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Resumen

Dierpenos derivados de Jatropha dioica modulan la multiresistencia a

farmacos en lineas celulares de carcinoma mamario humano

La multiresistencia a farmacos (MDR, multidrug resistance) es la principal causa de
fracaso de la quimioterapia en cancer, por lo que nuevas moléculas
farmacoloégicamente activas pueden contribuir al desarrollo de nuevos tratamientos
que resuelvan este problema. Estudios previos muestran que los terpenos naturales
modulan positivamente la MDR. Jatropha dioica (Euphorbiaceae), una planta usada
en la medicina tradicional mexicana, contiene diterpenos cuyas propiedades
terapéuticas aun se desconocen. A partir de un extracto de raices de Jatropha dioica
obtenido con diclorometano:metanol (1:1) mediante procesos cromatograficos
aislamos citlalitriona, las jatrofolonas A y B, y dos nuevos compuestos a los que
designamos JDM-2 y JDM-3; todos ellos se caracterizaron por resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas. Sintetizamos derivados de la
citlalitriona utilizando como catalizadores los reactivos tonsil (arcilla bentonitica),
DBU (1,8-Diazabicycloundec-7-eno) y Cianoborohidruro de sodio. La citotoxicidad
de los metabolitos y derivados aislados se determin6 sobre células MCF-7, RAW,
Hela, PC3, HCT15 y HCT116 y su efecto sobre MDR se evalu6 en células MCF-7
resistentes a vinblastina. Los metabolitos aislados y los derivados de la citlalitriona
resultaron inocuos para todas las lineas celulares a 25 ug/ml. Todos los compuestos
mostraron valores de ICso menores que la vinblastina, pero mayores a los obtenidos
con reserpina, el compuesto de referencia para MDR. Las jatrofolonas (Ay B) y el
derivado 1 de citlalitriona fueron los compuestos mas eficientes al exhibir valores de
reversion 15.4 y 24.917 en la linea celular (V-). Nuestros resultados muestran que
Jatropha dioica contiene diterpenos de tipo jatrofano que modulan la MDR y pueden

ser utiles para la elaboracién de nuevos farmacos anticancerigenos.
PALABRAS CLAVE.

Resistencia a farmacos, cancer de mama, diterpenos, Jatropha dioica,

quimioterapia.
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Abstract

Diterpenes derived from Jatropha dioica modulate multidrug resistance in

human mammary carcinoma cell lines

Multidrug resistance (MDR) is the main cause of chemotherapy failure in cancer, so
new pharmacologically active molecules can contribute to the development of new
treatments that solve this problem. Previous studies show that natural terpenoids
positively modulate MDR. Jatropha dioica (Euphorbiaceae), a plant used in
traditional Mexican medicine, contains diterpenes whose therapeutic properties are
stil unknown. From an extract of Jatropha dioica roots obtained with
dichloromethane: methanol (1: 1), by chromatographic processes we isolated
citlalitrione, jatropholones A and B, and two new compounds which we designated
JDM-2 and JDM-3; all of them were characterize by nuclear magnetic resonance
(NMR) and mass spectrometry. We synthesize citlalitrione derivatives using the
reagents tonsil (bentonite clay), DBU (1,8-Diazabicycloundec-7-ene) and sodium
cyanoborohydride as catalysts. The cytotoxicity of metabolites and derivatives was
determined on MCF-7, RAW, Hela, PC3, HCT15 and HCT116 cells and their effect
on MDR was evaluated in vinblastine resistant MCF-7 cells. The isolated metabolites
and those derived from citlalitrione were innocuous for all cell lines at 25 ug / ml. All
compounds showed ICso values lower than vinblastine, but higher than, those
obtained with reserpine, the reference compound for MDR. Jatropholones (A and B)
and citlalitrione derivative 1 were the most efficient compounds, exhibiting reversion
values 15.4 and 24.917 in the cell line (V-). Our results show that Jatropha dioica
contains jatrophane-type diterpenes that modulate MDR and may be useful for the
development of new anticancer drugs.

KEY WORDS.

Drug resistance, breast cancer, diterpenes, Jatropha dioica, chemotherapy
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la primera neoplasia maligna en el mundo [1]; segun reportes
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es la principal causa de muerte por
cancer en mujeres (15,0%). En México se estima un incremento cercano a 16 500

nuevos casos anuales para 2020 [2].

El éxito en el tratamiento contra el cancer de mama depende de su diagndstico
temprano, el tratamiento consiste principalmente en terapias locales y sistémicas
pero en canceres mas avanzados, se requiere de tratamientos sistematicos,
combinados y agresivos que incluyen la quimioterapia, la radioterapia y la terapia
anti-hormonal. De estos, la quimioterapia es el tipo de tratamiento mas comunmente
usado [3]

Desafortunadamente, el riesgo de que los tumores adquieran resistencia a la
quimioterapia sigue siendo un obstaculo significativo para el tratamiento exitoso de
varios tipos de cancer [4]. La resistencia a multiples farmacos (MDR, multidrug
resistance) es un fendmeno por el cual las células cancerosas desarrollan

resistencia a farmacos anticancerigenos, disminuyendo la eficiencia de éstos [5].

La MDR constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el

cancer.

Actualmente el 90% de los fracasos en el tratamiento de cancer, se atribuyen a

canceres relacionados con MDR [6].

El desafio principal en la quimioterapia es administrar una dosis de medicamento
que maximice la eficacia y minimice la toxicidad del compuesto, un fenotipo de
cancer resistente implica un mayor numero de farmacos a administrar, y dosis
mayores se vuelven necesarias, teniendo mayores efectos adversos en el paciente
sin que el cancer pueda ser eliminado. La MDR puede presentarse en una
diversidad de canceres humanos, en el caso del cancer de mama ocurre con
frecuencia durante el tratamiento del carcinoma avanzado de mama, donde los
tumores generalmente consisten en poblaciones mixtas de células malignas,

algunas de las cuales son sensibles a los anticancerigenos, mientras que otras son



resistentes, consiguiendo que los farmacos logren eliminar unicamente a las células
sensibles, dejando una mayor proporcion de células resistentes en el cuerpo, que,
a medida que se multiplican y el tumor empieza a crecer nuevamente, provocando

la regresion del cancer [7].

Las células se vuelven resistentes por diferentes mecanismos, de forma intrinseca
0 extrinseca. En el primer caso encontramos la naturaleza explicita o a varias
caracteristicas genéticas de las células que exhiben resistencia a la quimioterapia
en su exposicion inicial al anticancerigeno, mientras que, en el segundo caso, se
atribuyen alteraciones genéticas seguidas de la exposicion a la quimioterapia. Esta
ultima es la forma mas problematica de MDR, ya que conduce al fracaso de la
quimioterapia, incluso después de una escalada de dosis de antitumorales hasta
niveles toxicos. En el caso de la MDR intrinseca, no se utilizan métodos de deteccion

o farmacos que puedan revertirla o prevenirla en conjunto con la quimioterapia [8,6].

Probablemente, el mecanismo de resistencia mas estudiado es la expulsién del
farmaco en las células a través del transporte activo [4]. La aparicion del fenotipo
resistente en células cancerigenas es mediado por una proteina transmembranal,
miembro de la superfamilia de transportadores ABC (Casete de union a ATP)
llamada glicoproteina-p (P-gp) [9]. Si bien el flujo de salida a través de
transportadores ABC es un proceso fisiolégico normal, posteriormente se
descubrieron otras proteinas transportadoras relacionadas con el fenotipo celular
multiresistente como la proteina de resistencia a multiples farmacos 1 (MRP1) y la
proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP) [10,11]. Estos tres
transportadores son considerados promiscuos debido a su in-especificidad, por lo
que pueden expulsar una amplia gama de xenobidticos de las células y de farmacos,
los cuales incluyen alcaloides de la vinca (vinblastina y vincristina), podofilotoxinas,
antraciclinas, taxanos e inhibidores de quinasas. Este mecanismo, protege a las
células cancerosas de quimioterapias de primera linea [12-15]. Desde entonces, al
menos 49 transportadores relacionados  estructuralmente, conocidos
colectivamente como la superfamilia ABC, han sido identificados y categorizados en
siete subfamilias en mamiferos. De estos, 16 estan principalmente relacionados a

enfermedades en humanos [16]. Estas proteinas estan compuestas por dos



dominios citoplasmaticos que se unen al ATP (ABC) altamente conservados y dos
dominios transmembranales menos conservados [17]. Existe una alta homologia
especialmente entre transportadores de una subfamilia en particular. Los
transportadores se asignan a una subfamilia especifica, si, la proteina comparte al
menos un 70% de identidad de secuencia de aminoacidos con otros miembros. [18]
La mayor parte de la similitud de secuencia se encuentra dentro de los dominios de
union a nucledtidos, que generalmente se conservan entre los miembros de la
superfamilia ABC [19].

Pese a que comunmente los trasportadores ABC han sido el mecanismo de MDR
mas estudiado, diferentes investigaciones han relacionado a otros mecanismos
celulares y moleculares de MDR que no involucran a estos trasportadores,
adquiridos en la célula cancerosa mediante el dafio del ADN y modificaciones
epigenéticas, alteracion del blanco farmacoldgico, alteracion del punto de control
del ciclo celular y la detencion del ciclo celular, la heterogeneidad intratumoral, el
secuestro de farmacos en lisosomas y otras vesiculas intercelulares, y el

microambiente tumoral por mencionar algunos [20-22, 6].

Para mejorar la eficacia de la quimioterapia, las estrategias para revertir la MDR se
han estudiado ampliamente en las ultimas décadas, principalmente se han
identificado sustratos especificos para cada trasportador y la relacion entre la
sobreexpresion de los transportadores ABC y los genotipos resistentes [23]. Por lo
que el desarrollo de inhibidores de las bombas de extrusién, se perfilan como una
alternativa que coadyuve el tratamiento de este padecimiento. Los primeros
inhibidores de los transportadores ABC descritos como el verapamilo y la
ciclosporina presentan diferentes desventajas, pues una eliminacion y metabolismo
deficientes hicieron que estos agentes fueran demasiado téxicos para la aplicacion

clinica [24].

A pesar del pesimismo sobre el uso de inhibidores de P-gp, la busqueda de
inhibidores no téxicos continua, y la principal fuente de estos han sido los productos
naturales. En este contexto, el uso de preparaciones medicinales con productos
derivados de plantas es antiguo; sin embargo, para el afo 2005 el 57% de todos los

medicamentos en ensayos clinicos para el cancer fueron productos naturales y/o
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sus derivados [25]. En el caso de la MDR se han probado productos naturales de
diferentes origenes quimicos como los alcaloides, flavonoides, glicésidos de
carotenoides y terpenos, entre otros [26]. De estos, destacan los diterpenos, que
han mostrado efectos promisorios como moduladores de la MDR, debido a su baja
toxicidad, y a que funcionan como sustratos, inhibidores o supresores de la
transcripcion de los genes que codifican para transportadores de membrana en las
células cancerosas [27]. La disminucion en los niveles de transcripcion de diferentes
transportadores, sugiere que estos comparten factores de transcripcion similares,

los cuales pueden ser modulados [28].

Para el 2002 ya se habian reportado 10,541 compuestos diterpenos [29]; por lo que
es uno de los grupos con mayor diversidad quimica y que mas ha sido estudiado
como moduladores de la multiresistencia en cancer de mama. Diferentes grupos de
investigacion han trabajado con diterpenos provenientes del metabolismo
secundario de plantas de la familia Euphorbiacea. Desde 1994, se han aislado 65
diterpenos de 11 especies del género Euphorbia [30]. Estos diterpenos comparten
similitudes estructurales unicas, siendo uno de los compuestos mas destacados el
eufosorofano A, un diterperno de tipo jatrofano de Euphorbia sororia, el cual tiene
alta potencia para revertir la resistencia mediada por P-gp y una baja citotoxicidad
[31]. De Euphorbia lathyris se lograron aislar dos nuevos diterpenos Euphorbia
factor L 7a y Euphorbia factor L 2, que resultaron ser potentes moduladores de la
MDR. La relacion de su estructura con la actividad biolégica se discutio desde el
aspecto de diferentes esqueletos y sustituyentes, y se propusieron moduladores de
5 tipos (jokinol, isolatirol, epoxilatirol, 7-hidroxilatirol, latirol). Seis afios después
describieron el factor Euphorbia L 3, un diterpeno tipo latirol, que debe su potente
inhibicion de P-gp a las interacciones hidrofobicas y los enlaces de hidrogeno en la
cavidad flexible de la proteina P-gp [32,33]. Por el contrario, pubesceno B aislado
de Euphorbia pubescens logro la inactivacion de la proteina MPR1 [34]. El diterpeno
nombrado J196-9-4 de Euphorbia prolifera también es un inhibidor competitivo de
P-gp [35. Los diterpenos de tipo jatrophano de Pedilanthus tithymaloides L. Poit.
(otra planta perteneciente a las Euforbiaceas), mediante la inhibicion de P-gp
lograron revertir la MDR de diferentes lineas celulares [36]. Todos estos diterpenos

presentan caracteristicas en comun como una estructura biciclica.
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La familia Euphorbiaceae cuenta con 300 géneros y alrededor de 7500 especies,
entre las que comprenden especies de interés para el humano como Jatropha dioica
o Sangre de Drago perteneciente al género Jatropha. Jatropha dioica es un arbusto
de aproximadamente 70 cm de altura, con tallos obscuros, tienen savia que al
contacto con el ambiente, se torna rojiza (latex rojizo) [37]. En México, habita en
matorrales xerofilos del Noroeste hasta el centro del pais [38]. Esta planta es
comunmente considerada como medicinal, sus usos etnobotanicos mas conocidos
son como toénico capilar, en la ayuda de problemas dentales y de piel [39-41]. Se
han realizado estudios con el extracto de esta planta que ha mostrado ser una fuente
de agentes antimicrobianos, también tiene un efecto quimioprotector y actividad
antioxidante [42-44].

Diversos diterpenos han sido caracterizados del extracto preparado de las raices,
entre los mas destacables se encuentran la citlalitriona [45], con una estructura
quimica similar a la jatrophatriona aislada de Jatropha microrhiza [46] entre sus
similitudes estructurales se incluye un nucleo triciclico [47], la jatrophatriona posee
actividad inhibidora hacia el sistema de prueba de leucemia linfocitica P-388 (3PS)
[46]; otros diterpenos aislados de esta planta son las jatrofolonas A 'y B [48]; de ellos

se ha reportado que la jatrofolona B tiene un efecto gastroprotector [49].

El extracto alcohdlico de J. gossypiifoliaj mostré una actividad inhibidora contra las
células KB y antitumoral en modelos animales, de este extracto se aislo la jatrofona
[50]; de Jatropha dioica se asilo la riolozatriona, otro diterpeno destacable en esta

planta porque tiene actividad quimioprotectora y antiviral. [51-54].

Para evaluar la efectividad de los medicamentos contra el cancer, es esencial utilizar
un sistema de prueba viable que realmente represente la enfermedad tal como
aparece en humanos. Actualmente los modelos in vitro mas utilizados incluyen
lineas uni y multicelulares, asi como células madre. Las lineas celulares son un
fuerte pilar en el cribado de farmacos contra el cancer. Ademas, es relativamente
facil realizar la manipulacion genética de estas células, lo que puede proporcionar
informacion sobre las mutaciones genéticas que ocurren en las células cancerosas,

correlacionando asi con los tejidos tumorales. Esencialmente, los enfoques in vitro



refinan los resultados preclinicos antes de avanzar a ensayos en animales y

humanos; reduciendo preocupaciones éticas, tiempo y costo [55,56].

Algunas lineas celulares han probado ser mejores modelos para estudiar la
resistencia a quimioterapia, debido a algunas caracteristicas como la expresion
generalizada de P-gp tanto en canceres intrinsecamente resistentes a los farmacos
como los de colon, pancreas, higado, adrenocortical y rindén, asi como en algunos
canceres que adquieren resistencia facilmente, como leucemias, linfomas, cancer

de mama y neuroblastoma. [57,58]

En cuanto al cancer de mama resistente a farmacos, la linea celular MCF-7 es la
mas comunmente utilizada como modelo, debido a que se han desarrollado lineas
celulares derivadas resistentes a diferentes farmacos como colchicina,
doxorrubicina, vinblastina, docetaxel, paclitaxel, etoposido y flavopiridol. Estas
sublineas han sido producidas mediante de selecciones de uno o varios pasos y en
su mayoria se ha encontrado la sobreexpresion de los genes ABCB1 (P-gp), ABCCA1
(MPR1) y ABCG2 (BCRP). [59] Por lo que demuestra ser una linea celular modelo
adecuada para las investigaciones relacionadas con los medicamentos contra el
cancer y tiene la gran ventaja de estar muy bien caracterizada, debido a la

impresionante cantidad de articulos que la han descrito. [60]

El objetivo de este trabajo fue la extraccion y purificacion de diterpenos a partir del
extracto de raiz de Jatropha dioica y el analisis de su capacidad para modular la
multiresistencia a vinblastina en dos fenotipos de la linea celular de cancer de mama
MCF-7



MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Los tallos y raices de Jatropha dioica fueron recolectadas en las
afueras de Mexquitic de Carmona en el estado de San Luis Potosi, en el afio 2016
se localiza al oeste del estado entre las coordenadas geograficas 22° 16’ de latitud

norte y 101° 07’ de longitud oeste.

Purificacién y caracterizacion de diterpenos de Jatropha dioica. Con el fin de
aislar terpenos de Jatropha dioica, las raices secas y molidas (800 g) se sometieron
a extraccion por maceracion con una mezcla CH2CI2/MeOH 1:1 (3 x 4 L) durante 3
dias. Posterior a esto el extracto resultante (94 g) se sometid a particion entre
hexano (1 L) y una mezcla MeOH/H20 4:1 (1 L). La fraccion hexanica dejé un
residuo de 21.4 gy a la porcidn hidroalcoholica se le eliminé el MeOH por destilacion
a presion reducida, se adicioné agua (800 mL) y se particioné con AcOEt. La
fraccion de AcOEt dej6é un residuo de 69.8 g. Una porcion de la fr hexanica (14 g)
se adsorbié en silica gel (Merck, 63-200 um) y se sometié a cromatografia en
columna (CC) por gravedad a (5 cm diametro (D), 10.0 cm altura (h), fracciones (frs)
de 250 mL) eluyendo de la siguiente manera: hexano/CH2CI2 1:1 (frs. 1-6), CH2CI2
(frs. 7-12), CH2CI2/acetona 95:5 (frs. 13-21), CH2Cl2/acetona 90:10 (frs. 22-28),
CH2Cl2/acetona 80:20 (frs. 29-35), CH2CI2/acetona 70:30 (frs. 36-43),
CH2Cl2/acetona 50:50 (frs. 44-51), acetona (frs. 52-56). Las fracciones se
concentraron por destilacion a presidn reducida y se analizaron por cromatografia
en capa fina (Ccf) en placas de silica gel utilizando diferentes sistemas de
disolventes. Las placas se revelaron con sulfato sérico en acido sulfurico 2N. Las
fracciones se agruparon de la siguiente manera: frs 1-2 (A), frs 3-6 (B), frs 7-10 (C),
frs 11-16 (D), frs 17-25 (E), frs 26-33 (F), frs 34-37 (G), frs 38-42 (H), frs 43-45 (1) y
frs 46-52 (J).

En base a los perfiles cromatdgraficos de las fracciones, algunas de ellas fueron

nuevamente fraccionadas por cromatografia en columna (Cc).

La fr A (0.87 g) se sometié a cc (2.5 (D) x 8.5 cm (h), frs 50 mL) eluyendo con una
mezcla hexano/AcOEt 90:10 (frs. 1-11) y hexano/AcOEt 80:20 (frs 12-16). La fr. B

(500 mg) se sometid a cc de silice (2.5 x 7.5 cm, 50 mL) eluyendo con mezclas



hexanos/AcOEt 90:10 (frs. 1-14), hexanos/AcOEt 80:20 (frs. 15-25). De la fr C se
obtuvo un solido cristalino, se lavdé con hexano caliente y los cristales fueron
recristalizados de CH2CI2 para dar 700 mg de JDM-1. Las Frs c (7-8) se sometieron
a cc de silice (2.2 x 10.8 cm, 25 ml) eluyendo con hexano: AcOEt 95:5 (frs 1-12),
hexano: AcOEt 92.5:7.5 (13-34), hexano: AcOEt 90:10 (35-46). La fr D (1.33 g) se
sometid a cc de silice (3.0 x 9.0, 50 mL) eluyendo con CHCIs-AcOEt 98:2 (frs 1-10),
CHCI3-AcOEt 95:5 (frs. 11-18), CHCI3-AcOEt 90:10 (frs. 19-26). La fr. E (0.96 g) se
sometid a cc de silice (2.7 x 9.5 cm, 25 mL) eluyendo con CH2Clz2-acetona 98:2 (frs.
1-10), CH2Cl2-acetona 95:5 (frs. 11-17), CH2Clz-acetona 90:10 (frs. 18-26). La fr F
(0.61 g) se sometio a cc de silice (2.0 x 9.5 cm, 25 ml) eluyendo con CHCls-acetona
95:5 (frs. 1-10), CHCIs-acetona 90:10 (frs. 11-39). Las frs 14-19 (0.23 g) se sometio
a cc de silice fase reversa (1.8 x 7 cm, 25 ml) eluyendo con MeOH H20 90:10 (frs
1-6) MeOH (frs 7-14). De acuerdo al analisis por ccf la frs 7 (0.0104 g) se peso y
nombré JDM-4. Las frs 25-37 (0.144 g) se sometieron a cc de silice (2 x 10 cm, 25
ml) eluyendo con Hexano- AcOEt 50:50 (frs 1-5) Hexano- AcOEt 30:70 (frs 6-12).
De acuerdo al analisis por ccf se reunieron las frs 6-9. Estas frs 6-9 (0.129 g) se
sometieron a cc de silice fase reversa (2 x 9 cm, 25 ml) eluyendo con MeOH H20
70:30 (frs 1-5) MeOH H20 80:20 (frs 6-11). De acuerdo al analisis por ccf se
reunieron las frs 5-7 (25.7 mg) se nombré JDM-5. La fr G (0.63 g) se someti a cc
de silice (2.0 x 7.8 cm, 25 ml) eluyendo con hexano- AcOEt 30:70 (frs 1-21). De la
fr H se obtuvo un sélido blanco (16.5 mg) el cual se nombré JDM-6. Las fr I-J (0.488
g) se sometieron a cc de silice (2 x 8.7 cm, 25 ml) eluyendo con CHCIs: MeOH 98:2
(frs 1-7) CHCl3: MeOH 95:5 (frs 8 -18) CHCIs: MeOH 90:10 (frs 19-27).



Derivados de citlalitriona. Buscando encontrar compuestos moduladores de la
MDR y obtener informacion sobre la interaccion de los transportadores de
membrana y los terpenos se probaron tres metodologias diferentes para

derivatizacion de la citlalitriona.

Reaccidn con tonsil (Arcilla Bentonitica). Fueron sometidos 25 mg (75.75 mmol)
de citlalitriona a una reaccién con 44.6 mg de tonsil, en 5 ml de CHCIs durante 24
horas a temperatura ambiente (25°C) y agitacion constante , la reaccién se filtré con
5 ml de CHCIs y 5 ml de acetona, obteniendo una fraccion de 28.5 mg la cual se
sometié a CC de silice (1 cm (D) x 8.2 cm (h), frs § ml) eluyendo con hexano:AcOEt
99:1 (frs 1-5), 97:3 (Frs 5-10), 95:5 (Frs 11-20), 90:10 (Frs 21-30) 80:20 (frs 31-37).
De acuerdo al analisis por ccf se reunieron las frs 2-6 (8.5 mg) se nombré DC-1y
las frs 35-37 (29.1 mg) nombrada DC-2.

Reaccion con DBU (1,8-Diazabicycloundec-7-eno). Diluidos en 2 ml de MeOH,
25 mg (75.75 mmol) de citlalitriona se pusieron a reaccionar con 25 ul de DBU (base
no nucleofilica) durante 24 horas a 50 °C en agitacion constante, obteniendo una
fraccion de 72.3 mg la cual se sometio a cc de silice (2.2 cm (D) x 7 cm (h), frs 25
ml) eluyendo con hexano: AcOEt 80:20 (frs 1-10), 70:30. De acuerdo al analisis por
ccf se reunieron las frs 11-13 (7.4 mg) la cual se identificco como DC-3 y la fr 18

(20.5 mg) conocida como DC-4.

Reaccidon con cianoborohidruro de sodio. Se pesaron 25 mg de citlalitriona
disueltos en 10 ml de MeOH. A la mezcla resultante se le adicionaron 28.7 mg de
cianoborohidruro de sodio disuelto en 10 ml de acido acético al 10% (v/v), la adicién
se realizo en frio, después se dejé durante 30 horas a 50°C, la reaccién se detuvo
con 3 ml de una solucion saturada de bicarbonato de sodio, se extrajo utilizando 40
ml de acetato de etilo y se destilo a presion reducida para obtener un residuo final
de, 81.3 mg los cuales fueron sometidos a cc (2.5 cm (D) x 8 cm (h), frs 20 ml)
eluyendo con hexano:AcOEt 90:10 (frs 1-7), 80:20 (Frs 8-14), 70:30 (Frs 15-21),
60:40 (Frs 22-26), 10:90 (Frs 27-32).

Ensayos de citotoxicidad. Con base a los resultados obtenidos de la resonancia
magnética nuclear, se probd la citotoxicidad de los compuestos que resultaron de

interés en diferentes lineas celulares de carcinomas humanos, las lineas celulares
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utilizadas en este proyecto fueron donadas por el laboratorio del Departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM. Las células se descongelaron y
cultivaron en medio RPMI1640 suplementado con 10% suero fetal bovino
(Invitrogen); 10,000 unidades / mL de penicilina G sédica, 10,000 pg / mL de sulfato
de estreptomicina, bicarbonato de sodio 4.4% gasificado con COz2, agua desionizada
estéril (369.5 ml) y con un pH de 7.3 -7.5. Las células se guardaron en cajas para
cultivo de polipropileno en estufa con 5% de COz2 en el aire (100% humedad) y a
37° C.

Para conservar las células en buen estado se realizaron cambios de medio todos
los dias y cada 3 dias las células se resembraron en cajas nuevas, la resiembra
consistié de retirar el medio de cultivo y lavar el sobrante utilizando PBS, después
se afiadio 2 ml de tripsina por 5 minutos para despegar las células de la caja y se
realizd un conteo celular para trasladar las células a una caja nueva con medio

limpio.

Cada tercer resiembra se realizo el conteo celular utilizando la camara de neubauer
(1x106 cel/mL) y se probaron por triplicado las muestras a concentraciones de 0.2,
1, 5y 25 yg/ml y los controles DMSO al 10% y vinblastina a concentraciones de
0.0032, 2 y 0.4 ug/ml en cajas de 96 pocillos; al tercer dia se fijaron las células con
acido tricloroacético por 30 minutos y se tifieron con sulforodamina por 30 minutos,
se lavaron con acido acético al 5% y se afiadié TRIS en agitacion. La absorbancia
de las placas fue leida con Chromate, El ensayo se llevé a cabo en condiciones
estaticas y los resultados se expresan como la concentracion que inhibe el
crecimiento al 50% después del periodo de incubacién (ICso). La Cl 50 para cada
muestra se calculd con el programa TableCurve 2D.

Ensayos de modulacion de MDR. De acuerdo con los resultados obtenidos en los
ensayos de citotoxicidad se probd la capacidad para modular la MDR de todos los
compuestos en las lineas celulares MCF7 (parental) y sus fenotipos resistentes (V+)
y (V-). Estas se descongelaron y cultivaron en medio RPMI1640 suplementado con
10% suero fetal bovino (Invitrogen); 10,000 unidades / mL de penicilina G sddica,
10,000 pg / mL de sulfato de estreptomicina, bicarbonato de sodio 4.4% gasificado

con COz2, agua desionizada estéril (369.5 ml) y con un pH de 7.3 -7.5. Las células
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se guardaron en cajas para cultivo de polipropileno en estufa con 5% de CO2 en el
aire (100% humedad) y a 37° C.

Se cultivaron células MCF-7 / Vin + en medio que contenia 211,2 uM de vinblastina.
También se mantuvo una reserva de células MCF-7 / Vin en medio sin vinblastina
(MCF-7 / Vin -). Las células desarrollaron resistencia durante 5 afios segun el

protocolo Figueroa et. al 2011.

Cada tercer resiembra se realizo el conteo celular utilizando la camara de neubauer
(1x108 cel/mL) y se probaron por triplicado las muestras a concentraciones de 5y
25 pg/mly los controles DMSO al 10% y vinblastina a concentraciones de 0.000128,
0.00064, 0.0032, 0.016, 0.08, 0.4 y 2, yg/ml en cajas de 96 pocillos al tercer dia se
fijaron las células con acido tricloroacético por 30 minutos y se tifieron con
sulforodamina por 30 minutos, se lavaron con acido acético al 5% y se anadio TRIS
en agitacion. La absorbancia de las placas fue leida con Chromate, Con base en
estos resultados y a las placas iniciales de cada linea celular se pudieron calcular

las Clso para cada muestra con el programa tableCurve 2D.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los diterpenos.

Los espectros obtenidos por RMN de 'H y '3C se analizaron para determinar la
estructura de los compuestos aislados del extracto de raiz de Jatropha dioica. En
algunos casos fue necesario adquirir los espectros de RMN bidimensionales COSY
y de Espectrometria de masas por ionizacién con impacto electrénico para ayudar

a dilucidar las estructuras (ver material suplementario).

El compuesto 1 fue aislado en forma de cristales (423 mg) obtenidos de las
fracciones 9y 10 (C), este fue identificado como citlalitriona por comparacion de sus
espectros 1H y 13 C (figura 1) con los obtenidos por Villarreal et al. 1988. Las
jatrofolonas A y B también se aislaron en forma de cristales (277 mg) de las
fracciones 7-8 (C) como una mezcla epimérica con proporcién 50:50. La estructura
de estos dos compuestos se establecié con base en los resultados descritos por
Burguefio et al. 2006.

Entre las fracciones separadas destacan la fr (A4) de donde se logro aislar a manera
de un solido blanco (12 mg) el compuesto 2 (JDM-2) este compuesto llamo la
atencion por su pureza y el tipo de sefales observadas en los resultados de RMN
(figura 3); mientras que el compuesto 3 (JDM-3) se obtuvo de las fracciones (A13-
16) en forma de aceite (27 mgq) (figura 4). El compuesto JDM-4 (10.4 mg) bebido a
la escases de sefiales encontradas en los espectros obtenidos, se caracterizé como

una cera y se descarté como un compuesto interesante.

Segun los resultados de los espectros obtenidos por RMN de 'H y '3C, los aceites
denominados como JDM-5 (25.7 mg) y JDM-(747.1 mg), podrian caracterizarse
como sesquiterpenos segun el numero de sefiales encontradas pese a no

encontrarse totalmente puros. (ver material suplementario)

Las estructuras de los compuestos purificados (citlalitriona y jatrofolonas Ay B) y su
abundancia propicio el estudio de su bioactividad contra lineas celulares asi como

la derivatizacion de la citlalitriona utilizando 3 catalizadores diferentes.
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Citlalitriona

Figura 1. Espectros de RMN '3C y 'H de la citlalitriona
Espectros obtenidos por RMN de 13C (a) y 1H (b) del compuesto aislado 1 (JDM-1)

que permitieron determinar la estructura quimica de la citlalitriona.

El compuesto obtenido fue caracterizado como citlalitrona, la estructura se confirmé
por su comparacion con los datos obtenidos por Villarreal y colaboradores (1988),
quienes aislaron e identificaron la citlalitriona por primera vez de las raices de
Jatropha dioica recolectada en Reynosa, Tamaulipas con un rendimiento de 136
mg, 0.02% por gramo de extracto, mientras la planta utilizada en este estudio
recolectada en San Luis Potosi mostré un rendimiento de 423 mg, 3% en masa de
extracto. Al comparar los extractos se puede apreciar que la planta que fue
recolectada en San Luis Potosi produce mas citlalitriona que las plantas
recolectadas al norte del Pais, por lo que factores como el clima y el suelo influyen
en la produccion de los metabolitos secundarios. [61] Por lo que podemos deducir

13



qgue el clima encontrado en el area de Mexquitic de Carmona favorece la produccion

de citlalitriona en Jatropha dioica.
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Figura 2. Espectros de RMN '3C de las Jatrofolonas Ay B

Mediante el método de separacion descrito anteriormente se logré cambiar la
proporcion de la concentracion de inicial (c) A: B 50:50 a las proporciones (a) A: B
31.5:68.5y (b) A: B 74:26.

En las estructuras de la (figura 2) se encuentran las jatrofolonas A (rojo) y B (azul)
diferenciadas unicamente por la posicion de un grupo CHs. Los espectros obtenidos
de 3Cy 'H de las dos sustancias fueron comparados con los descritos por Burguefio
y colaboradores (2016), quienes describieron su purificacion y la configuracion
absoluta de ambas jatrofolonas a partir de las raices de la planta recolectada en el
estado de Querétaro, obteniendo alrededor de 53 mg de la mezcla de ambas
jatrofolonas, en comparacion con la planta recolectada en San Luis Potosi con 277

mg.
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Figura 3. Espectros de RMN '3C y 'H del compuesto JDM-2
a espectro de RMN '3C; b espectro de RMN 'H; un compuesto como JDM-2 no ha

sido reportado en Jatropha dioica es un posible diterpeno con anillos aromaticos.

El compuesto nombrado JDM-2 aislado de la fraccion (A) mostro un perfil de sefiales
en sus espectros 'H y '3C Unica entre los compuestos aislados de esta planta, por
lo que después de una busqueda exhaustiva se determiné que podria ser un
compuesto no reportado, este podria ser un diterpeno debido al numero de
carbonos observado (figura 3). La elucidacion de su estructura sigue en desarrollo,
se han solicitado sus espectros de RMN bidimensionales (ver material

suplementario).
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Figura 4. Espectros de RMN '3C y 'H del compuesto JDM-3
a espectro de RMN '3C; b espectro de RMN 'H; el compuesto JDM-3 muestra

sefiales similares a la citlalitriona, pero no ha sido reportado en Jatropha dioica es

un diterpeno.
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Figura 5. Comparacion de los espectros de RMN '3C del compuesto JDM-3 con
la citlalitriona. Se realizé una comparacién de los espectros de carbono entre la

citlalitriona (a) y el compuesto JDM-3 (b), en rojo se muestran sefiales similares.
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Originalmente se creyd que el compuesto JDM-3 era citlalitriona debido a los 3
carbonilos caracteristicos, sin embargo, se encontrd una diferencia en otras sefales
la Figura 5 hace un comparativo entre los espectros '3C de la citlalitriona y JDM-3,
el andlisis RMN de 3C de ambos compuestos coincide en al menos 11 carbonos.
La estructura del compuesto JDM-3 continua en proceso, con base en
espectrometria de masas por impacto electrénico, se determind un peso molecular
de aproximadamente 312.13 g/mol, menor al de la citlalitriona, probablemente

menos oxigenado.

Derivados de citlalitriona

Después de derivatizar a la citlalitriona, se aislaron 6 derivados semisintéticos, con
base en los resultados de RMN '3C y 'H, se seleccionaron los derivados nombrados
DC-1, DC-2 y DC-4 debido a que presentaban cambios mas interesantes en sus
funcionalidades. Como resultado de la reaccion con tonsil de las fracciones 2-6 se
aislé el derivado de citlalitriona 1 (DC-1) 8.5 mg y de las frs 35-37 el derivado 2 (DC-
2) 29.1 mg, mientras que el derivado 4 (DC-4) 20.5 mg se obtuvo a partir de la
reaccion con DBU de la fraccion 18.

a

I S T LI

b

Figura 6. Comparacion de los espectros de RMN '3C de los derivados de

citlalitriona.
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Se realiz6 una comparacion de los espectros de carbono entre la citlalitriona (a) y el
derivado 1 (DC-1) (b), DC-2 (c) y DC-3 (d); en rojo se muestran sefiales similares y

en azul nuevas senales.

Con el propésito de modificar los 3 grupos carbonilo marcados en rojo (figura 6) de
la citlalitriona y forzar un re-arreglo en la molécula, se utilizaron 3 catalizadores
diferentes, derivado de estas reacciones los compuestos DC-1 y DC-2 pudieran ser
productos de una reaccion de transposicion, utilizando tonsil (arcilla bentonitica)
como catalizador, en el derivado DC-1 se puede observar la desapariciéon de los 3
grupos carbonilos de la citlalitriona y la aparicién de 2 nuevas senales entre [Ic 130
ppm, lo que podria indicar un rearreglo en la molécula, asi como la formacion de
dobles enlaces, por otra parte en el derivado DC-2 se conservaron las 3 senales de
los carbonilos, sin embargo, en la region entre [c 15-40 ppm aparecieron sefales
nuevas, muy similares al compuesto aislado JDM-3 por lo que este podria ser un

derivado natural de la citlalitriona no reportado anteriormente.

El derivado DC-4 se caracterizd por la desaparicion de 2 de los 3 carbonilos y la
aparicion de nuevas sefales entre [Ic 80 y 150 ppm, indicando la posible aparicion
de grupos aromaticos o carbonos oxigenados, este derivado en especial fue

resultado de la reaccion con DBU.

En los 3 casos se solicito la adquisicion de espectros de RMN bidimensionales (ver
material complementario) para definir la estructura y los cambios en la citlalitriona.

La elucidacién de una estructura completa sigue en proceso.

Ensayos de citotoxicidad

Para determinar las concentraciones inocuas de los compuestos aislados y los
derivados de citlalitrona se probaron en la linea celular MCF-7 y en diferentes lineas
control de cancer humano: Hela (Carcinoma cérvico-uterino), PC3
(Adenocarcinoma de prostata), HCT15 (Adenocarcinoma colorrectal) y HCT116
(Carcinoma de colon) por ser tejidos que frecuentemente presentan resistencia a
quimioterapia, aparte se trabajé con la linea celular de macréfagos de monocitos de

ratbn RAW 264.7, esta linea celular es comunmente usada en para probar la
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citotoxicidad de compuestos y en experimentos relacionados con MDR. Esto se hizo

buscando probar que los compuestos no fueran citotoxicos, en comparacién con la

vinblastina un conocido y potente farmaco utilizado comunmente en

la

quimioterapia, ademas, como control se utilizaron 10 yl de DMSO al 10%. La Clso

de la vinblastina se determiné utilizando el programa TableCurve 2D (Tabla 1),

encontrado resultados distintos para cada linea celular comprobando que existen

tipos celulares mas susceptibles a los farmacos en este caso a la vinblastina.

Tabla 2. Citotoxicidad de los compuestos en distintas lineas celulares.

19

CI50 pg/ml
Compuesto \linea Hela Mcf7 PC3 HCT15 HCT116 RAW
264.7
Control (vinblastina) 0.016 + 0.003725 + 0.6012 0.0223 0.4989 + 0.00469 *
0.002 0.0003 0.2189 0.0283 0.2574 0.00200
Jdm1 (citlalitriona) >25 >25 >25 >25 >25 >25
Jdmf8 a (mezcla
>25 >25 >25 >25 >25 >25
jatrofolonas)
Jdmf8 b (mezcla
>25 >25 >25 >25 >25 >25
jatrofolonas)
Jdmf8 a (mezcla
>25 >25 >25 >25 >25 >25
jatrofolonas)
JDM-2 >25 >25 >25 >25 >25 >25
JDM-3 >25 >25 >25 >25 >25 >25
DC-1 >25 >25 >25 >25 >25 >25
DC-2 >25 >25 >25 >25 >25 >25
DC-4 >25 >25 >25 >25 >25 >25




MCF-7 = carcinoma de mama; HelLa = carcinoma de cervix, HCT-116 = carcinoma
de colon; HCT15 Adenocarcinoma de colon humano; PC3 Carcinoma prostata;

RAW Macréfago monocito.

La citotoxicidad de la citlalitriona asi como las jatrofolonas no habia sido reportada
anteriormente en lineas celulares de carcinomas humano, la citlalitriona resulto ser
inocua, lo cual podria indicar que la citlalitriona y sus derivados pueden ser mejores
moduladores de la MDR al no ser citotoxicos. Como se muestra en la tabla 1 ningun
compuesto ni sus derivados resulto citotoxico para ninguna de las lineas celulares
en la concentracion mas alta implementada (25 pg/ml). Gracias a estos resultados

su capacidad como moduladores de la MDR pudo ser probada.

Ensayos de modulacién de MDR

Con base en los ensayos de citotoxicidad se analizé la capacidad moduladora de
los compuestos aislados en las lineas de cancer de mama resistente (v+) y (v-), asi

como en la linea celular parental MCF-7 sensible a vinblastina (s).
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Citlalitriona/ MCF-7 (v+) Citlalitriona/MCF-7 (S)
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Figura 7 Efecto de la citlalitriona sobre la Clso de lineas celulares resistentes
MCEF-7. Células MCF-7 (S) sensibles a Vinblastina y sus 2 fenotimos resistentes
(V+) y (V-), se trataron 72h con vinblastina a 2,0.4, 0.08, 0.016, 0.0032, 0.00064 y
0.000128 ug/m vy citlalitriona a 25 y 5 uyg/ml . Posteriormente se determind el
porcentaje de inhibicion celular Los datos representan la media £ D.E. (desviacion

estandar) de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Tras una incubacion de 72 horas con la citlalitriona, se observé una disminucién en
el crecimiento celular, menor a la reserpina; en la concentracion mas alta de
citlalitriona (25 pg/ml); esto ocurrié de igual manera con las jatrofolonas Ay B, (figura
8) de las cuales la Mezcla (a) una proporcidn mas alta de jatrofolona B; esta mezcla
logro reducir la concentracion de Vinblastina necesaria para lograr la Clso. (ver

Material suplementario).
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Figura 8 Efecto de las Jatrofolonas A y B sobre la Clso de lineas celulares

resistentes MCF-7.

Células MCF-7 (S) sensibles a Vinblastina y sus 2 fenotimos resistentes (V+) y (V-
), se trataron 72h con vinblastina a 2,0.4, 0.08, 0.016, 0.0032, 0.00064 y 0.000128
pMg/m y las 3 mezclas de Jatrofolonas A y B; donde; Mezcla (a) Jatrofolonas Ay B
31.5:68; Mezcla (b) Jatrofolonas A y B 50:50; Mezcla (c) Jatrofolonas A 'y B 74:26;
a 25y 5 pg/ml . Posteriormente se determiné el porcentaje de inhibicion celular Los

datos representan la media £ D.E. (desviacion estandar) de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.
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Derivados de Citlalitriona/MCF-7(S) Derivados de Citlalitriona/MCF-7(V-)
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Figura 9 Efecto de los derivados de citlalitriona sobre la Clso de lineas

celulares resistentes MCF-7.

Células MCF-7 (S) sensibles a Vinblastina y sus 2 fenotimos resistentes (V+) y (V-
), se trataron 72h con vinblastina a 2,0.4, 0.08, 0.016, 0.0032, 0.00064 y 0.000128
pg/m y los 3 derivados de citlalitriona a 25 y 5 pg/ml . Posteriormente se determiné
el porcentaje de inhibicion celular. Los datos representan la media = D.E.

(desviacion estandar) de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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Jdm-2; Jdm-3/MCF-7(S) Jdm-2; Jdm-3/MCF-7(V-)
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Figura 10 Efecto de los compuestos JDM-2 y JDM-3 sobre la Clso de lineas

celulares resistentes MCF-7.

Células MCF-7 (S) sensibles a Vinblastina y sus 2 fenotipos resistentes (V+) y (V-),
se trataron 72h con vinblastina a 2,0.4, 0.08, 0.016, 0.0032, 0.00064 y 0.000128
pg/my los compuestos JDM-2 y JDM-3 a 25y 5 ug/ml . Posteriormente se determind
el porcentaje de inhibicidn celular Los datos representan la media + D.E. (desviacion

estandar) de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Existe gran diversidad de estructuras de los diterpenos de tipo Jatrofano aislados
de especies de la familia Euphorbiaceae, se han encontrado diversas actividades
biolégicas relacionadas a estos. Las diferencias estructurales se relacionan
estrechamente con las actividades biolégicas de estos diterpenos, tal es el caso de
la rialozatriona [62] otro diterpeno aislado de Jatropha dioica el cuan ha sido

conocido por su actividad antiviral especialmente antiherpetica In vitro [63].
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Figura 11. Diversidad de Diterpenos de tipo Jatrofano.

A. Jatrofolona A; B Jatrofolona B, C Citlalitriona; D Rialozatriona; E Euphorbia factor

L 3; F Jatrofatriona.

La citlalitriona y la jatrofatriona tienen una estructura muy similar, ambos metabolitos
secundarios, jatrofatriona y citlalitriona, son ejemplares de diterpenos de tipo
ciclojatrofano, diferenciada unicamente por un grupo epoxido entre los carbonos 3
y 4. La jatrofatriona a diferencia de la citlalitriona presento un efecto citotoxico contra
lineas celulares de leucemia por lo cual estos cambios estructurales podrian ser la
clave de su actividad. Corea y colaboradores (2009) realizaron una revision sobre
la actividad anti-MDR de diterpenos de tipo Jatrofano, donde, identificaron algunos
grupos funcionales en ubicaciones especificas, que contribuian como potenciadores
de esta actividad mostrados en azul (figura 11), por otro lado identificaron la
presencia de un esqueleto biciclico, constituido por un macrociclo de al menos 11
carbonos, a diferencia de la citlalitriona y las jatrofolonas que cuentan con una
estructura triciclica lo que podria disminuir su potencia como moduladores de la
MDR.
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CONCLUSIONES
Jatropha dioica es una planta con un potencial uso farmacolégico, la poblacién
estudiada de San Luis Potosi presenta altos niveles de citlalitriona y jatrofolonas A
y B en comparacion con las plantas estudiadas al norte del pais. La plata

recolectada en San Luis Potosi también es fuente de nuevos metabolitos.

Ningunos de los diterpenos aislados asi como los derivados de citlalitriona
resultaron ser citotéxicos, pero todos los compuestos disminuyeron la Clso de las
dos lineas celulares resistentes a vinblastina. La linea celular -cultivada
constantemente en medio con vinblastina (V+) resultd ser mas resistente que la
linea celular resistente sin medio con vinblastina (V-), esta a su vez fue mas
susceptible a la modulacién. Entre los compuestos que presentaron una modulacion
mas alta fueron la jatrofolona A y B en una proporcion (31.5:68.5) con un RF de 15.4
en la linea celular (V-) y el derivado de citlalitriona 1 con un RF de 24.917 en la linea
celular (V-). Por lo que estos compuestos y sus derivados pueden ser candidatos

para estudios posteriores relacionados con la resistencia a multiples farmacos.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tablas de los solventes utilizados como fases moviles en las columnas de

las diferentes fracciones.

Espectros de RMN de 1H y 13C

Espectrometria de masas método de ionizacién (impacto electrénico)

Espectros de correlacion (COSY) de los compuestos.
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Tablas de los solventes utilizados como fases moéviles en las columnas de

las diferentes fracciones.

Sistema Fracciones clave (g)
hexano/CH2Clz2 (1:1) 1-2 Fr A (0.87 g)
hexano/CH2Cl2 (1:1) 3-6 Fr B (0.50 g)
CH2Cl2 (100%) 7-10 FrC
CH2Cl2/acetona (95:5) 11-16 FrD (1.33 g)
CH2Cl2/acetona (95:5) 17-25 Fr E (0.96 g)
CH2Cl2/acetona (90:10) 26-33 FrF
CH2Cl2/acetona (80:20) 34-37 FrG
CH2Cl2/acetona (70:30) 38-42 FrH
CH2Cl2/acetona (50:50) 43-45 Fri
CH2Cl2/acetona (50:50) 46-52 FrJ
Acetona (100%) 53-56
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Fraccion A

Sistema Fracciones clave (g)
Hexano/AcOEt (90:10) 1-3
Hexano/AcOEt (90:10) 12 mg de
4
JDM-2
Hexano/AcOEt (90:10) 5
Hexano/AcOEt (90:10) 6-7
Hexano/AcOEt (90:10) 8
Hexano/AcOEt (90:10) 9-10
Hexano/AcOEt (90:10) 11-12
Hexano/AcOEt (80:20) 37 mg de
13-16
JDM-3
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Fraccién C (7-8)

Sistema Fracciones clave (g)
Hexano/AcOEt (95:5) 1-2

Hexano/AcOEt (95:5) 3

Hexano/AcOEt (95:5) 4

Hexano/AcOEt (95:5) 5

Hexano/AcOEt (95:5) 6-16

Hexano/AcOEt (92.5:7.5) 17-25 A
Hexano/AcOEt (92.5:7.5) 26-28 B
Hexano/AcOEt (92.5:7.5) 29-38 C
Hexano/AcOEt (90:10) 39-46 D
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Fraccion D

Sistema Fracciones clave (g)
CHCIs-AcOEt (98:2) 1-5

CHCI3-AcOEt (98:2) 6-7

CHCIs-AcOEt (98:2) 9-11

CHCIs-AcOEt (95:5) 12-14

CHCI3-AcOEt (95:5) 15-18

CHCIs-AcOEt (95:5) 19-21

CHCI3-AcOEt (90:10) 22-26
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Fraccion F

Sistema Fracciones clave (g)
CHCls-acetona (95:5) 1-6
CHCls-acetona (95:5) 7
CHCls-acetona (95:5) 8
CHCls-acetona (95:5) 10
CHCls-acetona (90:10) 11-13
CHCls-acetona (90:10) 10.4 mg JDM-
14-19
4
CHCls-acetona (90:10) 20
CHCls-acetona (90:10) 21-24
CHCls-acetona (90:10) 25.7 mg JDM-
25-37
5
CHCls-acetona (90:10) 38-39
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Fraccion G

Sistema

Fracciones

clave (g)

Hexano-AcOEt (30:70)

Hexano-AcOEt (30:70)

Hexano-AcOEt (30:70)

Hexano-AcOEt (30:70)

Hexano-AcOEt (30:70)

Hexano-AcOEt (30:70)
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Fraccion G (11-21)

Sistema Fracciones clave (g)
MeOH - H20 (70:30) 1
MeOH - H20 (70:30) 2
MeOH - H20 (70:30) 3
MeOH - H20 (70:30) 4
MeOH - H20 (70:30) 47.1 mg JDM-
6-9
7
MeOH - H20 (70:30) 10
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Espectro de 'H obtenidos por RMN del compuesto JDM-5.
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Espectro de 3C obtenidos por RMN del compuesto JDM-5.
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Espectro de 'H obtenidos por RMN del compuesto JDM-7.
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Compuesto JDM3
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Derivado de la citlalitriona 2 (DC 2)
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto JDM-2.
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto DC-1.
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto DC-2.
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto DC-4.
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Tabla 1. Ci50 de la vinblastina con los compuestos aislados sobre las lineas
MCF-7 sensible y MCF-7/Vin.

Clso (ug/mL) Factor de reversion c
Compuesto MCF- MCF- MCF-7 RFmcr- | RFmcr- | RFmcr7
7Vin 7/Vin* sens 7Vin® 7Nin® sens
Vinblastina 1.1305 + 1.954 00598 =
0.0162
0.40038 + 0.3833
Citlalitriona 02182 % 0.617 + 00290 | 5.1810 3.1680 2.9744
25 pg/ml 0.13488 0.425 0.0095
Citlalitriona 0.37485 = 1.247 + | 00278 | 3.0186 1.567 3.1028
5 ug/ml 02015 0.4870 0.0186
Mezcla 01142 £|0.1926 ¢ 0.0622 * 15.4439 10177 0.9614
Jatrofolonas Ay B | g gg2
0.1325 0.0263
31.5:68.5
25 ug/ml
Mezcla 0.2766 = 0.5547 * 0.02463 * 4.0960 3.522 2.491
Jatrofolonas Ay B 0.0325
0.05953 0.0702
31.5:68.5
5 pg/ml
Mezcla 01117  + | 0.64608 * | 0.0135 = | 10.1846 3.0247 46
Jatrofolonas Ay B | ¢ 0720 0.13347 0.00235
50:50
25 pg/ml
Mezcla 0.1304  * | 0.84285 = | 0.0526  + | 8.669 2.320 1.196
Jatrofolonas Ay B | ¢ 0611 0.35942 0.0456
50:50
5 pg/ml
Mezcla 01596  + | 0.3155 % | 0.0061 + | 7.0833 6.1933 9.966
Jatrofolonas Ay B | 40944 0.351 0.00432
74:26
25 pg/mi
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Mezcla 02713 & 05160 =] 00326 & ] 4.166 3.7868 1.99
Jatrofolonas Ay B 04193 0.00285
0.2138
74:26
5 pg/ml
JDM-2 02482 = 00286 = | 45647 2.99
25 pg/mi 0.1268 0.00396
JDM-2 04897 = 001043 = | 2.308 5.75
5 ug/ml 0.3496 0.00847
JDM-3 0558 £ ]01268 = | 000981 % | 2.0259 15.410 6.644
25 pg/ml 0.3748 0.0702 0.00586
JDM-3 0353 020878 = | 00167 = | 3202 9.394 3.580
5 ug/ml 0.304 0.03967 0.00458
DC-1 004611 =] 01219 =] 00003 = | 24917 16.283 6.43
25 pg/ml 0.0069 0.0771 0.00284
DC-1 01852 % 0533 ] 006315 & | 11.305 3.666 0.9492
0.00985
0.1095
S ug/ml 0.1181
DC-2 0.0833 % 02594 = 000817 | 135714 7544 7.475
0.00202
25 pg/ml 0.02303 0.2071
DC-2 02688 £ 15006 = | 0.06223 & | 4205 1,032 0.9614
5 ug/ml 0.1567 0.0416
DC-A4 015416+ | 0.3002 % 00093 | 7.3409 6.51 6.430
0.03825 0.00941
25 pg/ml 0.1506
DC-4 02007 %] 1493 =] 0007221 = | 3.892 139 8.305
5 ug/ml 0.03160 0.10792 0.00230
b Reserpina 00254 00225 = |00029 = | 45114394 | 78.5066 29.744
0.0092 0.0092 0.0011

a Diluciones seriadas desde 0.000128 a 2 ug/mL de vinblastina en presencia o ausencia de terpenos
(25 pg/mL 5ug/mL), b Reserpina = 5 uyg/mL como control positivo, ¢ FR = CI 50 Vinblastina/ Cl 50
Vinblastina en presencia de terpeno. Cada valor representa la media £ D.E. de nueve experimentos.
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