salina. La administracion i.p. de peniocerol una hora previa a la administracion de
carragenina, provoco el aumento del tiempo de latencia de una forma dosis-dependiente.
Cuando se administraron dosis de 30 6 60 mg/Kg de 12, practicamente no existe diferencia
en el efecto entre ambos tratamientos, pero si con respecto al efecto mostrado por
carragenina, frente a la cual mostré una potente actividad anti-hiperalgésica a las dosis
mencionadas. A partir de la primera hora posterior a la aplicacion de carragenina, 12 a una
dosis de 30 mg/Kg aument6 el tiempo de latencia hasta casi 20 segundos en el maximo de
la curva, casi ocho segundos mas que el control administrado con solucién salina y 14
segundos con respecto a carragenina sola. A pesar de que estas diferencias pudieran sugerir
una accién sobre otro tipo de receptores de dolor, existen en la literatura ejemplos de otros
AINEs como meloxicam, que presentan un comportamiento similar y su principal
mecanismo de accion es la inhibicion de COX, por lo que se descarta otro tipo de actividad
de 12 que pudiera reflejarse en este modelo (Aguilar-Mariscal et al., 2006). A la dosis de
30 mg/Kg los tiempos de latencia de 12 tienen el mismo comportamiento que ketorolaco a
10 mg/Kg a partir de las 4 horas de observacion, mientras que las curvas no muestran
diferencias significativas entre los tres tratamientos. Estos resultados sugieren que a las
dosis de 30 y 60 mg/Kg, 12 tiene una actividad similar a la que presenta ketorolaco, el cual

es un inhibidor no selectivo de COX (Zhang et al., 1997; Jett et al., 1999).
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Figura 19. Efectos de peniocerol (12) y ketorolaco en el modelo de hiperalgesia inducida en pata
de rata por carragenina a través del tiempo. Basal (m); carragenina (e); peniocerol (12): 3 mg/Kg
(A); 10 mg/Kg (V); 30 mg/Kg (¢); 60 mg/Kg (V); ketorolaco: 10 mg/kg (o). Cada punto
representa el promedio = EEM; n=6-9 animales.

A partir de los datos de area bajo la curva, que reflejan los efectos globales de las
sustancias administradas, se calculo el maximo efecto posible (ver Figura 20). A partir de
estos datos, se calcul6 para 12 la DEsg (33.82 mg/Kg), que es muy similar al valor mostrado
por 12 en el modelo de inflamacion (31.88 mg/Kg), por lo que estos datos sugieren que
peniocerol inhibe uno o varios mecanismos involucrados tanto en la respuesta hiperalgésica
como inflamatoria con la misma magnitud y que éste mecanismo participa en el mismo

espacio y en el mismo tiempo durante ambas respuestas.
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Figura 20. Porcentaje del Méaximo Efecto Posible (MEP) de peniocerol 12 en el modelo de
hiperalgesia en pata de rata inducida por carragenina. Datos calculados a partir de los valores de
area bajo la curva (ABC) para cada concentracion de peniocerol.

Como ya se ha mencionado, el edema, la hiperalgesia y los niveles de
prostaglandina E, en la pata de la rata se encuentran elevados, mostrando un maximo
alrededor de las tres horas posterior de la inyeccion de carragenina. De acuerdo a la
literatura, la hiperalgesia térmica se presenta como una consecuencia de la sensibilizacion
de nociceptores, por una sobreproduccion de mediadores inflamatorios principalmente
PGE,, que activa a receptores acoplados a proteinas G localizados en neuronas espinales
intrinsecas (receptores DP y EP,), y neuronas aferentes primarias (receptores EP1, EP3 e IP)

(Stock et al., 2000; Rowlands et al., 2001; VVanegas y Schaible, 2001).

En este modelo de hiperalgesia, COX-2 es la enzima que mayoritariamente
contribuye a la produccion de PGE; (Yaksh et al., 2001), mientras que en el modelo de

dolor abdominal inducido por &cido acético diluido, COX-1 es la enzima responsable de la




produccion del mismo mediador (Ballou et al., 2000), modelo en el cual 12 resulto inactivo
(datos no mostrados), por lo que a partir de los resultados podemos inferir que este
compuesto puede estar interfiriendo con la sintesis de PGE, via interferencia con la
actividad de COX-2, o bien mediante algun otro mecanismo molecular como la regulacion
transcripcional de COX-2 como se ha demostrado en otras oportunidades (Ballou et al.,

2000) y se deberan realizar experimentos destinados a demostrar o rechazar esta hipétesis.

VIIL.5. Produccion del 6xido nitrico en macrofagos de raton



El éxido nitrico (ON) es un radical libre gaseoso que desempefia importantes
funciones en procesos fisioldgicos y patoldgicos en humanos. La implicacion del ON en el
funcionamiento de los sistemas inmune, cardiovascular y nervioso ha sido ampliamente
detallada, incluyendo su participacion en eventos como la vasodilatacién, control de las
infecciones bacterianas y virales, la neurotransmisién, el aprendizaje, la memoria y la
peristalsis, hasta en la ereccion del pene (Bredt y Snyder, 1994; Ignarro et al., 1999;
Wieisinger, 2001). Este gas es producido en cantidades abundantes bajo condiciones
asociadas a procesos inflamatorios, y es reconocido como un factor de riesgo para el

surgimiento y desarrollo del cancer (Wink et al., 2008).

Su sintesis es llevada a cabo por un grupo de enzimas denominadas 6xido nitrico
sintasas (NOS), cuyo unico sustrato fisiologico parece ser el aminoacido L-arginina. En
dicha reaccion una molécula de L-arginina es transformada en una molécula de L-citrulina
y una molécula de ON. Para la sintesis del ON, ademas del sustrato L-arginina, se requiere
de la presencia de calmodulina y de 4 cofactores: mononucleétido de flavina (FMN),
dinucleotido de flavin adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (THB) y dinucledtido fosfato de

nicotinamida adenina (NADPH) (Schmidt et al., 1988).

En la familia de la NOS, la isoforma inducible (i-NOS) estd involucrada en el
proceso de la inflamacion y a posteriores procesos patologicos que involucran la
sobreproduccion de ON. Por lo tanto, la inhibicion de la i-NOS es un blanco importante
para tratar de controlar las enfermedades inflamatorias, incluyendo la carcinogénesis
(Hofseth, 2008). También cada vez mas pruebas sugieren que hay una relacion entre las

rutas biosintéticas del ON y PG que involucra la regulacion de los productos finales de



estas vias, nucleétidos ciclicos (Mollace et al, 2005), asi como también el peroxinitrito, el
cual es el producto generado por el acoplamiento de del superdxido y el ON en una
reaccion que involucra radicales libres (Landino et al., 1996). Sin embargo, el efecto final
de estas interacciones es aun confuso y se requiere de mayor investigacion al respecto para

poder comprender mejor esta interaccion.

Al ser el ON una molécula tan reactiva y que se degrada con rapidez con otros
elementos, su cuantificacion directa en fluidos bioldgicos no ha sido sencilla; se prefiere su
cuantificacion indirecta, lo cual puede lograrse al medir sus metabolitos fisioldgicos, es
decir, los nitratos y nitritos ya que se acepta que practicamente todos los nitratos y nitritos
plasmaticos y/o urinarios en el humano se derivan de la ruta L-arginina/NO (Rhodes et al.,
1995). Un método para evaluar la actividad inhibitoria de los compuestos quimicos contra
la i-NOS es el uso de cultivos macrofagos aislados del peritoneo de raton, estimulados con

lipopolisacarido (LPS) (Harinantenaina et al., 2005).

Los metabolitos secundarios 12, 13 y 36 resultaron ser toxicos para los macrofagos
a dosis mayores de 10 uM (40 a 60% de viabilidad). Debido a lo anterior, fueron evaluados
en un rango de dosis de 1x10°- 10 uM con lo que permanecieron con un intervalo del 80 al
90 % de viabilidad. Nuestros resultados muestran que los cultivos celulares tratados con los
compuestos 36 y 13 no modificaron la produccion de ON (datos no mostrados). Se utilizo
aminoguanidina como control positivo, ya que se sabe que esta sustancia a altas
concentraciones es un inhibidor de i-NOS (Zhao et al., 1996).
Los efectos de peniocerol (12) y aminoguanidina en la produccion de oxido nitrico en

macrdfagos murinos, se muestran a continuacion en la Figura 21.



304 Hl sinLPS
B s (Ps 251 W conLPs
254 [ conLPS
<
x 4
EX T 3
= =
o 15 - 2 154
£ : S
=
-‘é 104 hd & 104
Q
. 5
7 < 4
E 5
o
control 10 31 100 310 1000 0 - —
10 31 100 310 1000

aminoguanidina (M) aminoguanidina (uM)

Hl sinLPS 309
50 - . [ conLPS 1 Il sinLPS
25
45 — [ conLPS
* * \D 4
40 * * o
* N <
— 20
354 ©
= =]
S 30 * * N D 154
3] °]
3 e}
£ 207 5] 104
= o 4
Z 157 =
c 5
104 =
51 0 = -~
0.00001 0.0001 0.1 1 10
4 e e e —— ———y

control 0.00001 0.0001 0.1 1 10 peniocerol (uM)

peniocerol (uM)

Figura 21. Efectos de aminoguanidina y peniocerol 12 en la produccion del oxido nitrico (ON) en
cultivos de macrofagos murinos in vitro. Produccion de ON: aminoguanidina (A); peniocerol (C).
Inhibicion celular: aminoguanidina (B); peniocerol (D). Cada barra representa el promedio + EEM;
n=3.*P<0.01.

Los resultados muestran que peniocerol (12) aument6 significativamente (P < 0.05)
la produccién de ON, tanto en macrofagos en reposo, como en los macrofagos activados
con LPS. Aunque la cantidad de nitritos liberada por las células tratadas con LPS fue

significativamente diferente de la de las células en reposo, la produccion de nitritos se




incrementd en ambos casos. Es importante sefialar que la actividad mostrada por peniocerol

no era dependiente de la dosis.

Estos datos indican una produccion constante de ON en todas las concentraciones
probadas. Una tendencia similar es mostrada por el acido masticadiendico y por el acido-3a
masticadiendico, los cuales son los triterpenos mayoritarios presentes en cuachalalate
(Amphypterigium adstringens) un agente anti-inflamatorio muy popular en la medicina
tradicional mexicana (Oviedo-Chavez et al., 2005), y contrastan con los resultados
obtenidos previamente para otros triterpenos, entre ellos el acido ursélico y é&cido
oleandlico, que demuestran que dichas sustancias si pueden modular la produccién de este

gas (Youa et al., 2001; Choi et al., 2001). .

Por otra parte, se ha propuesto que el ON a bajas concentraciones, puede
comportarse como proangiogénico y protumoral, mientras que a dosis méas altas de ON
puede tener el efecto contrario (Alexandrova et al., 2001). Por lo tanto, es posible, que la
actividad biologica de peniocerol podria estar relacionada con el aumento de la produccion

de ON.

VIIL.6. Efecto del peniocerol (12) en la actividad de la enzima

mieloperoxidasa

Durante un evento en el que se produce inflamacion, los leucocitos

polimorfonucleares (también llamados neutréfilos) son las primeras celulas que son



reclutadas desde la sangre periférica hasta el sitio de inflamacion, seguidas tiempo después
por monocitos. La infiltracion de estas células al tejido infectado o dafiado esté regulada y
mediada por moléculas de adhesion, citocinas y componentes de la matriz extracelular tanto
en las paredes de los vasos sanguineos como en el tejido adyacente (Muller, 2002; Taylor y
Gallo, 2006). Una de las funciones de los polimorfonucleares es la liberacion de proteinas y
generacion de radicales libres, los cuales contribuyen a la defensa contra patdgenos, a la
regulacion del proceso inflamatorio y a combatir el dafio causado al tejido. Un producto
peculiar de los polimorfonucleares es la enzima mieloperoxidasa (MPO) que es almacenada
en grandes cantidades en los granulos azurdfiros de estas células (Klebanoff, 2005). La
MPO es una glicoproteina tetramérica, constituida por 4 subunidades que forman 2
homodimeros. Cada uno de ellos contiene una subunidad o (pesada) de aproximadamente
59 kDa y una subunidad B (ligera) de aproximadamente 14 kDa. El peso molecular de la
enzima se estima entre 130-150 kDa (Nauseef, 1986). Las subunidades pesadas se unen a
través de un enlace bisulfuro simple y a cada una de ellas se le une covalentemente un
grupo prostético hemo (Morishita et al., 1986). Estas subunidades se encuentran
glicosiladas y contienen entre 2- 4 % de carbohidratos. En cuanto a su actividad catalitica,
el sistema MPO-peroxido de hidrégeno (H,O)-haluro es un sistema que ha sido bien
estudiado y se conocen detalles de sus mecanismos (Kettle y Winterbourn, 1988; Kettle y

Winterbourn, 1994; Kettle et al., 1992).

La MPO reacciona con el H,O, proveniente de las células fagocitarias activadas por
contacto con particulas extrafias, formando un complejo enzima-sustrato con una fuerte
capacidad oxidativa (reacciéon 1) (ver Figura 22). Este complejo se combina con un ion

haluro, generalmente cloruro, que se oxida de Cl~ a CI* para formar acido hipocloroso



(HCIO) (reaccién 2) (Weis et al., 1982; Malle et al., 2000; Zhang et al., 2003). El
compuesto | puede ser reducido a compuesto Il por un exceso de H,O,. Por ejemplo,
concentraciones mayores a 20 mM lo transforma parcialmente y mayores de 200 mM
completamente, o por la presencia de un agente reductor como el ditiotreitol, cisteina,
glutation y cisteamina (reaccién 3). Este compuesto |1, a pesar de ser bastante estable puede
reducirse a MPO feérrica en presencia de un agente reductor o el radical superoxido (03)
(reaccion 4) o también puede oxidarse a compuesto Il bajo concentraciones elevadas de

H,0, (2-3 mM) (reaccién 5).

Por otra parte la MPO nativa puede ser oxidada por el O, a oximieloperoxidasa

(compuesto 1) (reaccion 6) (Svensson, 1988; Arnhold y Flemming, 2010).
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Figura 22. Representacion de los eventos moleculares de la actividad catalitica de la enzima




mieloperoxidasa (MPO) y la formacion de acido hipocloroso (HOCI en la figura). Tomado de
Garcia-Morales et al., 1998.

Después de varios experimentos, se demostré que la actividad antimicrobiana de la
MPO se debe a su capacidad exclusiva de producir HCIO y otros agentes toxicos (Hurst y
Barrette, 1989; Barrette et al., 1989), que crea un microambiente dentro del fagolisosoma
del neutrofilo que destruye o inhibe al microorganismo fagocitado (Nauseef et al., 1988;
Hansson et al., 2006). Por otro lado, los dafios mediados por MPO no se limitan a los
microbios intrafagosomales, ya que sustancias como HCIO y sus derivados pueden dafar
también los tejidos adyacentes del huésped. Asi, la MPO se ha implicado en la patogenesis
de diversas enfermedades inflamatorias, incluyendo la aterosclerosis, trastornos
desmielinizantes del sistema nervioso central y ciertos tumores (Nauseef, 2001).

En apoyo de lo anterior, hay pruebas directas de modificaciones en biomoléculas
catalizadas por la MPO, incluyendo la oxidacion de las lipoproteinas en suero (Hazen et al.,
1996; Panasenko et al., 1994). También se han detectado cantidades importantes de MPO
en las lesiones ateroscleréticas (Nicholls y Hazen, 2009) y la oxidacion de las lipoproteinas
catalizada por la MPO ha sido implicada en la evolucion de la enfermedad cardiovascular

(Hazell et al., 1996; Lau y Baldus, 2006).

Los sitios de inflamacion crénica se han asociado con niveles de expresion elevados
de MPO (Lefkowitz et al., 1999; Eleuteri et al., 2009) y otras enzimas de la superfamilia de
peroxidasas (Ortiz de Montellano, 1992), asi como también de su sustrato, el H,O, (Kettle
y Winterbourn, 1997). Lo mismo sucede en algunos modelos experimentales de

inflamacion, en los cuales al producirse un efecto inflamatorio local mediante la aplicacion



de sustancias irritantes como el TPA, tanto la expresién como la actividad de MPO se
incrementan (Ferrari et al., 1989; Hu et al., 1993; Sanchez y Moreno, 1999b; Pugneird et

al., 1998).

En el presente trabajo se aplicd TPA de forma tdpica en la oreja derecha de ratones,
a un grupo se le administré indometacina, mientras que a otro se le administré peniocerol
(12). La mitad de los ratones de ambos grupos se sacrificaron a las 3 horas, mientras que la
otra mitad se sacrificaron a las 6 horas. Se evalud la inflamacion en las orejas, seguido de la

evaluacion de la actividad de la mieloperoxidasa en los mismos tejidos (ver Figura 23).

Este modelo se ha empleado con frecuencia como bioindicador de la infiltracion de
polimorfonucleares en el tejido (Bradley et al., 1982; Puigner6 y Queralt, 1997; Sanchez y
Moreno, 1999b), y también se ha utilizado como bioindicador de la irritacion de la piel y la

consecuente inflamacion causada por agentes irritantes (Trush et al., 1994)

Los resultados indican que TPA es capaz de inducir el aumento de la actividad de la
MPO, tanto a las 3 como a las 6 horas posteriores a su aplicacion. A las tres horas el TPA
induce un aumento de casi dos veces de la actividad basal de MPO, mientras que a las seis
horas aumenta casi cinco veces la actividad de esta enzima. Estos resultados estan en
concordancia con lo reportado con anterioridad para el TPA, sustancia que aumenta la
infiltracion de polimorfonucleares en el tejido tratado, lo que se refleja en un aumento de la

actividad de MPO (Puigneré y Queralt, 1997; Murakawa et al., 2006).



Actividad MPO (D.O.)

o
o

Il \chiculo
] TPA

B TPA + PEN
(1 TPA+IND

mE =

Tiempo (h)

*k

*%




Il vehiculo
1 TPA

B TPA + PEN
1 TPA+IND

=
(o))
1l

=
~
L

=
N
| -

=

o
1

*

Peso orejas (mg)

Tiempo (h)
B

Figura 23. Efectos de peniocerol (12) e indometacina en la actividad de la MPO evaluada in vitro
en muestras de tejido de orejas de raton tratadas con TPA. Densidad Optica como indicativo de la
actividad de la MPO (A); pesos de las biopsias de las orejas como indicativo de la inflamacion
inducida por TPA (B). Cada barra representa el promedio + EEM; n=3; * P < 0.05; ** P < 0.01.

En este experimento, tanto 12 como indometacina inhibieron la actividad de la
MPO, tanto a las tres como también a las seis horas posteriores al tratamiento con TPA. A
las 3 horas, indometacina disminuyd la actividad de MPO un 92 % (P < 0.01), mientras que
12 inhibio cerca de un 42 % (P < 0.05). A las seis horas, 12 inhibié 47.2 % (P < 0.01)
mientras que indometacina 42.9 % (P < 0.01). Los resultados indican que el efecto de
indometacina disminuye a lo largo del tiempo, mientras que el efecto de 12 sobre la MPO

se mantiene casi constante en las mismas condiciones.

Los resultados también muestran que existe una correlacion entre la inhibicion de la

MPO vy la inflamacion en las orejas de raton con ambos tratamientos a las dos horas




evaluadas. Es conocido que indometacina inhibe la infiltracion de polimorfonucleares
(Issekutz, 1983) y asi mismo inhibe la formacion de HCIO, propiedad que comparte con
varios AINEs como piroxicam, salicilato, sulindac, ibuprofeno y aspirina. Esta capacidad
inhibitoria se correlaciona parcialmente con el rango de dosis terapéuticas anti-
inflamatorias de cada farmaco (Shacter et al., 1991). La inhibiciéon de la formacién de
HCIO puede constituir un mecanismo adicional por el que los AINEs reducen el dafio en
los tejidos con inflamacion crénica (Kettle y Winterbourn, 1991). Tomando en cuenta lo
anterior, es posible que 12 tenga un efecto similar a indometacina y a otros AINEs, por lo
tanto la inhibicion de la infiltracion celular y posiblemente la inhibicion de la formacién de
HCIO sean mecanismos que expliquen en parte la inhibicion de la inflamacion de este

esterol.

VIIL.7. Inhibicion de la proliferacion de lineas celulares de cancer

humano

La actividad de inhibicién de la proliferacion celular de lineas de cancer humano de
los compuestos 12, 13 y 36, sus derivados acetilados 12Ac, 13Ac y 36Ac y doxorrubicina
se evaluo en un conjunto de cinco lineas celulares de tumores humanos. Los resultados se
resumen en la Tabla 7 expresados como las concentraciones inhibitoria 50 % (ICso uM +
EEM).

Tabla 7. Efectos de los compuestos aislados de M. geometrizans, sus derivados acetilados y
doxorubicina en la proliferacion de lineas celulares de cancer humano. Los datos representan el
promedio de experimentos independientes + EEM. Los valores de Concentracién Inhibitoria 50 %




(Clsg) se obtuvieron de la interpolacién de curvas dosis-respuesta. ND= no determinado; Los valores
> 50 se consideran inactivos; NA= no activo.

Lineas celulares de cancer humano / Valores de Clsy (uM)
Grupo U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7
36 >50 >50 >50 >50 >50
12 2473 +£3.9 19.35+0.45 10.37 £ 0.73 10.87+£2.36 10.17 £ 0.79
13 ND 20.78 £0.79 750+0.1 17.30 £0.22 23.28 £0.17
36Ac 2459+ 1.71 >50 8.26 £ 0.28 12.67 0.68 12.39+ 0.416
12Ac >50 >50 NA NA >50
13Ac >50 >50 >50 NA >50
Dox 0.09 +0.02 0.32+0.02 0.28 +0.01 0.23+0.01 0.14+0.01

De los metabolitos secundarios evaluados, 36 no fue capaz de inhibir el crecimiento
de las células cancerosas mas de 50% a 200 mM, por lo que se considera no tdxica. Por otra
parte, los compuestos 12 y 13 mostraron moderada actividad citotdxica contra todas las
lineas celulares de cancer con valores de ICso de 7.5 a 24.73 uM. No hubo diferencias
significativas en los valores de ICsy entre ambos esteroles, lo que demuestra que la
presencia de un grupo a-metilo en C-14 en 13 no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad

celular comparandolo con 12 que carece de dicho grupo.

Sin embargo, en todos los casos, los valores de 1Cso son un orden de magnitud
superior a las expuestas por la doxorrubicina, por lo que estos compuestos tienen baja

toxicidad contra las lineas celulares utilizadas.




Se ha informado previamente que los derivados oxidados del colesterol (Higley y
Taylor, 1984) y algunos fitoesteroles (especialmente dioles y trioles) son muy tdxicos a una
serie de cultivos de lineas celulares humanas tumorales y normales. Esta toxicidad se ha
demostrado que se produce a través de la induccion de la apoptosis en las células (Lordana
et al., 2009; Koschutnig et al., 2009; Hovenkamp et al., 2008). Debido a la similitud
estructural de los esteroles aislados con los mencionados anteriormente, se puede suponer
que el mecanismo de citotoxicidad que presentan peniocerol y macdougallina también es

similar.

Por otro lado, también existe en la literatura informacion de la actividad citotoxica
de eritrodiol (30), un diol de tipo oleanano relacionado estructuralmente con 36, para el
cual se demostré que su actividad antiproliferativa contra la linea celular 1321N1 de
astrocitoma humano, implicaba la induccion de apoptosis, mediante la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs), la pérdida del potencial transmembranal de la
mitocondria, y la activacion de la cinasa c-Jun, lo que provoca la induccién de la apoptosis
en las células del astrocitoma (Martin et al., 2009). Es probable que al igual que sucedio
con los esteroles mencionados en parrafos anteriores, 36, y su derivado acetilado 36Ac

puedan ejercer un efecto similar.



IX. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten generar las siguientes

conclusiones:

1. La especie Myrtillocactus geometrizans, perteneciente a la familia Cactaceae, se
utiliza como remedio natural contra procesos inflamatorios, y se comprueba que es

una fuente rica de triterpenos en las partes aéreas y de esteroles en la raiz.

2. Los extractos tanto de partes aéreas como de raiz presentan una buena actividad

anti-inflamatoria en el modelo de inflamacion inducida por TPA.

3. Los extractos tienen varios compuestos anti-inflamatorios, los cuales fueron
aislados, purificados y se obtuvo su estructura quimica en base a la interpretacion y
comparacion de sus datos espectroscopicos, espectrométricos y sus propiedades

fisicoquimicas, con aquellos previamente informados.

4. EI componente mayoritario del extracto de metanol de las partes aéreas resulto ser
chichipegenina (36), un triterpeno tetrahidroxilado el cual presenté actividad anti-
inflamatoria en el modelo de TPA, baja actividad en el modelo de EPP y muy baja
actividad citotoxica frente a todas las lineas celulares de canceres humanos
utilizados. Sin embargo, es probable que este compuesto junto con el &cido

oleandlico, expliquen la actividad medicinal atribuida a la especie.



5. Peniocerol (12) y macdougallina (13) son dos esteroles tipicos de las cacticeas
columnares de México, peculiares en su estructura tipo colesterol, con una doble
ligadura interna, y grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 6, los cuales son

abundantes en el extracto de metanol de la raiz.

6. Ambos esteroles mostraron una potente actividad anti-inflamatoria en el modelo de
TPA, carragenina y una buena citotoxicidad contra lineas celulares de céncer

humano.

7. Adicionalmente, peniocerol mostr6 una buena actividad antihiperalgésica,

comparada con el ketorolaco.

8. Peniocerol mostré una buena actividad inhibitoria de la actividad de la enzima
mieloperoxidasa, comparable con la de indometacina, demostrando que es uno de

los posibles mecanismos anti-inflamatorios que este compuesto presenta.



X. Referencias bibliograficas

Aggarwal, B.B., Vijayalekshmi, R.V., Sung, B. (2009). Targeting Inflammatory Pathways
for Prevention and Therapy of Cancer: Short-Term Friend, Long-Term Foe. Clinical
Cancer Research 15: 425-430.

Aguilar, C., Ramirez, G. (1996). Opuntia and Metabolic Control Among Patients with
NIDDM. Journal of the Professional Association for Cactus Development 1: 63-64.

Aguilar-Mariscal, H., Rodriguez-Silverio, J., Torres-Lopez, J.E., Flores-Murrieta, F.J.
(2006). Comparison of the Anti-hyperalgesic and Anti-inflammatory Effects of
Meloxicam in the Rat. Proceedings of the Western Pharmacology Society 49: 45-47.

Akihisa T., Yasukawa K. (2001). Antitumor-promoting and anti-inflammatory activities of
triterpenoids and sterols from plants and fungi. In: Studies in Natural Products
Chemistry 25 (Bioactive Natural Products (Part F)): 43-87.

Akihisa, T., Yasukawa K., Tokuda H. (2003). Potentially cancer chemopreventive and anti-
inflammatory terpenoids from natural sources. In: Studies in Natural Products
Chemistry 29(Bioactive Natural Products (Part J)): 73-126.

Alexandrova, R., Mileva, M., Zvetkova, Y. (2001). Nitric oxide and Cancer. Experimental
Pathology and Parasitology 4: 13-17.

Allavena, P., Garlanda, C., Borrello, M.G., Sica, A., Mantovani, A. (2008). Pathways
connecting inflammation and céancer. Current Opinion in Genetics & Development
18: 3-10.

Anderson, E.F. (2001). The Cactus Family. Timber Press, Portland, Oregon, USA.

Anderson, G.D., Hauser, S.D., McGarity, K.L., Bremer, M.E., Isakson, P.C., Gregory, S.A.
(1996). Selective inhibition of cyclooxygenase (COX)-2 reverses inflammation and
expression of COX-2 and interleukin 6 in rat adjuvant arthritis. Journal of Clinical
Investigation 97: 2672-2679.

Arias, S. (1993). Cactaceas: conservacion y diversidad en México. Revista de la Sociedad
Mexicana de Historia Natural XLIV: 109-115.



Arias, S., Terrazas, T., Arreola-Nava, H.J., Vazquez-Sanchez, M., Cameron, K.M. (2005).
Phylogenetic relationships in Peniocereus (Cactaceae) inferred from plastid DNA
sequence data. Journal of Plant Research 118: 317-328.

Arnhold, A., Flemmig, J., (2010). Human myeloperoxidase in innate and acquired
immunity. Archives of Biochemistry and Biophysics 500: 92—106.

Balkwill, F., Charles, K.A., Mantovani, A. (2005). Smoldering and polarized inflammation
in the initiation and promotion of malignant disease. Cancer Cell 7: 211-217.

Balkwill, F., Mantovani, A. (2001). Inflammation and cancer: back to Virchow? The Lancet
357:539-545.

Ballou, L.R., Botting, R.M., Goorha, S., Zhang, J., Vane, J.R. (2000). Nociception in
cyclooxygenase isozyme-deficient mice. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 97: 10272-10276.

Balsinde, J., Balboa, M.A., Insel, P.A., Dennis E.A. (1999). Regulation and inhibition of
phospholipase A,. Annual Review of Pharmacology and Toxicology 39:175-89.
Banno, N., Akihisa, T., Yasukawa, K., Tokuda, H., Tabata, K., Nakamura, Y., Nishimura,
R., Kimura, Y., Suzuki, T. (2006). Anti-inflammatory activities of the triterpene acids

from the resin of Boswellia carteri. Journal of Ethnopharmacology 107: 249-253.

Batis, A.l., Rojas-Aréchiga, M. (2002). El peyote y otros cactos Alucindgenos de México.
Biodiversitas 40: 12-17.

Barrette W.C., Hannum, D.M., Wheeler, W.D., Hurst, J.K. (1989). General mechanism for
the bacterial toxicity of hypochlorous acid: abolition of ATP production.
Biochemistry 28: 9172-9178.

Benitez, E., Davila, P. (2002). Las cactaceas mexicanas en el contexto de las CITES.
Biodiversitas 40: 8-11.

Bradley, P.P., Priebat, D.A., Christensen, R.D., Rothstein, G. (1982). Measurement of
cutaneous inflammation: estimation of neutrophil content with an enzyme marker.
Journal of Investigative Dermatology 78: 206-209.

Brattsand, R., Thalén, A., Roempke, K., Kéllstrom, L., Gruvstad, E. (1982). Influence of
16a,17a-acetal substitution and steroid nucleus fluorination on the topical to systemic

activity ratio of glucocorticoids. Journal of Steroid Biochemistry 16: 779-786.



Bravo-Hollis, H. (1978), Las cactaceas de México. Vol. I. Universidad Nacional Auténoma
de México, Ciudad de México, México.

Bredt, D.S., Synder, S.H. (1994). Nitric oxide: A physiologic messenger molecule. Annual
Review of Biochemistry 63: 175-195.

Brown, S.D., Massingill, J.L., Hodgkins, J.E. (1968). Cactus Alkaolids. Phytochemistry 7:
2031-2036.

Bruhn, J.G., Bruhn, C. (1973). Alkaloids and ethnobotany of Mexican peyote cacti and
related species. Economic Botany 27: 241-251.

Burret, F., Lebreton, P., Voirin, B. (1982). Les Aglycones Flavoniques de Cactees:
Distribution, Signification. Journal of Natural Products 45: 687-693.

Cameron, G.S., Baldwin, J.K., Klann, R.C., Patrick, K.E., Fischer, S.M. (1991). Tumor-
promoting Activity of Ethyl Phenylpropiolate. Cancer Research 51:5642-5648.
Campbell, C.E., Kircher, HW. (1980). Senita Cactus: a Plant with Interrupted sterol

Biosynthetic Pathways. Phytochemistry 19: 2777-2779.

Casas, A. (2002). Uso y Manejo de Cactaceas Columnares Mesoamericanas. Biodiversitas
40: 18-22.

Casas, A., Caballero, J., Valiente-Banuet, A. (1999). Use, management and domestication
of columnar cacti in south-central Mexico: A historical perspective. Journal of
Ethnobiology 19: 71-95.

Castagnag, M., Takali, Y., Kaibuchi, K., Sano, K., Kikkawa, U., Nishizuk, Y. (1982). Direct
Activation of Calcium-activated, Phospholipid-dependent Protein Kinase by Tumor-
promoting Phorbol Esters. The Journal of Biological Chemistry 257: 7847-7851.

Castellanos-Santiago, E., Yahia, E.M. (2008). Identification and Quantification of Betalains
from the Fruits of 10 Mexican Prickly Pear Cultivars by High-Performance Liquid
Chromatography and Electrospray lonization Mass Spectrometry. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 56: 5758-5764.

Castellar, R., Obén J.M., Alacid, M., Fernadez-Lépez, J.A. (2003). Color Properties and
Stability of Betacyanins from Opuntia Fruits. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 51: 2772-2776.



Choi, C.Y., You, H.J., Jeong, H.G. (2001). Nitric Oxide and Tumor Necrosis Factor-a
Production by Oleanolic Acid via Nuclear Factor-kB Activation in Macrophages.
Biochemical and Biophysical Research Communications 288: 49-55.

Chun, K.S., Surh, Y.J. (2004). Signal transduction pathways regulating cyclooxygenase-2
expression: potential molecular targets for chemoprevention. Biochemical
Pharmacology 68: 1089-1100.

Colomas, J., Barthe, P., Bulard, C. (1978). Séparation et Identification des Bétalaines
Synthétisees par les Tissus de Tige de Myrtillocactus geometrizans Cultivés “in
vitro”. Zeitschrift fur Pflanzenphysiologie 87: 341-346.

CITES. Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres. http://www.cites.org/esp/app/appendices.shtml

Coussens, L.M., Werb, Z. (2002). Inflammation and cancer. Nature 420: 860-867.

Correa-Betanzo, J., Jacobb, J.K., Perez-Pereza C., Paliyath G. (2010). Effect of a sodium

caseinate edible coating on berry cactus fruit (Myrtillocactus geometrizans)
phytochemicals. Food Research International, doi:10.1016/j.foodres.2010.10.053

Crofford, L.J., Wilder, R.L., Ristimaki, A.P. Sano, H., Remmers, E.F., Epps, H.R., Hla, T.
(1994). Cyclooxygenase-1 and -2 expression in rheumatoid synovial tissues. Effects
of interleukin-1 beta, phorbol ester, and corticosteroids. Journal of Clinical
Investigation 93: 1095-1101.

Cronquist, A. (1968) Evolution and Classification of Flowering Plants. Nelson, London.

Cruz—Hernandez, A., Paredes—-Ldpez, O. (2010). Enhancement of economical value of
nopal and its fruits through biotechnology. Journal of the Professional Association
for Cactus Development 12: 110-126.

De Young, L.M., Kheifets, J.B., Ballaron, S.J., Young, J.M. (1989). Edema and cell
infiltration in the phorbol ester-treated mouse ear are temporally separate and can be
differentially modulated by pharmacologic agents. Agents Actions 26: 335-341.

Di Rosa, M. (1972). Biological properties of carrageenan. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 24: 89-102.

Dirig, D.M., Salami, A., Rathbun, M.L., Ozaki, G.t., Yaksh, T.L. (1997). Characterization
of variables defining hindpaw withdrawal latency evoked by radiant thermal stimuli.
Journal of Neurosicence Methods 76: 183-191.



Dirsch, V. M., Stuppner, H., Vollmar, A. M. (1998). The Griess Assay: Suitable for a bio-
guided fractionation of anti-inflammatory plant extract? Planta Medica 64, 423-426.

Djerassi, C., Bowers, A., Burstein, S., Estrada, H., Grossman, J., Herran, J., Lemin, A.J.,
Manjarrez, A., Pakrashi, S.C. (1956). Terpenoids. XXII. Triterpenes from Some
Mexican and South American Plants. Journal of the American Chemical Society 78:
2312-2315.

Djerassi, C., Burstein, S., Estrada, H., Lemin, AJ., Lippman, A. E.; Manjarrez, A,
Monsimer, H.G. (1957). Terpenoids. XXVIIl. The triterpene composition of the
genus Myrtillocactus. Journal of the American Chemical Society 79: 3525-3528.

Djerassi, C., Farkas, E., Lemin, AJ., Collins, J.C., Walls, F. (1954). Terpenoids. VI.
Dumortierigenin, a new triterpene lactone from the cactus Lemaireocereus
dumortieri. Journal of the American Chemical Society 76: 2969-2973.

Djerassi, C., Farkas, E., Liu, L.H., Thomas, G.H. (1955). Terpenoids. XVII. The cactus
triterpenes thurberogenin and stellatogenin. Journal of the American Chemical
Society 77: 5330-5336.

Djerassi, C., Geller, L.E., Lemin, A.J. (1953). Terpenoids. I. The triterpenes of the cactus,
Lemaireocereus thurberi. Journal of the American Chemical Society 75: 2254-2256.

Djerassi, C., Geller, L.E., Lemin, A.J. (1954). Terpenoids. VI1II. The structures of the cactus
triterpenes gummosogenin and longispinogenin. Journal of the American Chemical
Society 76: 4089-4091.

Djerassi, C., Henry, J.A., Lemin, AJ., Rios, T., Thomas, G.H. (1956). Terpenoids. XXIV.
The structure of the cactus triterpene queretaroic acid. Journal of the American
Chemical Society 78: 3783-3787.

Djerassi, C., Knight, J.C., Brockmann, H. (1964). Neue Sterine aus dem Kaktus Wilcoxia
viperina. Chemische Berichte 97: 3118-3130.

Djerassi, C., Krakower, G.W., Lemin, A.J., Liu, L.H., Mills, J.S., Villotti, R. (1958). The
Neutral Constituents of the Cactus Lophocereus schottii. The Structure of Lophenol
4a-Methyl-A7-cholesten-3B-ol, A Link in Sterol Biogenesis. Journal of the American
Chemical Society 80: 6284-6292.

Djerassi, C., Lippman, A.E. (1954). Terpenoids. X. The triterpenes of the cactus

Lemaireocereus hystrix. Journal of the American Chemical Society 76: 5780-5781.



Djerassi, C., Lippman, A.E. (1955). Terpenoids. XIIl. The structures of the cactus
triterpenes machaeric acid and machaerinic acid. Journal of the American Chemical
Society 77: 1825-1828.

Djerassi, C., Liu, L.H., Farkas, E., Lippman, A.E., Lemin, AJ., Geller, L.E., McDonald,
R.N., Taylor, B.J. (1955). Terpenoids. XI. Investigation of nine cactus species.
Isolation of two new triterpenes, stellatogenin and Machaeric acid. Journal of the
American Chemical Society 77: 1200-1203.

Djerassi, C., McDonald, R.M., Lemin, AJ. (1953). Terpenoids. Ill. The isolation of
erythrodiol, oleanolic acid, and a new triterpene triol, longispinogenin, from the
cactus Lemaireocereus longispinus. Journal of the American Chemical Society 75:
5940-5942.

Djerassi, C., Mills, J.S. (1958). Terpenoids. XXXII. The structure of the cactus triterpene
treleasegenic acid. Ring conformational alterations in a pentacyclic triterpene.
Journal of the American Chemical Society 80: 1236-1243.

Djerassi, C., Monsimer, H.G. (1957). Terpenoids. XXVII. The structure of the cactus
triterpene myrtillogenic acid. Journal of the American Chemical Society 79: 2901-
2905.

Djerassi, C., Murray, R.D.H., Villotti, R. (1961). The structure of the cactus sterol,
peniocerol (cholest-8-ene-3p, 6a-diol). Proceedings of the Chemical Society 450.
Djerassi, C., Murray, R.D.H., Villotti, R. (1965). The structure of the cactus sterol,

peniocerol (cholest-8-ene-3f, 6a-diol). Journal of the Chemical Society 1160-1165.

Djerassi, C., Robinson, C.H., Thomas, D.B. (1956). Terpenoids. XXV. The structure of the
cactus triterpene dumortierigenin. Journal of the American Chemical Society 78:
5685-5691.

Djerassi, C., Thomas, G.H. (1954). Terpenoids. XII. Constitution of the cactus triterpene
cochalic acid. Chemistry & Industry 1354.

Djerassi, C., Thomas, G.H., Monsimer, H. (1955). Terpenoids. XVI. The constitution of the
cactus triterpene cochalic acid. Partial reductions of methyl diketoechinocystate.
Journal of the American Chemical Society 77: 3579-3582.



Djerassi, C., Wilkinson, D.l., Knight, J.C. (1963). The structure of the Cactus Sterol
Macdougallin (140-Methyl-A8-cholestene-3f,6a-diol). A Novel Link in Sterol
Biogenesis. Journal of the American Chemical Society 85: 835.

Dolcet, X., Llobet, D., Pallares, J., Matias-Guiu, X. (2005). NF-kB in development and
progression of human cancer. Virchows Archiv 446: 475-482.

Dzubak, P., Hajduch, M., Vydra, D., Hustova, A., Kvasnica, M., Biedermann, D., Markova,
L., Urban, M., Sarek, J. (2006). Pharmacological activities of natural triterpenoids
and their therapeutic implications. Natural Product Reports 23: 394-411.

Eggert, H., Djerassi, C. (1981). Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance Spectra of
Monounsaturated Steroids. Evaluation of Rules for Predicting Their Chemical Shifts.
Journal of Organic Chemistry 46: 5399-5401.

Eleuteri, E., Di Stefano, A., Ricciardolo, F.L., Magno, F., Gnemmi, I., Colombo, M.,
Anzalone, R., Cappello, F., La Rocca, G., Genta, F.T., Zummo, G., Giannuzzi, P.
(2009). Increased nitrotyrosine plasma levels in relation to systemic markers of
inflammation and myeloperoxidase in chronic heart failure. International Journal of
Cardiology 135: 386-90.

Ferrari, S., Tagliafico, E., Ceccherelli, G., Selleri, L., Calabretta, B., Donelli, A,
Temperani, P., Sarti, M., Sacchi, S., Emilia, G. (1989). Expression of the
myeloperoxidase gene in acute and chronic myeloid leukemias: relationship to the
expression of cell cycle-related genes. Leukemia 3: 423-430.

Feugang, J.M., Konarski, P., Zou, D., Stintzing, F.C., Zou, C. (2006). Nutritional and
medicinal use of Cactus pear (Opuntia spp.) cladodes and fruits. Frontiers in
Bioscience 11: 2574-2589.

Fitzpatrick, B., Mehibel, M., Cowen, R.L., Stratford, 1.J. (2008). i-NOS as a therapeutic
target for treatment of human tumors. Nitric Oxide 19: 217-224.

Flores-Ortiz C.M., Davila, P., Portilla, L.B.H. (2003). Alkaloids from Neobuxbaumia
species (Cactaceae). Biochemical Systematics and Ecology 31: 581-585.

Flores-Rosete, G., Martinez-Vazquez, M. (2008), Anti-inflammatory and cytotoxic
cycloartanes from guayule (Parthenium argentatum). Natural Products
Communications 3: 413-422.



Fogleman, J.C., Armstrong, L. (1989). Ecological aspects of Cactus Triterpene glycosides
I. Their effect on fitness components of Drosophila mojavensis. Journal of Chemical
Ecology 15: 663-676.

Fogleman, J.C., Danielson, P.B. (2001). Chemical Interactions in the Cactus-
Microorganism-Drosophila model system of the sonoran desert. American Zoologist
41: 877-889.

Fogleman, J.C., Duperret, S.M., Kircher, H.W. (1986). The role of phytosterols in host
plant utilization by cactophilic Drosophila. Lipids 21: 92-96.

Garcia-Leme, J., Hamamura, L., Leite, M.P., Rocha, S.M. (1973). Pharmacological analysis
of the acute inflammatory process induced in the rat’s paw by local injection of
carregeenin and by heating. British Journal of Pharmacology 48: 88-96.

Garcia-Morales, O.H., Pereira-Roche N., Flores-Sanchez, R.M. (1998). Enzimas
Generadoras de Especies Reactivas del Oxigeno: Mieloperoxidasa. Revista Cubana
de Investion Biomedica 17: 190-197.

Gautam, R., Jachak, S.M. (2009). Recent developments in anti-inflammatory natural
products. Medicinal Research Reviews 29: 767-820.

Gibson, A.C., Horak, K.E. (1978). Systematic anatomy and phylogeny of Mexican
columnar cacti. Annales of the Missouri Botanical Garden 65: 999-1057.

Giner-Larza, E.M., Méfiez, S., Recio, M.C., Giner, R.M., Prieto, J.M., Cerda-Nicolas, M.,
Rios, J.L. (2001). Oleanonic acid, a 3-oxotriterpene from Pistacia, inhibits
leukotriene synthesis and has anti-inflammatory activity. European Journal of
Pharmacology 428: 137-143.

Giuliano, F., Warner, T.D. (2002). Origins of Prostaglandin E2: Involvements of
Cyclooxygenase (COX)-1 and COX-2 in Human and Rat Systems. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 303: 1001-1006.

Granados-Sanchez, D., Hernandez-Garcia, M.A., Lopez-Rios, G.F. (2004). Estudio integral
del valle de Tehuacan-Cuicatlan: recursos genéticos de plantas. En: Chavez-Servia,
J.L., J. Tuxill y D.I. Jarvis (eds). Manejo de la diversidad de los cultivos en los
agroecosistemas tradicionales. Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos, Cali,

Colombia.



Griffiths, R.J. (1999). Prostaglandins an Inflammation. En: Inflammation: Basic Principles
and Clinical Correlates. Gallin, J.I., Snyderman, R. (Eds.) Lippincott Williams &
Wilkins.

Guay, J., Bateman, K., Gordon, R., Mancini, J., Riendeau, D. (2004). Carrageenan-induced
Paw Edema in Rat Elicits a Predominant Prostaglandin E, (PGE;) Response in the
Central Nervous System Associated with the Induction of Microsomal PGE;
Synthase-1. The Journal of Biological Chemistry 279: 24866—-24872.

Guzman, U., Arias, S., Davila, P. (2007). Catdlogo de autoridades taxonomicas de las
cactaceas (Cactaceae: Magnoliopsida) de México. Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM. Base de datos SNIB-CONABIO, proyectos Q045 y AS021.
México.

Guzman-Maldonado, S.H., Herrera-Herndndez, G., Hernandez-Lépez, D., Reynoso-
Camacho, R., Guzman-Tovar, A., Vaillant, F., Brat, P. (2010). Physicochemical,
nutritional and functional characteristics of two underutilised fruit cactus species
(Myrtillocactus) produced in central Mexico. Food Chemistry 121: 381-386.

Hamaguchi, K., Kuwata, H., Yoshihara, K., Masuda, S., Shimbara, S., Oh-ishi, S.,
Murakami, M., Kudo, I. (2003). Induction of distinct sets of secretory phospholipase
A in rodents during inflammation. Biochimica et Biophysica Acta 1635: 37— 47.

Handy, R.L., Moore, P.K. (1998). Effect of selective inhibitors of neuronal nitric oxide
synthase on carrageenan-induced mechanical and thermal hyperalgesia.
Neuropharmacology 279: 37-43.

Hansson, M., Olsson, 1., Nauseef, W.M. (2006). Biosynthesis, processing, and sorting of
human myeloperoxidase. Archives of Biochemistry and Biophysics 445: 214-224.
Hargreaves, K., Duhner, R., Brown, F., Flores, C., Joris, J. (1988). A new and sensitive

method for measuring thermal nociception in cutaneous hyperalgesia. Pain 32: 77-88.

Harinantenaina, L., Quang, D.N., Takeshi, N., Hashimoto, T., Kohchi, C., Soma, G.,
Asakawa, Y. (2005). Bis(bibenzyls) from Liverworts Inhibit Lipopolysaccharide-
Induced Inducible NOS in RAW 264.7 Cells: A Study of Structure-Activity
Relationships and Molecular Mechanism. Journal of Natural Products 68: 1779-
1781.



Harizi, H., Corcuff, J.B., Gualde, N. (2008). Arachidonic-acid derived eicosanoids: roles in
biology and immunopathology. Trends in Molecular Medicine 14: 461-469.

Hazell, L.J., Arnold, L., Flowers, D., Waeg, G., Malle, E.,Stocker, R. (1996). Presence of
Hypochlorite-modified Proteins in Human Atherosclerotic Lesions. Journal of
Clinical Investigation 97: 1535-1544.

Hazen, S.L., Hsu, F.F., Duffin, K., Heinecke, J.W. (1996). Molecular Chlorine Generated
by the Myeloperoxidase-Hydrogen Peroxide-Chloride System of Phagocytes
Converts Low Density Lipoprotein Cholesterol into a Family of Chlorinated Sterols.
Journal of Biological Chemistry 271: 23080-23088.

Hecker, E. (1968). Cocarcinogenic principles from the seed oil of Croton tiglium and from
other Euphorbiaceae. Cancer Research 28: 2338-2349.

Hernandez, H., Godinez, H. (1994). Contribucién al conocimiento de las cacticeas
mexicanas amenazadas. Acta Botanica Mexicana 26: 33-52.

Hernandez-Lépez, D., Vaillant, F., Reynoso-Camacho, R., Guzman-Maldonado, S.H.
(2008). Muyrtillocactus (Cactaceae): botanical, agronomic, physicochemical and
chemical characteristics of fruits. Fruits 63: 269-276.

Hernandez-Pérez, M., Sénchez-Mateo, C.C., Montalbetti-Moreno, Y., Rabanal, R.M.
(2004). Studies on the analgesic and anti-inflammatory effects of Sideritis candicans
Ait. var. eriocephala Webb aerial part. Journal of Ethnopharmacology 93: 279-284.

Heyl, G. (1901). Ueber das Vorkommen von Alkaloiden und Saponinen in Cacteen. Archiv
der Pharmazie 239: 451-473. doi: 10.1002/ardp.19012390607

Higley, N.A., Taylor, S.L. (1984). The steatotic and cytotoxic effects of cholesterol oxides
in cultured L cells. Food and Chemical Toxicology 22: 983-992.

Hofseth, L.J. (2008). Nitric oxide as a target of complementary and alternative medicines to
prevent and treat inflammation and cancer. Cancer Letters 268: 10-30.

Holden, N.S., Squires, P.E., Kaur, M., Bland, R., Jones, C.E., Newton R. (2008). Phorbol
ester-stimulated NF-kB-dependent transcription: Roles for isoforms of novel protein
kinase C. Cellular Signalling 20: 1338-1348.

Hovenkamp, E., Demonty, I., Plat, J., Litjohann, D., Mensink, R.P., Trautwein, E.A.
(2008). Biological effects of oxidized phytosterols: A review of the current

knowledge. Progress in Lipid Research 47: 37-49.



Hu, Z.B., Ma, W., Uphoff, C.C., Metge, K., Gignac, S.M., Drexler, H.G. (1993)
Myeloperoxidase: expression and modulation in a large panel of human leukemia-
lymphoma cell lines. Blood 82: 1599-1607.

Huguet, A.l., Recio, M.C., Méfez, S., Giner, R.M., Rios, J.L. (2000). Effect of
triterpenoids on the inflammation induced by protein kinase C activators, neuronally
acting irritants and other agents. European Journal of Pharmacology 410: 69-81.

Hurst, J.K., Barrette, W.C. (1989). Leukocytic Oxygen Activation and Microbicidal
Oxidative Toxin. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 24: 271-
328.

Ignarro, L.J., Cirino, G., Casini, A., Napoli, C. (1999). Nitric oxide as a signalling molecule
in the vascular system: an overview. Journal of Cardiovascular Pharmacology 34:
879-86.

Imai, T., Okazaki, S., Kinoshita, K., Koyama, K., Takahashi, K., Yuasa, H. (2006).
Triterpenoid saponins from cultural plants of Stenocereus stellatus (Cactaceae).
Journal of Natural Medicines 60: 49-53.

Issekutz, A.C. (1983). Comparison of the effects of glucocorticoid and indomethacin
treatment on the acute inflammatory reaction in rabbits. Immunopharmacology 5:
183-195.

Jackson, D.L., Graff, C.B., Richardson, J.D., Hargreaves, K.M. (1995). Glutamate
participates in the peripheral modulation of thermal hyperalgeisa in rats. European
Journal of Pharmacology 284: 321-325.

Jett, M.F., Ramesha, C.S., Brown, C.D., Chiu, S., Emmett, C., Voronin, T., Sun, T.,
O’Yang, C., Hunter, J.C., Eglen, R.M., Johnson, R.M. (1999). Characterization of the
Analgesic and Anti-Inflammatory Activities of Ketorolac and Its Enantiomers in the
Rat. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 288: 1288-1297.

Jiang, J., Li, Y., Chen, Z., Min, Z., Lou, F. (2006). Two novel C,o-5B-sterols from the stems
of Opuntia dillenii. Steroids 71: 1073-1077.

Jolad, S., Steelink, C. (1969). Thurberin, a new pentacyclic triterpene from organ-pipe
cactus. Journal of Organic Chemistry 34: 1367-1369.

Karin, M., Greten, F.R. (2005). NF-kappaB: linking inflammation and immunity to cancer

development and progression. Nature Reviews in Immunology 5: 749-7509.



Karin, M., Liu, Z., Zandi, E. (1997). AP-1 function and regulation. Current Opinion in Cell
Biology 9: 240-246.

Kasprzyk, Z., Pyrek, J., Jolad, S.D., Steelink, C. (1970). Identity of calenduladiol and
thurberin:  a lupenediol found in marigold flowers and organ pipe cactus.
Phytochemistry 9: 2065-2066.

Keardrit, K., Rujjanawate, C., Amornlerdpison, D. (2010). Analgesic, antipyretic and anti-
inflammatory effects of Tacca chantrieri Andre. Journal of Medicinal Plants
Research 4: 1991-1995.

Kettle, A.J., Winterbourn, C.C. (1988). Superoxide modulates the activity of
myeloperoxidase and optimizes the production of hypochlorous acid. Journal of
Biochemistry 252: 529-536.

Kettle, A.J., Winterbourn, C.C. (1994). Assays for the chlorination activity of
myeloperoxidase. Methods in Enzymology 233: 502-512.

Kettle, A.J., Robertson, 1.G.G., Palmer, B.D., Anderson, R.F., Patel, K.B., Winterbourn,
C.C. (1992). Oxidative metabolism of Amsacrine by the neutrophyl enzyme
myeloperoxidase. Biochemical Pharmacology 44: 1731-1738.

Kettle, A.J., Winterbourn, C.C. (1991). Mechanism of inhibition of myeloperoxidase by
anti-inflammatory drugs. Biochemical Pharmacology 41: 1485-1492.

Kettle, A.J., Winterbourn, C.C. (1997). Myeloperoxidase: A Key Regulator of Neutrophil
Oxidant Production. Redox Reports 3: 3-15.

Khong, P.W., Lewis, K.G. (1975). New triterpenoid extractives from Lemaireocereus
chichipe. Australian Journal of Chemistry 28: 165-172.

Kinoshita, K., Akiba, M., Saitoh, M., Ye, Y., Koyama, K., Takahashi, K., Kondo, N.,
Yuasa, H. (1998). Antinociceptive Effect of Triterpenes from Cacti. Pharmaceutical
Biology 36: 50-55.

Kinoshita, K., Koyama, K., Takahashi, K., Kondo, N., Yuasa, H. (2000). A New
Triterpenoid Saponin from Isolatocereus dumortieri. Journal of Natural Products 63,
701-703.

Kircher, W.H. (1980). Triterpenes in organ pipe cactus. Phytochemistry 19: 2707-2712.

Kircher, W.H. (1977). Triterpene glycosides and queretaroic acid in organ pipe cactus.
Phytochemistry 16: 1078-1080.



Kircher, W.H., Bird, H.L. (1982). Five 3B, 6a-dihydroxysterols in organ pipe cactus.
Phytochemistry 21: 1705-1710.

Klebanoff, S.J. (2005). Myeloperoxidase: friend and foe Journal of Leukocyte Biology 77:
598-625.

Knight, J.C., Pettit, G.R. (1969). Arizona Flora: The sterols of Peniocereus greggii.
Phytochemistry 8: 477-482.

Knight, J.C., Wilkinson, D.l., Djerassi, C. (1966). The structure of the Cactus Sterol
Macdougallin (14a-Methyl-A8-cholestene-3p,6a-diol). A Novel Link in Sterol
Biogenesis. Journal of the American Chemical Society 88: 790-798.

Koike, K. (2005). Molecular basis of hepatitis C virus-associated hepatocarcinogenesis:
lessons from animal model studies. Clinical Gastroenterology and Hepatology 10:
132-135.

Koschutnig, K., Heikkinen, S., Kemmob, S., Lampi, A.-M., Piironen, V., Wagner, K.H.
(2009), Cytotoxic and apoptotic effects of single and mixed oxides of p-sitosterol on
HepG2-cells. Toxicology in Vitro 23: 755-762.

Koyama, K., Yama, T., Kinoshita, K., Takahashi, K., Kondo, N., Yuasa H. (1993). New
triterpenes from cactaceous plants. Journal of Natural Products 56: 2201-2203.
Kujubu, D.A., Herschman, H.R. (1992). Dexamethasone inhibits mitogen induction of the
TIS10 prostaglandin synthase/cyclooxygenase gene. Journal of Biological Chemistry

267:7991-7994.

Kundu, J.K., Surh, Y.J., (2008), Inflammation: gearing the journey to cancer. Mutation
Research 659: 15-30.

Kurumbail, R.G., Stevens, A.M., Gierse, J.K., McDonald, J.J., Stegeman, R.A., Pak, J.Y.,
Gildehaus, D., Miyashiro, J.M., Penning, T.D., Seibert, K., Isakson, P.C., Stallings,
W.C. (1996). Structural basis for selective inhibition of cyclooxygenase-2 by anti-
inflammatory agents. Nature 384: 644-648.

Kushner, 1., Rzewniki, D. (1999). Acute Phase Response. En: Inflammation: Basic
Principles and Clinical Correlates. Gallin, J.I., Snyderman, R. (Eds.) Lippincott
Williams & Wilkins.

Landino, L.M., Crews, B.C., Timmons, M.D., Morrow, J.D., Marnett, L.J. (1996).

Peroxynitrite, the coupling product of nitric oxide and superoxide, activates



prostaglandin biosynthesis. Proceedings of the National Academy of Sciences USA
93: 15069-15074.

Langenbach, R., Morham, S.G., Tiano, H.F., Loftin, C.D., Ghanayem, B.l., Chulada, P.C.,
Mabhler, J.F., Lee, C.A., Goulding, E.H., Kluckman, K.D. (1995). Prostaglandin
synthase-1 gene disruption in mice reduces arachidonic acid-induced inflammation
and indomethacin-induced gastric ulceration. Cell 83, 483-492.

Laszczyk, M.N. (2009). Pentacyclic triterpenes of the lupane, oleanane and ursane group as
tools in cancer therapy. Planta Medica 75: 1549-1560.

Lau, D., Baldus, S. (2006). Myeloperoxidase and its contributory role in inflammatory
vascular disease. Pharmacology & Therapeutics 111: 16-26.

Laye J.P., Gill, J.H. Phospholipase A2 expression in tumours: a target for therapeutic
intervention? (2003). Drug Discovery Today 8: 710-716.

Lee, S.H., Soyoola, E., Chanmugam, P., Hart, S., Sun, W., Zhong, H., Liou, S., Simmons,
D., Hwang, D. (1992). Selective expression of mitogen-inducible cyclooxygenase in
macrophages stimulated with lipopolysaccharide. Journal of Biological Chemistry
267: 25934-25938.

Lefkowitz, D.L., Gelderman, M.P., Fuhrmann, S.R., Graham, S., Starnes, J.D., Lefkowitz,
S.S., Bollen, A., Moguilevsky, N. (1999). Neutrophilic myeloperoxidase-macrophage
interactions perpetuate chronic inflammation associated with experimental arthritis.
Clinical Immunology 91: 145-55.

Liu, J. (2005). Oleanolic acid and ursolic acid: research perspectives. Journal of
Ethnopharmacology 100: 92-94.

Livrea, M.A., Tesoriere, L. (2006). Health Benefits and Bioactive Components of the Fruits
from Opuntia ficus-indica [L.] Mill. Journal of the Professional Association for
Cactus Development 8: 73-90.

Loll, P.J., Picot, D., Garavito, R.M. (1995). The structural basis of aspirin activity inferred
from the crystal structure of inactivated prostaglandin H2 synthase. Nature Structural
Biology 2: 637-643.

Lordana, S., Mackrillb, J.J., O'Brien, N.M. (2009), Oxysterols and mechanisms of apoptotic
signaling: implications in the pathology of degenerative disease. Journal of
Nutritional Biochemistry 20: 321-336.



Luna-Moralez, C.C., Aguirre, R.R. (2001). Clasificacion Tradicional, Aprovechamiento y
Distribucion Ecologica de la Pitaya Mixteca en México. Interciencia 26: 18-24.
Lusby, W.R., Buchmann, S.L., Feldlaufer, M.F. (1993). Pollen sterols from three species of

Sonoran cacti. Lipids 28: 469-470.

Mandujano, M.C., Golubov J., Reyes J. (2002). Lo que usted siempre quiso saber sobre las
cactaceas y nunca se atrevio a preguntar. Biodiversitas 40: 4-7.

Manning, C.B., Vallyathan, V., Mossman, B.T. (2002). Diseases caused by asbestos:
mechanisms of injury and disease development. International Immunopharmacology
2:191-200.

Mantovani, A., Allavena, P., Sica, A., Balkwill, F. (2008). Cancer-related inflammation.
Nature 454, 436-444.

Mardini, I.A., FitzGerald, G.A. (2001). Selective Inhibitors of Cyclooxygenase-2 A
Growing Class of Anti-Inflammatory Drugs. Molecular Interventions 1: 30-38.

Martin, R., lbeas, E., Carvalho-Tavares, J., Herndndez, Mm., Ruiz-Gutierrez, V., Nieto,
M.L. (2009). Natural Triterpenic Diols Promote Apoptosis in Astrocytoma Cells
through ROS-Mediated Mitochondrial Depolarization and JNK Activation. PL0S
ONE 4: €5975. d0i:10.1371/journal.pone.0005975

Marx, M., Leclercq, J., Tursch, B., Djerassi, C. (1967). Terpenoids. LX. Revised structures
of the cactus triterpene lactones stellatogenin and thurberogenin. Journal of Organic
Chemistry 32: 3150-3154.

Masferrer, J.L., Zweifel, B.S., Manning, P.T., Hauser, S.D., Leahy, K.M., Smith, W.G,,
Isakson, P.C., Seibert, K. (1994). Selective Inhibition of Inducible Cycloxigenase-2
in Inflammation and Pain. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 91:
3228-3232.

Material Safety Data Sheet, (2011). Indomethacin. Santa Cruz Biotechnology, Inc. 2145
Delaware Avenue, Santa Cruz, California 95060. 4 p.

Malle, E., Waeg, G., Schreiber, R., Grone, E. F., Sattler, W., Grone, H. J. (2000).
Immunohistochemical evidence for the myeloperoxidase/H202/halide system in
human atherosclerotic lesions: colocalization of myeloperoxidase and hypochlorite-

modified proteins. European Journal of Biochemistry 267: 4495-4503.



McAdam, B.F., Mardini, I.A., Habib, A., Burke, A., Lawson, J.A., Kapoor, S., FitzGerald,
G.A. (2000). Effect of regulated expression of human cyclooxygenase isoforms on
eicosanoid and isoeicosanoid production in inflammation. Journal of Clinical
Investigation 105: 1473-1482.

McCulloch, C.A., Downey, G.P., El-Gabalawy, H. (2006). Signalling platforms that
modulate the inflammatory response: new targets for drug development. Drug
Discovery 5: 864-876.

Medeiros, R., Otuki, M.F., Avellar, M.C., Calixto, J.B. (2007). Mechanisms underlying the
inhibitory actions of the pentacyclic triterpene a-amyrin in the mouse skin
inflammation induced by phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate.
European Journal of Pharmacology 559: 227-235.

Moussa-Ayoub, T.E., EI-Samahy, S.K., Kroh, L.W., Rohn, S. (2011). Identification and
Quantification of Flavonol Aglycons in Cactus Pear (Opuntia ficus indica) Fruit
Using a Commercial Pectinase and Cellulase Preparation. Food Chemistry 124: 1177-
1184.

Mollace, V., Muscoli, C., Masini, E., Cuzzocrea, S., Salvemini, D. (2005). Modulation of
Prostaglandin  Biosynthesis by Nitric Oxide and Nitric Oxide Donors.
Pharmacological Reviews 57: 217-252.

Monks, A., Scudeiro, D., Skehan, P., Shoemaker, R., Paull, K., Vistica, D., et al. (1991).
Feasibility of a high-flux anticancer drug screen using a diverse panel of cultured
human tumor cell lines. Journal of the National Cancer Institute 83: 757.

Morham, S.G., Langenbach, R., Loftin C.D., Tiano, H.F., Vouloumanos N., Jennette, J.C.,
Mahler, J.F., Kluckman, K.D., Ledford, A., Lee, C.A. (1995). Prostaglandin synthase
2 gene disruption causes severe renal pathology in the mouse. Cell 83: 473-482.

Morishita, Y., Morishima, Y., Ogura, M., Nagai, Y., Ohno, P. (1986). Biochemical
characterization of human myeloperoxidase using three specific monoclonal
antibodies. British Journal of Haematology 63: 435-444.

Morris, C.J. (2003). Carrageenan-induced paw edema in the rat and mouse. Methods in
Molecular Biology 225: 115-121.



Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
Application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunology Methods
65: 55-63.

Mosshammer, M.R., C. Stintzing, F.C., Carle, R. (2006). Cactus Pear Fruits (Opuntia spp.):
A Review of Processing Technologies and Current Uses. Journal of the Professional
Association for Cactus Development 8: 1-25.

Muller, W.A. (2002). Leukocyte-Endothelial Cell Interactions in the Inflammatory
Response. Laboratory Investigation 82: 521-533.

Murakawa, M., Kumiko, Y., Yoshitana, T., Yoshiaki, F. (2006). Involvement of tumor
necrosis factor (TNF)-a in phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA)-induced skin edema in mice. Biochemical Pharmacology 71: 1331-1336.

Nakamura, Y., Kozuka, M., Naniwa, K., Takabayashi, S., Torikai, K.,Hayashi, R., Sato, T.,
Ohigashi, H., Osawa, T. (2003). Arachidonic acid cascade inhibitors modulate
phorbol ester-induced oxidative stress in female ICR mouse skin: diferential roles of
5-lipooxigenase and cyclooxigenase-2 in leukocyte infiltration and activation. Free
Radical Biology & Medicine 35: 997-1007.

Nakano, M., Denda, N., Matsumoto, M., Kawamura, M., Kawakubo, Y., Hatanaka, K.,
Hiramoto, Y., Sato, Y., Noshiro, M., Harada Y., (2007). Interaction between
cyclooxygenase (COX)-1- and COX-2-products modulates COX-2 expression in the
late phase of acute inflammation. European Journal of Pharmacology 559: 210-218.

Nam, K.Y., Morino, A., Kimura, S., Fujiki, H., Himanishi, Y. (1990). Modulation of
phospholipase A2 activity by the tumour promoters phorbol esters and teleocidin.
Biochemical Journal 268: 169-173.

Nantel, F., Denis, D., Gordon, R., Northey, A., Cirino, M., Metters, K.M., Chan, C.C.
(1999). Distribution and regulation of cyclooxygenase-2 in carrageenan-induced
inflammation. British Journal of Pharmacology 128: 853-859.

Nauseef, W.M. (1986). Myeloperoxidase biosyntesis by a human promielocytic leukemia
cell line: insight into myeloperoxidase deficiency. Blood 67: 865-872.

Nauseef, W.M., Olsson, I., Arnljots, K. (1988). Biosynthesis and processing of
myeloperoxidase--a marker for myeloid cell differentiation. Eurpean Journal of
Haematology 40: 97-110.



Nauseef, W.N. (2001). Contributions of Myeloperoxidase to Proinflammatory Events:
More Than an Antimicrobial System. International Journal of Hematology 74: 125-
133.

Nes, W.D., Schmidt, J.O. (1988). Isolation of 25(27)-dehydrolanost-8-enol from Cereus
giganteus and its biosynthetic implications. Phytochemistry 27: 1705-1708.

Nicholls, S.J., Hazen, S.L. (2009). Myeloperoxidase, modified lipoproteins, and
atherogenesis. Journal of Lipid Research 50: S346-S351.

Nieto-Mendoza, E., Guevara-Salazar, J.A., Ramirez-Apan, M.T., Frontana-Uribe, B.A.,
Cogordan, J.A., Céardenas, J. (2005). Electro-Oxidation of Hispanolone and Anti-
Inflammatory Properties of the Obtained Derivatives. Journal of Organic Chemistry
70: 4538-4541.

Norma Oficial Mexicana NOM-059-Ecol-1994Diario Oficial de la Federacion, 1994. Tomo
CDLXXXVIII, nam. 10, México.

O’Banion, M.K., Winn V.D., Young D.A. (1992). cDNA cloning and functional activity of
a glucocorticoid-regulated inflammatory cyclooxygenase. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 89: 4888-4892.

Ocegueda S., Llorente-Bousquets, J. (2008). Catalogo taxondmico de especies de México,
en Capital natural de México, vol. I: Conocimiento actual de la biodiversidad.
CONABIO. México, CD1.

Ogunbodede, O., McCombs, D., Trout, K., Daley, P., Terry, M. (2010). New mescaline
concentrations from 14 taxa/cultivars of Echinopsis spp. (Cactaceae) ("San Pedro™)
and their relevance to shamanic practice. Journal of Ethnopharmacology 131: 356-
62.

Okazaki, S., Kinoshita, K., Koyama, K., Takahashi, K., Yuasa, H. (2007). New triterpene
saponins from Stenocereus eruca (Cactaceae). Journal of Natural Medicines 61: 24-
29.

Ortiz de Montellano, P.R. (1992). Catalytic sites of hemoprotein peroxidases. Annual
Review of Pharmacology and Toxicology 32: 89-107.

Ovesna, Z., Vachalkova, A., Horvathova, K., Tothova, D. (2004). Pentacyclic triterpenoic
acids: new chemoprotective compounds. Neoplasma 51: 327-333.



Oviedo-Chavez, I., Ramirez-Apan, T., Martinez-Vazquez, M. (2005), Cytotoxic activity
and effect on nitric oxide production of tirucallane-type triterpenes. Journal of
Pharmacy and Pharmacology 57: 1087-1092.

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

Panasenko, O.M, Evgina, S.A., Aidyraliev, R.K., Sergienko, V.I., Vladimirov, Y.A. (1994).
Peroxidation of human blood lipoproteins induced by exogenous hypochlorite or
hypochlorite generated in the system of "myeloperoxidase + H,O, + CI-". Free
radical biology & medicine 16: 143-148.

Panigrahy, D., Kaipainen, A., Greene, E.R., Huang, S. (2010). Cytochrome P450-derived
eicosanoids: the neglected pathway in cancer. Cancer Metastasis Review 29:723-735.

Panthong, A., Kanjanapothi, D., Taesotikul, T., Phankummoon, A., Panthong, K.,
Reutrakul, V. (2004). Anti-inflammatory activity of methanolic extracts from
Ventilago harmandiana Pierre. Journal of Ethnopharmacology 91: 237-242.

Peredes, F.M., Lira, S.R., Davila, A.P. (2007). Estudio Etnobotanico de Zapotitlan Salinas,
Puebla. Acta Botanica Méxicana 79: 13-61.

Patrick, E., Maibach, H.I., Burkhalter, A. (1985). Mechanism of chemically induced skin
irritation. Toxicology and Applied Pharmacology 81: 476-490.

Petronelli, A., Pannitteri, G., Testa, U. (2009). Triterpenoids as new promising anticancer
drugs. Anti-cancer Drugs 20: 880-892.

Piga, A. (2004). Cactus Pear: A Fruit of Nutraceutical and Functional Importance. Journal
of the Professional Association for Cactus Development 6: 9-22.

Porta, C., Larghi, P., Rimoldi, M., Totaro, M.G., Allavena, P., Mantovani, A., Sica, A.
(2009). Cellular and molecular pathways linking inflammation and cancer.
Immunobiology 214: 761-777.

Puignerd, V., Turull, A., Queralt, J. (1998). Arachidonic acid (aa) and Tetradeca
noylphorbol acetate (tpa) exert systemic effects when Applied topically in the mouse.
Inflammation 22: 307-314.



Puignero, V., Queralt, J. (1997). Effect of Topically Applied Cyclosporin A on Arachidonic
Acid (Aa)- and Tetradecanoylphorbol Acetate (Tpa)-Induced Dermal Inflammation in
Mouse Ear. Inflammation 21: 357-3609.

von Rahden, B.H., Stein, H.J., Puhringer, F., Koch, I., Langer, R., Piontek, G., Siewert,
J.R., Hofler, H., Sarbia, M. (2005). Coexpression of cyclooxygenases (COX-1, COX-
2) and vascular endothelial growth factors (VEGF-A, VEGF-C) in esophageal
adenocarcinoma. Cancer Research 65: 5038-5044.

Recio, M.C., Giner, R.M., Ménez, S., Gueho, J., Julien, H.R., Hostettmann, K., Rios, J.L.
(1995a). Investigations on the steroidal anti-inflammatory activity of triterpenoids
from Diospyros leucomelas. Planta Medica 61: 9-12.

Recio, M.C., Giner, R.M., Manez, S., Rios, J.L. (1995b). Structural requirements for the
anti-inflammatory activity of natural triterpenoids. Planta Medica 61: 182-185.
Reyes, S.J. (2009). Conservacion y restauracion de cactaceas y otras plantas suculentas

mexicanas. Manual Practico. CONAFOR y SEMARNAT, México. 108 p.

Reyes, J., Terrazas, T. (1991). Cactaceas raras, amenazadas y en peligro de extincion de las
colecciones del Jardin Botanico, IB-UNAM. Amaranto 4: 7-10. (Citado en
Mandujano et al., 2002).

Rhodes, P., Leone, A.M., Francis, P.L., Struthers, A.D., Moncada, S., Rhodes, P.M. (1995).
The L-arginine: nitric oxide pathway is the major source of plasma nitrite in fasted
humans. Biochemical and Biophysical Research Communications 209: 590-596.

Richardson, M. (1978) Flavonols and C-Glycosylflavonoids of the Caryophyllales.
Biochemical Systematics and Ecology 6: 283-286.

Rios, J.L. (2010). Effects of triterpenes on the immune system. Journal of
Ethnopharmacology 128: 1-14.

Roder, D.M. (2002). The epidemiology of gastric cancer. Gastric Cancer 5: 5-11.

Rosenberg H.F., Gallin J.I. (2003), Inflammation. In: Paul W. (Editor), Fundamental
Immunology. 5th edition. Lippincott Williams & Wilkins.

Rowlands, D.K., Kao, C., Wise, H. (2001). Regulation of prostacyclin and prostaglandin
E(2) receptor mediated responses in adult rat dorsal root ganglion cells, in vitro.

British Journal of Pharmacology 133: 13-22.



Rowlinson, S.W., Crews, B.C., Lanzo, C.A., Marnett, L.J. (1999). The binding of
arachidonic acid in the cyclooxygenase active site of mouse prostaglandin
endoperoxide synthase-2 (COX-2). A putative L-shaped binding conformation
utilizing the top channel region. Journal of Biological Chemistry 274: 23305-23310.

Salazar, J.R., Martinez-Vazquez, M., Cespedes, C.L., Ramirez-Apan, T., Nieto-Camacho,
A., Rodriguez-Silverio, J., Flores-Murrieta, F. (2011). Anti-Inflammatory and
Cytotoxic Activities of Chichipegenin, Peniocerol, and Macdougallin Isolated from
Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Con. Zeitschrift fur Naturforschung
66¢: 24-30.

Salt, T.A., Tocker, J.E. and Adler, J.H. (1987). Dominance of 5-sterols in eigth species of
the Cactaceae. Phytochemistry 29: 731-733.

Salvemini, D., Wang, Z.Q., Wyatt, P.A., Bourdon, D.M., Marino, M.H., Manning, P.T.,
Currie, M.G. (1996). Nitric oxide: a key mediator in the early and late phase of
carrageenan-induced rat paw inflammation. British Journal of Pharmacology 118:
829-838.

Sanchez, T., Moreno, J.J. (1999a). Role of prostaglandin-H synthase isoforms in murine ear
edema induced by phorbol Ester application on skin. Prostaglandis and other Lipid
Mediators 57: 119-131.

Sanchez, T., Moreno, J.J. (1999b). Role of leucocyte influx in tissue prostaglandin H
synthase-2 overexpression induced by phorbol ester and arachidonic acid in skin.
Biochemical Pharmacology 58: 877-879.

Sanchez-Gonzélez, A., Granados-Sanchez, D., Simén-Nabor, R. (2008). Uso medicinal de
las plantas por los otomies del municipio de Nicolas Flores, Hidalgo, México. Revista
Chapingo. Serie horticultura 14: 271-279.

Sandoval, A., Manjarrez, A., Leeming, P.R., Thomas, G.H., Djerassi, C. (1957).
Terpenoids. XXX. The structure of the cactus triterpene chichipegenin. Journal of the
American Chemical Society 79: 4468-4472.

Schaller, H. (2003). The role of sterols in plant growth and development. Progress in Lipid
Research 42: 163-175.

Schlingemann, J., Hess, J., Wrobel, G., Breitenbach, U., Gebhardt, C., Steinlein, P.,
Kramer, H., Firstenberger, G., Hahn, M., Angel, P., Lichter, P. (2003). Profile of



gene expression induced by the tumour promoter TPA in murine epithelial cells.
International Journal of Cancer 104: 699-708.

Schmidt, H.H.H.W., Nau, H., Wittfoht, W., Gerlach, J., Prescher, K.E., Klein, M.M. (1988)
Arginine is the physiological precursor of endothelium-derived nitric oxide.
European Journal of Parmacology 154: 213-216.

Schonbeck, U., Sukhova, G. K., Graber, P., Coulter, S., Libby, P. (1999). Augmented
expression of cyclooxygenase-2 in human atherosclerotic lesions. American Journal
of Pathology 155, 1281-1291.

Schwartsburd, P.M. (2003). Chronic inflammation as inductor of pro-cancer
microenvironment: Pathogenesis of dysregulated feedback control. Cancer and
Metastasis Reviews 22: 95-102.

Seebacher, W., Simic, N., Weis, R., Saf, R., Kunert, O. (2003). Complete assignments of
'H and *C NMR resonances of oleanolic acid, 18a-oleanolic acid, ursolic acid and
their 11-oxo derivatives. Magnetic Resonance in Chemistry 41: 636-638.

Seibert, K., Zhang, Y., Leahy, K., Hauser, S., Masferrer, J., Perkins, W., Lee, L., Isakson,
P. (1994). Pharmacological and biochemical demonstration of the role of
cyclooxygenase 2 in inflammation and pain. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 91: 12013-12017.

Shacter, E., Lopez, R.L., Patia, S. (1991). Inhibition of the myeloperoxidase-H,0,-Cl"
system of neutrophils by indomethacin and other non-steroidal anti-inflammatory
drugs. Biochemical Pharmacology 41: 975-984.

Shamma, M., Rosenstock, P D. (1959). Triterpenes of Heliabravoa chende. Journal of
Organic Chemistry 24: 726-728.

Shedbalkar, U.U., Adki, V.S., Jadhav, J.P., Bapat, V.A. (2010). Opuntia and Other Cacti:
Applications and Biotechnological Insights. Tropical Plant Biology 3: 136-150.
Sheng, H., Shao, J., Dixon, D.A., Williams, C.S., Prescott, S.M., DuBois, R.N.,,
Beauchamp, R.D. (2000). Transforming growth factor-betal enhances Ha-ras-
induced expression of cyclooxygenase-2 in intestinal epithelial cells via stabilization

of MRNA. Journal of Biological Chemistry 275: 6628-6635.

Simmons, D.L., Botting, R.M. Hla, T. (2004). Cyclooxygenase Isozymes: The Biology of

Prostaglandin Synthesis and Inhibition. Pharmacological Reviews 56: 387-437



Six, D.A., Dennis, E.A. (2000). The expanding superfamily of phospholipase A2 enzymes:
classification and characterization. Biochimica et Biophysica Acta 1488: 1-19.

Smith, C.J., Zhang, Y., Koboldt, C.M., Muhammad, J., Zweifel, B.S., Shaffer, A., Talley,
J.J., Masferrer, J.L., Seibert, K., Isakson, P.C. (1998). Pharmacological analysis of
cyclooxygenase-1 in inflammation. Proceedings of the National Academy of Sciences
USA 95: 13313-13318.

Sogno, 1., Vannini, N., Lorusso, G., Cammarota, R., Noonan, D.M., Generoso, L., Sporn,
M.B., Albini, A. (2009). Anti-angiogenic activity of a novel class of chemopreventive
compounds: oleanic acid terpenoids. Recent Results in Cancer Research 181: 209-
212.

de Souza-Pereira R. (2009), Selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors used for
preventing or regressing cancer. Recent patents on anti-cancer drug discovery 4: 157-
163.

Standifer, L.N., Barbier, M.D. (1968). Pollen sterols - a mass spectrographic survey.
Phytochemistry 7: 1361-1365.

Stintzing, F.C., Carle, R. (2005). Cactus stems (Opuntia spp.): a review on their chemistry,
technology, and uses. Molecular Nutrition & Food Research 49: 175-194.

Stintzing, F.C., Schieber, A., Carle, R. (2002). Betacyanins in fruits from red-purple pitaya,
Hylocereus polyrhizus (Weber) Britton & Rose. Food Chemistry 77: 101-106.

Strack, D., Vogt, T., Schliemann, W. (2003). Recent advances in betalain research.
Phytochemistry 62: 247-2609.

Stock, J.L., Shinjo, K., Burkhardt, J., Roach, M., Taniguchi, K., Ishikawa, T., Kim, H.S,,
Flannery, P.J., Coffman, T.M., McNeish, J.D., Audoly, L.P. (2000). The
prostaglandin E2 EP1 receptor mediates pain perception and regulates blood pressure.
Journal of Clinical Investigation 107: 325-331.

Sultana, N., Ata, A. (2008). Oleanolic acid and related derivatives as medicinally important
compounds. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry 23: 739-756.

Sun, H., Fang, W.S., Wang, W.Z., Hu, C. (2006). Structure-activity relationships of

oleanane- and ursane-type triterpenoids. Botanical Studies 47: 339-368.



Suzuki, K., Ota, H., Sasagawa, S., Sakatani, T., Fujikura, T. (1983). Assay method for
mieloperoxidase in human polymorfonuclear leukocytes. Analytical Biochemistry
132: 345-352.

Svensson. B.E. (1988). Myeloperoxidase oxidation states involved in myeloperoxidase-
oxidase oxidation of thiols. Journal of Biochemistry 256: 751-755.

Svensson, C.I., Yaksh, T.L. (2002). The spinal phospholipase-cyclooxygenase-prostanoid
cascade in nociceptive processing. Annual Review of Pharmacology and Toxicology
42:553-583.

Taddei-Bringas, G.A., Santillana-Macedo, M.A., Romero-Cancio, J.A., Romero-Téllez,
M.B. (1999). Acceptance and use of medicinal plants in family medicine. Salud
Publica de México 41: 216-220.

Takizawa, T., Kinoshita, K., Koyama, K., Takahashi, K., Kondo, N., Yuasa H. (1995). A
new triterpene from Rathbunia alamosensis. Journal of Natural Products 58: 1913-
1914,

Taylor, K.R., Gallo, R.L. (2006). Glycosaminoglycans and their proteoglycans: host-
associated molecular patterns for initiation and modulation of inflammation. FASEB
Journal 20: 9-22.

Thun, J.M., Henley, S.J., Patrono, C. (2002). Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs as
Anticancer Agents: Mechanistic, Pharmacologic, and Clinical Issues. Journal of the
National Cancer Institute 94: 252-266.

Titos, E. (2004). Biosintesis de mediadores lipidicos derivados de la 5-lipooxigenasa en el
sinusoide hepatico. Implicaciones en la fibrogénesis hepatica. (Disertacion Doctoral,
Universitat de Barcelona, Espafia).

Turini, M.E., DuBois, R.N. (2002). Cyclooxygenase-2: A Therapeutic Target. Annual
Reviews in Medicine 53: 35-57.

Trush, M.A., Egner, P.A., Kensler, T.W. (1994). Myeloperoxidase as a biomarker of skin
irritation and inflammation. Food and Chemical Toxicology 32:143-147.

Ukiya, M., Akihisa, T., Yasukawa, K., Kasahara, Y., Kimura, Y., Koike, K., Nikaido, T.,
Takido, M. (2001). Constituents of Compositae Plants. 2. Triterpene Diols, Triols,
and Their 3-O-Fatty Acid Esters from Edible Chrysanthemum Flower Extract and



Their Anti-inflammatory Effects. Journal of Agricultural and Food Chemistry 49:
3187-3197.

Valente, L.M.M, da Paixdo, D., do Nascimento, A.C., dos Santos, P.F.P., Scheinvar, L.A.,
Moura, M.R.L., Tinoco, L.W., Nelson, L., da Silva, J.F.M. (2010). Antiradical
Activity, Nutritional Potential and Flavonoids of the Cladodes of Opuntia
monacantha (Cactaceae). Food Chemistry 123: 1127-1131.

Vane, J.R., Bakhlel, Y.S., Botting, R.M. (1998). Cyclooxygenases 1 and 2. Annual
Reviews in Pharmacology and Toxicology 38: 97-120.

Vanegas, H., Schaible, H.G. (2001). Prostaglandins and cyclooxygenases [correction of
cycloxygenases] in the spinal cord. Progress in Neurobiology 64: 327-363.

Wang, X., Lin, Y. (2008). Tumor necrosis factor and cancer, buddies or foes? Acta
Pharmacologica Sinica 29: 1275-1288.

Weiss, S. J., Klein, R., Slivka, A., Wei, M. (1982) Chlorination of taurine by human
neutrophils. Evidence for hypochlorous acid generation. Journal of Clinical
Investigation 70: 598-607.

Werz, O., Klemm, J., Samuelsson, B., Radmark, O. (2001). Phorbol ester up-regulates
capacities for nuclear translocation and phosphorylation of 5-lipoxygenase in Mono
Mac 6 cells and human polymorphonuclear leukocytes. Blood 97: 2487-2495.

Wieisinger, H. (2001). Arginine metabolism and the syntheis of nitric oxide in the nervous
system. Progress in Neurobiology 64: 365-91.

Wink, D.A., Ridnour, L.A., Hussain, S.P., Harris, C.C. (2008). The reemergence of nitric
oxide and cancer. Nitric Oxide 19: 65-67.

Winter, C.A., Risley, E.A., Nuss, G.W. (1962). Carrageenin - induced oedema in hind paw
of the rat as an assay for anti-inflammatory drugs. Proceedings of the Society for
Experimental Biology and Medicine 111: 544-547.

Wollenweber, E., Doerr, M. (1995). Wax composition of the two cacti Hylocereus purpusii
and Stenocereus beneckii. Biochemical Systematics and Ecology 23: 577.

Wybraniec, S., Platzner, 1., Geresh, S., Gottlieb, H.E., Haimberg, M., Mogilnitzki, M.,
Mizrahi, Y. (2001). Betacyanins from vine cactus Hylocereus polyrhizus.
Phytochemistry 58: 1209-1212.



Wymann, M.P., Schneiter, R. (2008). Lipid signalling in disease. Molecular Cell Biology 9:
162-176.

Xie, W.L., Chipman, J.G., Robertson, D.L., Erikson, R.L., Simmons, D.L. (1991).
Expression of a mitogen-responsive gene encoding prostaglandin synthase is
regulated by mRNA splicing. Proceedings of the National Academy of Sciences USA
88: 2692-2696.

Yaksh, T.L., Dirig, D.M., Conway, C.M., Svensson, C., Luo, Z.D., Isakson, P.C. (2001).
The acute antihyperalgesic action of nonsteroideal anti-inflammatory drugs and
release of spinal prostaglandin E2 is mediated by the inhibition of constitutive spinal
cyclooxigenase-2 (COX-2) but not COX-1. Journal of Neurosciences 21: 5847-5853.

Yasukawa, K., Akihisa, T., Oinuma, H., Kasahara, Y., Kimura, Y., Yamanouchi, S.,
Kumaki, K., Tamura, T., Takido, M. (1996). Inhibitory effect of Di- and Trihydroxy
Triterpenes from the Flowers of Compositae on 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
acetate-Induced Inflammation in Mice. Biological and Pharmaceutical Bulletin 19:
1329-1331.

Ye, W., Liu, X., Zhang, Q., Che, C., Zhao, S. (2001). Antisweet Saponins from Gymnema
sylvestre. Journal of Natural Products 64: 232-235.

Ye, Y., Kaoru Kinoshita, K., Kiyotaka Koyama, K., Kunio Takahashi, K., Norio Kondo,
N., Yuasa, H. (1998). New Triterpenes from Machaerocereus eruca. Journal of
Natural Products 61: 456-460.

Yedgar, S., Cohen, Y., Shoseyov, D. (2006). Control of Phospholipase A2 activities for the
treatment of inflammatory conditions. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular
and Cell Biology of Lipids 1761: 1373-1382.

Yoshikawa, K., Ogata, H., Arihara, S., Chang, H., Wang, J. (1998). Antisweet Natural
Products. XIII. Structures of Alternosides I-X from Gymnema alternifolium.
Chemical and Pharmaceutical Bulletin 46: 1102-1107.

Yoshimura, A. (2006). Signal transduction of inflammatory cytokines and tumor
development. Cancer Science 97: 439-447.

Youa, H.J., Choib, C.Y., Kimb, J.Y., Parkc, S.J., Hahmc, K.S., Jeong, H.G. (2001). Ursolic

acid enhances nitric oxide and tumor necrosis factor-K production via nuclear factor-



UB activation in the resting macrophages. Federation of European Biochemical
Societies Letters 509: 156-160.

Zhang, C., Yang, J., Jacobs, J. D., Jennings, L. K. (2003). Interaction of myeloperoxidase
with vascular NAD(P)H oxidase-derived reactive oxygen species in vasculature:
implications for vascular diseases. American Journal of Physiology - Heart and
Circulatory Physiology 285: H2563—H2572.

Zhang, Y., Shaffer, A., Portanova, J., Seibert, K., Isakson, P.C. (1997). Inhibition of
cyclooxigenase-2 rapid reverses inflammatory hiperalgesia and prostraglandin E2
production. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 282: 1069-
1075.

Zhao, W., Tilton, R.G., Corbett, J.A., McDaniel, M.L., Misko, T.P., Williamson, J.R.,
Cross, A.H., Hickey, W.F. (1996). Experimental allergic encephalomyelitis in the rat
is inhibited by aminoguanidine, an inhibitor of nitric oxide synthase. Journal of
Neuroimmunology 64: 123-133.



XI. Anexos

ANEXO 1. ARTICULO PUBLICADO



Ant-Inflammatory and Cytotoxic Activities of Chichipeeenin,
Feniocerol, and Macdougallin Isokided from MyeedHlecac trs
aerrte i Zaes { Mard, ex Pleiffy Con

Iian ?Ell:l]'lll._ Sulazart®, kiarlano Mﬁf[mE'J-‘-':II mer*=, Carios L. Cesmares”,

Torosa Ramiree-4 pan’, Artorio Micto-Camache!, Jvan RodrienceSilvrerio™,
and Francisco FloresMurricizsd

 lestituze d= Quimics, Upversdad Mosorel Acaldrcama de blézios Cindad Ulxversitaria
Cormbe Bxienor, Covoachr, L. B U4, Mexoo, L B, MEooo, Fax a5 Lelu,
F-ma T Trrmrelsesvidor 1ram raT

¥ Feouhed Az Clerdas, Depertamento de Ciznglas Bisgas Unhrarsldad del Boo-Bio
Clller, Chile

" Emcucla Supsriog dJds Belivina [nsUiuio Pol lsaeos Hacopal, Mealao, T F, Méaoe

Irsiituco ocional ds Enferrecaces Respiraioriac, Mégoo, DU F, México

U oiCamrert edersss: BEscvals e Cleneia: de la Salod. Unieereidad del Vills de Wewion,
Caepes Tapan Ciudad de Mégoo, Méezizo

= ALChor (0T correspond znee and reprinn fequess
£ Hatarforsci d, 25 =300 (200§ posoived Ape] % Sconembos 4 2000

Tae cleanans tyae titerpere chichipegeria anc the scercls seaicoeral and mazdeazillic,
isclated From Myryfonmhes peometnzons, showsd anti-indamracory sctivities in bath the
I 7w e eranay phorkol- Focerme (TRA - roicer] movse err adema modd= ant ihe err-
rageer Ar=Toneed “a1 naw edemn mecel Al sered compannds inhieied e TRA-teed
cloae in g duess-depoudent cavecr, with EDw, voluce: Iess then va suual Lo el =lewn
Loy mkoaetlenin. Aonong e, periserc ] was the oest welive cornponn] Hoeweyer, cady
pemeero. arkl weedovgallin redhezd czrmgoenen-induccd ra: pew odoma. Or the othzs
hand, ioperol and meodovgalin showes oplotomiciy azaird severs]l humon caneer o=l
line:. These resulls iadoaie H.E comzonad: isolated -Lnrr. M peogetriznar possess oadi-
i erimatry andl eyiodams preperies, 2o the preseree ol Shchipeger™ o the senal pars
ool [uEr Ty the meriedna’ naes St rersd o oate alerr

Rew wonds

L adwe i

Cencer has been asociated with the indam-
matlin nrncess slnee 18R, whan Bndalt Virchna
discovered leukoertes In ABOPLASK HEEUR. SITOE
then. there is increasicg svidencs thet chron in-
Mvmwrmzdiven in oha ||.-|u,|.-'|'l lissmmeEs coondei sl ps s »
slorificom Hsk fckor 1o TUEOUT promotkorn, poo.
q_am:-n and metazioss (Mantovani e a), 2006),
Murth=rmore, in the microenvironments of Farious
MmOt TR, eevar=1Evel: of proa-mmsmmarory
calls have been found, ord the transeription nu
cleer Eactor kappa-B (ME«B), which i5 involwec
i ke plzunwaeny prosess is eaoiesel Ao
high levels o1 th2 STO-INMSMMALOTY EMTYIES V-
clooxygenase-2 (OOX-2' and indugiblc nizic ox-
iler svulleess GO e Deen peported (Radu
amd s, 2008,

Therefare, as an altcrpative to tradizional treat-
menls that are lcsing ther offectivencss or arc

Mveififrcacter gesmedrinoer, Arti-Indammatory, Oytolod dby

pspeciic ol gty i, some ol e specilic
COMPCrEnts of the chrome inHammalory responss
heve rocontly become potendial thorapoutic ter
wels for achieving Ciereoprevention of Gancer o
chernotazrany [Dodear & ot 2005, Flioparick &
enf, 2006 Warg and Lin, 2005 Wnk of of., 2008 de
Souza Pereira, 200390,

Tekdnp Into aceoun: the sbove, our grons ha:
made conzidershle afforts to identifs phyvtochern
icaks that show both anti-inflammetory activity as
will wx crlosic pooperties [Criedo-Clayves ef all.
AU, s Flotes- Hosete and Martiner Vanques,
A0EY. Oear wesaltz and those of ethar groups have
sow i bl brilerpeass aod stevols ars poonksing
groups of nabaral comoounds, ot only oo el
anti-inflammatory oreocrtics, buk also for thoir oy
Lobon lily age i) several Lunnen coeer vell Lnes
Thete properties make thes: compoinds anTae.
tive to develop new antiturour dmogs [ Akihisa
and Wasukawa, 2001 Parre-Delgado ef af,, 2000,

EOE=SOTIIOLLC LD - 24 ] 06,00 S IO Versg cor Selechofr i Nanrioncaas g Tohorgen - e wwznicarfoossh. om < I



I R, Saleder ey af, -

As part of owr systeratic search for bloactive
sevoka p o melabolile: on pleols, we decided
b begin g semes of phyviociemocal and Doliog.
cal studizs usng cxtracts and cormopunds iso-
lated from Mwtifococius gearisinizms (Mart,
B Prail )y rom. (Caerscese), Which i commonly
known In Central Mewoo as “garzmbulio” snd
it ug2d a: anti infommarory remedy in the Mix
teco (Oraxaza Slatz) and Chomie (1lidalgo Stat=)
ol maiticines (Tana-Warsles snd Apnitte, 2000
=anche? Gonzalez & gl JUUK),

[n & proviens work we ropoited the iscladon of
ciiclipegenin L pewiooenoa) (20, awd weradeegal-
tm (3 from this speckss [Cssnades & af, 2005).
Although thess comooumds 1ave besn izalaled in
provious studies from sewcrel spoeics of the Cac-
taceae family (Sandcvaleref. 1957 Djerass of all.
POST, TG9E% Bonleht & @l 13a5 Eonlght anad Feal,
1020 Ehorg and Lewie, 1075 Kircher ornd Rind,
15052y, their BHological activities, whick could =x-
|_i:4i| 1Tae= Qe anlilivr ol nose= 07 & g'-'.v.l.lr'nrl'.-_rm.'_ T ve
noT hiesn e

The mm of the present Tessarc Woe to evalu
ate the anti-inflammstory activity of compounds
L2, wwl ¥ in Lot the P2-0-Letandecuas sl e-
bol-1s-ocetate { IPAJ-nduced mouse ear adzma
rmeds! snc the carrazesnon nduzed rat paw ada
ma t=si, 25 well as 10 assesz their criotosic activi-
Hes apanse £ a@r AF Fanisn cancsr cell 1ines i rhe
sultcrhodamins B jest.

Mlaterinl and Methods
Creacral coperinenil procedenes

All sulvenls, sulloceodaupine B (SREE. EFMI-
L5400 meadivmm, dImenyl soifmadides (TITS0r, i
orubicin, 12 O telradecanorlphorbol 13 coetate
(TEA). indomethacin, Tweer &0, carregecnan i
e ™ lichh ooseesd v acil, I|i:-[1|}r reiRyl |.ﬂ|'||:.l ]-
aminomethana  (Tris), TypsinETFTA . snciim
pentsbarcilal. streptonapeine, ©oglutamine, cnd
penicilin were from Sigma Chemizal Co. Si.
Lomis BIC. TSA. Phosphale DufCeres]-seline
(HES], Dulbeccos modined essertisl meciim
(CMEMG, and fotal bovine szrom werc from
GIBCCK Grand Island, ™0 USA. Colon carcino-
w (HOT- 150, Lrsos, carcinoe (MCF-7). leake-
muls (K-562 Chil )y, csmiral nerveds systent [CIME)
cargimoma (11 251 Clied, and prostate carcinoma
(PC-30 cel lines were supolied by the Mational
Cencer Insilnne, T15a

COmpounds Inom AT CRORS Fer i Ions 2

Irafaiion

Jﬂl..n,'.'.l" 2o 25 Teiol-olean-12-202  (chichipege-
rin, 1y, 3 hRe-dinl-cholesi-fens (peninoaen, I)
cnd  1de mathyl 386 diol cholest & pne (mae
dougalin, ¥ were isolated and purified &5 previ-
visly deseriied (Cesmales ef ab, 2003, Copies of
the onginal spectra are obfgimable from he gu-
ther for corrcspondenc:

Anémoels

Telulz CD0-1 ponlees, weighing 25— 30w wiere pau-
Alded from Instiouo 42 Fislologia Celolar, Tnd-
velsidad Mamenal Awiténoms de Méxioo, Meéxieo.
Pdelz Wistar rats, weighmg 15C-210g were pro-
e from Tretinimn Waclonal de Foafermsdaces
Razpiararizs (INERY  Wédion, T8 T“'F],.
ware treated az approved by the Animal Core
erd Use Cormmitice “HG'I-‘{{JM- T-ECoL-
SRA1-MHT AN aniveals wene Lehl oo 'I|.-5| slzmin -
orc labaralory rondiions (©othe animal hodse ot
(27 215 °C with a 1212 L Lght-dark evele and
were fed with laboratory diet and watsr ad §50-
v all experiments weTe carrla’ ol vsing a
minirwm of g% animcle per croap

TP i dwced edr edoma o

Crvaluation of anti-inflammatory  effects of
rrm['nlmﬂs =3 was performed aoonmiine ro the

U indaced mouss 2ar adema et *:u'a-wuusl}
describad [Cwizdo Chevez of 2l 20045, Briedy,
sroups of six mals CD-1 mice were anesthesiz=d
willl =alimme penolnlila ["‘n"’u ke Cplenpasni-
toneal (Lo mjection), and a salulion of 2 Lig,
TD4 disselved in 104l of cthanol was topically
epplied o ot sides ol Ui rieht ean of Qe e
(507, 2cn sE) The 18 ant receiver mmiy ems-
nel (5 pL each sidel After 10 min of TPA trea:
ment, compounds 13 wers separately epplied in
e DL —047 ma/ear dosz rerge. dissoived in etha-
nol. TREameriacm (43 a8 refarence drg was ap-
plied im a .01 046 mg'aar dose rangg, discclved
in 11 cthancliacetcne. Control enimals reecivied
vnly L peypeeclive solvenl wislwe. 40 Lt e
frimals wers saorboed by cervical Mskazanon and
£ olmg {7 nam in diamzter’) was remeved from cach
cel The swelling was azsesied as the differeace in
wilght Detwesn cghl amd k0L e [.:lug:- Thez pmac-
certage Of edema inhiblion (EI <5) Was cacu-
lated by the equation: E1 [%) = 100~ |B . LOA
whzre A is the =dema induced | » TP4 alons, and
R is the adama indnrsd by TRA plus sample
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Daia were expressed 20 the m=an = SMT of 53
Mk Ta2 Tfective dodse 50 iEDy) vités were
@atimited from linsar reersssion squetions colen
laded] with sienidcant data.

Coreageonian-<ndured ret paw cdema lor

Ne commoman-induval i pan cldena wan
PHTOTEC A200CEEE M0 the Methid clesoribed
proviesly (OvicdeChavez o af, 20M), with
adght modifcations. Bredy the basa volums= of
the Flght paw of efch rar wIs measused wih a
plechvemomater (model 7153 UGO, Besle, Va
rese, Daly). Immed oy theteaftor, compeounds
=V wvemes anhimi i muey ip im 2 sdv=ul wistime
of [weer o [3%) 10 water snd DMSO UL Tl
ob doses of 45, 51, and 100 makg body weight
Dihnistucn 4) was aiciaisiered ol dases of
4., & 5, and 10 m LE o the same solvent
mixturze, The cortrod group reecived Lo orly tke
sovent minturs L b laler, pavw eceria was incuged
Iy anear Ineciag or n ol T £ SITARAET 1
L (0.1% n salire) into the planzy varisce of ke
rght bind pzw of all asimals The paw volume
Wis mamsmred | % & and Sh AN IRE PRI
me npEction. The arti mbammalory actir
li Wiy measured af the zrea under the curve

UC, Torzd il dows (TL 320 was ol e To:
£ group Bd £ éach recond wsing ke flowrg
riks TI (%) - |AUCecrtral - AU Cscet] - 13¥
ALC:ontrol. where AUCconaol = ths wea mn-
cher e cure= of the conttol gronp, and ALTCwaat
Is thz nrea under the curve of the werted eroup.
Drace were expresasd as the mean = SMIC,

Sulfo-hodarmire B (SR3) cvtstox'cly asvay

N wylotmic clecis ol waopowel |- wee
determined Sollowing protoccls Moy de-
soribec {Ovicdo-Chnvee ef a7, 2002} The huren
Prsale caiieig (PC-3) loukemby (B-3€2),
CEMIAl A2rvous Oy Sem Carcinoms [L.2% 1), breast
CATCILOmD [ MUF /), 6iC oolon carancma  HLTT
15) el lincs weore eultared in RPMI-1640 modi-
wn e ilemendes’ willi 1% fei:l sl senm
4 WM Lghitarine, 100 JUmL pencllia, WU oy
mL sireptomyeir, und 1% noncsental amine az-
ik Ty weres mnivl abinel a1 37 °C oo 5% 060,
al here walh 9% o L Adawenl cells
welw detacaad with O1 % trvpsin EDTA to moke
srgke<:z] supensiors YViobl: cells were counted
FERE 5 Bemsircy e sr Celld 8O- | i
cakwell) wers sedded in 96 wall mizotiter

plates and incuabed at 37°C. Aftzr 24 b celbs
Wire waaed Wik GMEr ClNETem coacEratons
(1 50pm) of the tert compounds initielv dis
sclved in DMSO (20my) and Further divted in
Meilm o prodiacs e ssier oneenretions
The alates were incubalec for orother 4% h at
37 "L Dosorubicm was ased a1 See dferent con-
ot e (00 = 3 g 2 a poslivg oot A
Lo 42 b, adaecent (fl oultures wele txad 07 s
by nclding 50 4L of cold S0% jw'y' irichloroaceds
AuBL s e wislmie was iocubaked fon 30 min
at rocm lemperatare with 0.4% S Linbound
SHU cluton wae femicved washing (hree tmes
wik 1% acetx scld Platzs ners alrdried. pro-
TEn. Myl SRR WAt dsnisad a0 TVK hoiler
and opiizl CENSiCled “are rexd ON 28 CLlCmatad
spectrophbotomsziric plate read=r at » wavelznzth
il S5 i The conee el s I!'h]l.|| il il
Gall prowih by S | 10, wers caloulnled.

Fumofay
(3¢ DNEWIV SALYES O TInaee (ANUAVA)
and Ueretts basl wale wEed to ZMpare several

groups wita the respective contcl Waluss of *p «
% g ™ W we e sl sl G

Rissilin

The triterpene chizdpegean (1 wopether with
1w Sfernls perliesn’ (1) e FEsTiengs e (3
(Fiz Ly were tested for their anti nflam matory oo
tivities using the TPA-lncuced car edema ia mice
And eaTTAREETEN-ITNKW rar paw Alirn mods)
ag wall e for their (e wire oytotozic oeonaerties

TP& e A2 &P rmg 1

All t2sled compous showed 430-AllaTmas-
tory miipily ic & dose=<Cipendent manner, with

ﬂ,gxi’fﬂﬁ ,d?-t‘ﬁi

' } R=H

1 EwmiiM;

Fiz 1. Chemical strocwres of chichopesonia (1), 2cmc-
core. (B, erc maccovgalin (3 isolated Fom W reaio-
CECTALE b e e,
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Talk1= 7. Friecr af ratieal admimisimeon of chickipegeria (1), penkoceril £2) macdrogallin (23 ard ireme hacin
(41 on PPAardused eor edema. [he dile represents 1he mein of 5 amrinls = sEeceie meanh 2o (menn = Sk
A0l date were gnalys=d oo ARMUYVA tolowed oy Dunett's best. and the valass od ™ p 2 05 e ®*p < U0 o
ooreidesed os stotebtoclly difersnt wilk respest 1o the somonal

oo Dizac [prnolicer] LEdcma [re] Trbivition | %' Lk, lumclicar]

3 1255 L .38 z
A1) 1L.aT 155 T

1 11 T50 = 1L0G + 132 r':'-fg;
331 470 1060+ 52,53 i
| AET ] ¥ T =%
A 14 i 00 =
3031 0222070 2220

: 11 SAE L LA 37 ;i l:;:::?éj
B | 4 T 1 =4 =* SR -
1 435 £ 053 5345
3 Eilziqb c
11 1L = L34 1573 -

3 T8 IS = 1 oo =+ 5T ;
131 528 %105 5315 r=nar
1 25307 e als
3 1624 1 C.86 -
e 1Las = 114 *% Ll o]
321 Bog L0 1212 0T

4 142 Tob =104 % 5520 r— 097
177 4.97 L1700 532
12 15T 2154 = EE

ED« values botween 00% snd 227 goeolizan Tho
rz=ulE sre pammarlized it Tohle LoALND li"l:ll'.ll::ﬂl.l.']:li
showed  activily comparasle o indomethecin
(Bl = W20 umoliear). Amorg them, sterol £
Bl s v imhihiten y eect (R = 0081 gromesly
carly, while the wripierpene 1 (EDy — 0172 pmed
= AlE (SR R il 3 (_F.T?E, =037 pwwFeary hal

almost the seme onder of potency as indomethe-
o

vl P SRGe d Sl Godd 2Oeria Test
Corpennds 1, 2, end ¥ were ewluated ia the
CATOQERT AT IALCEd Tat PaW S0ems 1250 and in-

domethacin was ircluded as a referencs drug. Ths
i v data sre summenzed mlasle IL Xuoplan

L. i|.|_i.-:.'|i|||| 1L THEEEFLLN wilig el e e selizh
reached a moximum 1 h after administration. The
wilie ol her ar=a woeler e coeve (ATTCT] wes

uscd o guentify the toraperal cvoluticn of the
inAsmumstlon prodicec BV earTagesran, ard kow
ALUNC welbacs indizated anti-infammatony ectivity

Both compourds 2 oand X 1a doses of 45, &0,
ard 100 mg'ke ip. showed siprifcend dose-de-
pend=rr imhibhlon of the ATNC with ED, valaes
of 388 mgdkg and 5525 me'ke. respectively Al-

tncugn compounc 1 oalse showed anti-infemms-
[:ll'}l il':[l".".[:,:. ire affect i mot reach 503 nhih.
bon, even at 2 dose of 100 maioe,

Linhige 10 the TPRA besl, inoomethacm (Bl =
GEY] E_.-'I-:y__'; LEENTIE R PR (I EERTRRE | R 1-%
Hevrever, componnds 2 oand X a & dosc of 100 mgy
kg shoseel inbibitions of e AT epivel=el 1o
taat produesd by andomeshacin of 10 mgks,

Sniferhodarine B (SRE| cWomolciry sy

The sytotoxic setlivicy of compounce L2 2 and
doxorubicin was evalustsc sgainst central nerv.
cus system carcinorma JU-2510, prostate carc-
noma (P4 leukemiz (K 5625, zolon carzinorma
THCTA S e Paeast caneen 5:‘!..TE"F-'."] Teaeezen il
limes. The wales of 0% inhibitory concertration
(T = shewn in Talle TIT. Anm I The vevn-
pounc:, | did not nhikil the growih of camccr
calls by more than 57%: ot 1 dcse of 200 Uk £n
tac ofher hand, 2 and 3 showed moderatc ovto-
pomizly sgainst all concer cell Hnes with 17y, wal-
ves of 750 e 2472 1, 2 was mors active egainst
all The hursn concer 1Ines (aslad sXcept gainst
te K-352 lme where ¥ war more active. Mever-
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e pat pas alzne woslel. The Cata represculs the wean ol €-5 coineals Lo stapdand iean eroon (mcan L SME 1.
Al data were srayssd by ANOAWA followed by Dunett’s tes:, and the vaves of %p < GG and *=p = 0L0] are
condderad a: smelstcaly e snt with respect o ths comral MDL not dsiermrsl.

Cor- [lose Cocma [mLh| ALIC ALTC Y
poand  |[mig )] inahitior migdcg|
1 3 3 q 5 £
Contral 042 £0.05 OES+ 008 100 =006 1062 300 L06 £004 265 =01
] 45 03LTCI0 OBRT000 066TO04 QT2 0I8 0.5T £008 I44£0IS BAS
00 03 =005 047200 066202 070212 DM E02 237 £020° 3507
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50 0.2 ECCD OE22007 O.TOZQ0E OFE2 )07 0.3 £0.07 176 L0254  21@)
1 75 018 +CC0 0362005 040 =008 0534307 0.5 £007 175 £0Jeee 5103 S8
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thelzss, the [T vaeluss are an ordsr of magnitude
higher than those exhibited by doxorbicia,

LI Eeus=ian

Both TEA- and camagzenan-Hnduced infamraa-
Lo jpedels Dave bese Deguently ased o idzo-
Ll sl v Mennoabory astivicy Dol of ealisls of
meclicival planks wod ol sabstaces isolale] [om
e

Tozical applicatcn of TPA induces a pro-
lomged kiphazic infammalory responss, with a
first phase charactzriced by edema of the der-
mis arc increased levels of TSI -w, followed by
a secondary phase in which the enpyme D002
iz induced, accompaniec by 1he accumulation of
pro-inflanmmatory oells and produection of eicosa-
noidz suck as leukotriens By (LTE4) end prosta-
glendin E, (PMCE:), amorng others (S8érchcz cnd

Sloverwe 19990 Muakewa o il 20067, Topical
dilwciis et of compowmts 1, 2, aud sy
inkimitzd TPA-rduced edzma in the =ame, oo
even highzr, megnmitude as the cyclooxye=nase
ipkibitor indomethacin Cur resulls sugges: thal
these compounds could interfere with the biosyn-
Jisie o wodvily ol ebaesancils, sicee it Lis beer:
demwmmsated tal 30 aller applivalon of TR,
clcosanasils levels Degann o fncezase spnilivaotly
i treated tissnes and correlated with the magmni-
e of the inflammatory responss (Marskaws ¢
i, 200

O the other hanc, the subplantar injection of
carrageener induced an acute rat paw edema,
whick develops in thies phates an initial ohase
mediated by botk histamipe and  S-bydrossy-
iryptaniine, followed by a second kinin-mediat-
cd phasc, notably the cndcogenows nonapopticc
bredykinin produccd by kallikrcin (T [Rosa,

Tabkle I 1O, vaiues (el of chichizegenic (1), pemicgeral (23, macdouzallin (3], aad dogarubicin (DOX) o b
man canzer cell ives= The deta represeris “he m=an = =tavdatd mesn erer {rrean = SME) of theee ndepervieni
cxpermerts, The I0g values were oofoircd by inicroolation of plots (activity va log [om]] Tom statistically signifi-

cant rata M rod cetermriner

Compand I [
1 Fisl H =Y K -atii HL1=1% ¥ [
| =200 =20 =3 =200 =20C
=3 247210 1055 = 245 10T =072 1027 £ 254 10 1F 20,70
3 [} M8 =173 TEO =11 17 %0+ (0.23 MG =+0L17T
| % LR e N a2z g U2 Tl n2sr] ENE S ARIN]
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19725, and a final phasc atiributed o loeal pre-
duciion of prostagle pdiog (PG whose synilie-
18 1 mediabed molnly by OO (selnart & gl
19945,

Alihoagn 2 erd X at a dos: of 100 mgle body
wilahs 2 grifieaney mhitired rar pew edema in ail
phases, sugosesting a noacelectve mhbitory effect
agairst the mediztors mplicd in earmagocnon-
iwwlweed edema. Lieic cnti-infaouna oy ellecls
wers sIpnifcarty more aranonurcss and pee-
lcnged cgoimel the turd phass ot e iadamirs-
ticen medel, in which cicosenoids are implicated.
Cher cesudls saggest U Ve zul- Delacons ey el-
fects observed with boik comoouncs ®oand 3 ars
dua to inlerferense with eicosanaid medistors
Burt additional sxperinernts are nzcesiany bo sup-
Pt Ui paengvasal

L Lhe other hand, only sterols 2 and 8 shows
moderate evlctonie sctivitics against human can-
ced el lines Bolhn copgpoond: have (Le e
JfFodinlchalest-i-ens cole anc are simbsr 1o
ouysterals, Dacizsd denvaines of cholesierol
and phyviosterals (cepecially dicls end triols] hasvc
been reported to b stromgly togic bo @ numer of
culrnrad naman mmarral and normal eell inss
This tozicity was previously demonstrotad o o
cur vie the induction of apoptesis in eclls f Lordans

AkiheEa Ioand Yesnkawa & D0 b bimor-pne meov-
el anb-pCeemeatony adliviies of bilcpsaogs
gl siciols Juoen plants sy Jensi 3oecise el ol
Cheor. A8 13 &7,

Cespeces A O, Salazar 1 E., Martines Visques B,
and Arerds B, (206, Irsect growch csgulabory =
Fok= o svvne =erars and sfencls o Mmoo
RS gramerinany (QAaCncene ) agminsr  Sovelooe sa
Frugipendv e Traedsio mesifior. Flyboshopesdoy i,
24— 2250,

de Sovema Persira B (2000), Sslsctihre cpol oo rypenase 3
(0020 inhibitors asec for Frz'mrafng ::l.l' regress-
ng cancer. Heoent Pob. Antherros: Lrag Discor A,
5T a5,

i o S 0197200 Biclopics. coperles ol wenapecn-
an. 1 Mhacm. IMherrecc]. 24, 82— 103,

D ereesi ., Dorstein 5. Estrade 110 Loorin A Lip pman
AL Manjerrsx A and Moasimer H G 01057 ] Terpe-
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T eresal O Moarray B, D0 L and VILool B C1965 . The
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Dialeet ®.. Liobet D, Pallares . and Baotioe Guw X
CATR) SF-rH n develapmsnt ard poogress=ar of
hnmEn eareer. Yorchovas aoch ddli 375 -5

it @l 2009 Beschutnig of af., 2005 Hovenkamyp a
il 20050, Due Lo e sooeloeal sinilacity of =lec-
nis I oand 3 with cndized phviosterols, 10 can e
supacd that the mechenism of their eyoloxicty
is sirnilar.

n crrcnEion, onT 2mdv has demonsirsre ther
a triterzenz and two sterols Eolated Tom M. geo
eremans posscis o eiee and in eiro activitics
sk ez suppessiog ollaewoalion aed Ui rialil-
ity of cencer tall ines These evel hinactivires
wold provice grealer wsighl o their wecizmal
value and contribute fo the knoaledes of earam-
Dralbo The aubi-ioMacwuetos ¥ gelivily Jispleyed Ly
coxpoutd I, and iis presencs n serlal parts of
M. peomarizans (Caspedes & @, 2005, could ex
plain the vz of the aerial parts of this speci=s in
tranlitinmal meslicine
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ANEXO 2. ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
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