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Resumen

El acido ursolico es un triterpeno pentaciclico ampliamente estudiado por sus propiedades antiinflamatorias, analgésicas
y anticancerigenas, siendo considerado como su principal mecanismo de accion la inhibicion de la fosfolipasa A, (FLA,).
Sin embargo, poco se conoce acerca de las propiedades farmacolégicas de su epimero, el acido 3-epi-ursélico (AeU).
En este trabajo se evalud la actividad antiinflamatoria del AeU, utilizando un modelo de edema agudo en la pata trasera
de una rata, inducido por A-carragenina tipo IV. El volumen desplazado por la pata fue medido antes, a la una y tres
horas después de la inyeccién de la carragenina, mediante el uso de un pletismometro digital. Adicionalmente se realizé
un analisis del docking o acoplamiento del AeU a la FLA, y fue comparado con la interaccion ligando-enzima del acido
ursolico. La administracion oral de AeU inhibié el edema de la pata inducido por la carragenina comparado con el
control, tanto a la primera como a la tercera hora post-carragenina, mostrando un efecto antiinflamatorio de un 49,8%
y 54,4%, respectivamente (p<0,05). El efecto antiinflamatorio fue comparable al obtenido con el compuesto de
referencia fenilbutazona (80 mg/kg, p.o.). La superposicion de las estructuras de ambos epimeros obtuvo un rms de
0,0058, y al igual que el acido ursolico, el AeU se inserta en el sitio catalitico de la enzima FLA, con igual orientacion.
Nuestros resultados demuestran que el AeU posee actividad antiinflamatoria y se predice que este efecto ocurre debido
a la virtual inhibicién de la FLA,.
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Abstract

Ursolic acid is a pentacyclic triterpenoid widely studied for its antiinflammatory, analgesic and antineoplasic properties,
being its major biological mechanism of action the inhibition of the phospholipase A2 (PLA,). However, the pharmacological
property of its epimer, 3-epi-ursolic acid, is unknown. In this study, we evaluated the antiinflammatory activity of this
epimer in rats, using a carrageenan-induced edema (type IV A-carrageenan) in hind paw model. Volume displacement
of hind paw was measured before, 1 and 3 h after carrageenan injection, using a digital plethysmometer. Additionally,
docking analysis of 3-epi-ursolic acid to PLA, was compared with the ursolic acid-enzyme complex interaction. Oral
administration of 3-epi-ursolic acid inhibited the carrageenan-induced paw oedema at 1 and 3 hour period (49,8% and
54,4%, respectively; p<0.05). The anti-inflammatory effect was comparable to that of the reference drug phenylbutazone
(80 mg/kg, p.o.). The structural superposition of both epimers resulted in a 0,0058 rms and also, both were able to
be inserted to the catalytic site of PLA,. Our results showed an antiinflamatory activity of the epimer possibly due to
a virtual inhibition of the PLA,
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Introduccion

Los triterpenos pentaciclicos constituyen una clase
importante de productos naturales presentes en muchas
plantas de uso medicinal, que se asemejan en su biogé-
nesis a los esteroides en la ciclizacion del escualeno
y sus acciones pleiotropicas (Connolly y Hill, 2007). Un
gran numero de estos compuestos han sido estudiados
farmacologicamente, encontrandose actividad antican-
cerigena y antiinflamatoria (Liu, 1995; Safayi y Sayler,
1997; Huguet y col., 2000). Las moléculas que presentan
el esqueleto de lupano, oleanano y ursano son las prin-
cipales responsables de la actividad antiinflamatoria de
una diversidad de especies de plantas medicinales (Recio
y col., 1995a; Banno y col., 2006). Asimismo, se han
reportado varios de los mecanismos por medio de los
cuales estos triterpenos ejercen su accion antiinflama-
toria, entre los que destacan la inhibicién de enzimas
involucradas en la produccion de eicosanoides como las
ciclooxigenasas (COX, y COX,) y la fosfolipasa A, (FLA,);
la inhibicion de la liberacién de citoquinas, histamina y
serotonina; y la interaccion con algunas serina/treonina
quinasas (Safayi y Sailer, 1997; Huangy col., 1998; Hasme-
day col., 1999; Zhang y col., 2005; Nataraju y col., 2007).

Las fosfolipasas A, (FLA,) forman una familia de en-
zimas claves en el recambio de los fosfolipidos de mem-
branas y en la generacién de diversas sustancias bioac-
tivas: lisofosfolipidos, acidos grasos libres y mediadores
lipidicos de la inflamacion. Existen dos grandes clases,
las FLA, intracelulares o citosolicas (FLA,c), y las FLA,
de secrecion (FLA2s). Las formas extracelulares de las
FLA, son extremadamente abundantes en las secrecio-
nes de las glandulas exocrinas como pancreas y glandu-
las venenosas de serpientes, abejas, escorpiones, asi
como en sitios inflamatorios. Tanto la isoforma secretada
como la citosolica participan en procesos inflamatorios,
a través de la produccion de acido araquidoénico (pre-
cursor de eicosanoides pro-inflamatorios) a partir de los
fosfolipidos presentes en la membrana plasmatica. Por
ello, la inhibicion de la FLA, se ha convertido en una
estrategia emergente para el descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos con actividad antiinflamatotia (Yed-
gar y col., 2000).

Recientemente se aislé e identifico de las hojas del
Cestrum buxifolium Kunth un compuesto de naturaleza
triterpénica pentaciclica, el acido 3-epi-ursélico (AeU), el
cual es un epimero del carbono 3 (C-3) del acido ursolico
(figura 1) (Ciangherottiy col., 2004). Algunos triterpenos,
tales como el acido ursolico y betulinico han sido identi-
ficados como una clase de inhibidores de la FLA, (Bernard
y col., 2001; Nataraju y col., 2007). Sin embargo, a dife-
rencia de su estereoisébmero, la actividad antiinflamato-
ria del AeU aun no ha sido reportada. No obstante, este
triterpeno ha sido propuesto como supresor de la expre-
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Figura 1

Estructuras del acido ursdlico y 3-epi-ursélico

p-Acido Ursélico a-Acido 3-epi-Ursdlico

sion de la COX-2 inducida por lipopolisacaridos en ma-
crofagos (Suh y col., 1998). Por ello, en este trabajo nos
propusimos evaluar si el AeU es capaz de inhibir el desarro-
llo del edema agudo inducido por A-carragenina inyectada
en la pata trasera de una rata, como modelo experimental
para determinar su posible potencial antiinflamatorio. Por
otro lado, hemos realizado el estudio comparativo por
modelaje molecular y analisis de docking o acoplamien-
to a la FLA,, de las propiedades electronicas y estructu-
rales del acido ursolico y el AeU, para establecer la posible
participacion de la FLA, en el mecanismo de accion an-
tiinflamatorio del AeU.

Materiales y métodos

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Para determinar la actividad antiinflamatoria del AeU
se empleo el método de inducciéon del edema por inyec-
cion de carragenina en la pata de una rata (Winter, 1962;
Bhatt, 1977). Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley (180-220q) provenientes del Bioterio de Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (Caracas). Los anima-
les se mantuvieron en grupos de seis, en condiciones
controladas de luz y temperatura (luz desde la 6:00 hasta
las 18:00), con libre acceso a alimento y agua antes del
experimento. Los procedimientos aplicados en estos ex-
perimentos fueron aprobados por la Comision de Biote-
rio de la Facultad de Farmacia de la UCV.

Los animales fueron divididos en tres grupos expe-
rimentales: 1. control (carboximetilcelulosa al 2%, p.o);
2. fenilbutazona (FBZ) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, 80 mg/Kg, p.o), usada como droga antiinflamatoria
de referencia; y 3. AeU (80 mg/Kg, p.o). El edema fue
inducido mediante la inyeccion de 0,1 mL de una suspen-
sion A-carragenina tipo IV al 1% (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) en la aponeurosis plantar de la pata trasera
de la rata. Una vez transcurrido el tiempo de efecto pico
para cada tratamiento (30 min. para el AeU y lh para
la FBZ), el edema desarrollado fue medido por desplaza-
miento de volumen de la pata, usando un pletismémetro
digital (Ugo Basile 7140, Italia) antes, una y tres horas
después de la administracion de la carragenina.
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MODELAJE MOLECULAR Y DOCKING A LA I*‘LA2

La optimizacion de la geometria de los dos acidos
epimeros se realizé con el programa CAChe 6.0 (Fujitsu
Limited) y los modelos tridimensionales fueron construi-
dos con el editor; posteriormente fueron minimizados
mediante mecanica molecular aplicando MM, como cam-
po de fuerza y se realizaron calculos de dinamica mole-
cular a 900 °K con el fin de obtener conformaciones
cercanas al minimo. A partir de la estructura cristalina
de la isoforma secretada de la enzima FLA, (codigo
1POE, Protein Data Bank, 2007) se determinaron las
condiciones para la simulaciéon o docking con el progra-
ma ArgusLab 4.0.1 (Planaria Software LLC, USA), el cual
permitio realizar una exploracion geométrica y la compa-
racion de las interacciones energéticas (AG: Kcal/mol)
de cada ligando en el sitio activo, determinando las posicio-
nes relativas ligando-enzima. El docking o acoplamiento
fue llevado a cabo bajo la modalidad de enzima rigida
y ligando flexible.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la actividad antiinflamatoria fueron
expresados como la media + el error estandar de la
media (EEM) del volumen desplazado y como porcentaje
de inhibicién del edema, calculado mediante la férmula
(1-Vt/Vc) x 100, donde Vt y Vc son el volumen medio
de la pata de los animales tratados y control, respectiva-
mente. La diferencia entre el grupo control y los tratados
fueron analizados utilizando una prueba de t de Student
no pareada; un valor de p<0,05 fue considerado como
estadisticamente significativo.

Resultados
1. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La inyeccion intraplantar de la carragenina desarrolld
un edema importante en la pata de la rata en el grupo
control. La administracion oral del acido 3-epi-ursélico
redujo significativamente la respuesta inflamatoria indu-
cida por la carragenina, a la unay tres horas posteriores
a la inyeccion (figura 2); siendo el porcentaje de inhibi-
cion de un 49,8% a la primera horay 54,4% a la tercera
hora (figura 3). Esta accién antiinflamatoria fue compa-
rable a la producida por la droga de referencia fenilbu-
tazona en los mismos periodos, es decir, la magnitud
de la actividad antiinflamatoria de este compuesto es
comparable con la de un antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) tipico.

2. MODELAJE MOLECULAR Y DOCKING A LA I"‘LA2

La superposicion de las conformaciones mas estable
de los epimeros muestra una coincidencia de los esque-
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letos moleculares con un valor ideal de rms = 0,0058
(figura 4). La distancia entre el atomo de oxigeno del
hidroxilo y el grupo carboxilico situado en el extremo del
esqueleto hidrocarbonado son muy similares entre estos
dos triterpenos (datos no mostrados). El analisis docking
del AeU al complejo, revel6 la importancia del grupo car-
boxilico como parte del grupo farmacoférico en la orien-
tacion dentro del sitio catalitico de la enzima. El docking
de ambos acidos se presenta en las figuras 5y 6, en
las cuales se puede confirmar que el AeU, al igual que
el acido ursdlico, se inserta en el sitio catalitico de la
enzima FLA,, con energias de interaccion comparables de
13,65 = 0,25y 13,55 = 0,19 Kcal/mol, respectivamente.

Discusion
La respuesta inflamatoria aguda resulta en una pri-
mera fase de la liberacién de histamina, serotonina y

citoquinas, seguida de una elevada produccion de pros-
taglandinas, especies reactivas de oxigeno, induccién

49



MARIELLA PASTORELLO, CARLOS E. CIANGHEROTTI, TRINA CoLMAN, ANGEL AMESTY, DIOLIMAR BUITRAGO Y ANITA ISRAEL

Figura 3
Efecto inhibitorio del acido 3-epi-ursdlico (AeU) y de
la fenilbutazona (FBZ) sobre el edema de pata inducido
por la carragenina, ala 1 y 3 h. N= 6, por grupo.
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Figura 4
Superposicion de los acidos ursdlico y 3-epi-ursdlico.

de la ciclooxigenasa-2 e infiltracion y activacion local de
neutroéfilos. El edema de la pata inducido por la carrage-
nina es un método ampliamente utilizado para evaluar
sustancias con posible actividad antiinlflamatoria, ya que
por su elevado poder antigénico es capaz de disparar
los mecanismos del proceso inflamatorio de forma si-
milar a la observada en la clinica (Di Rosa y col., 1971;
Garcia y col.,, 1973 y Vinegar y col., 1968).
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Figura 5

Docking o acoplamiento del acido urséico
en el sitio catalitico de la enzima FLA,

Figura 6

Docking o acoplamiento del acido 3-epi-ursélico
en el sitio catalitico de la enzima FLA,,

El acido ursolico es un potente agente antiinflama-
torio. Este compuesto no soélo inhibe la elastasa en los
leucocitos humanos, sino ademas la actividad de la 5-
lipoxigenasa y de la cicloxigenasa (Safayhi y col., 1997;
Najid y col., 1992). Este mismo compuesto ha demostra-
do ser el componente mas activo en la degranulacion
de mastocitos y la liberacion de histamina en presencia
de alergenos (Tsuruga y col., 1991). En modelos de infla-
macion aguda, tales como el edema de la oreja de raton
inducido por acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA)
o por propiolato de etilfenilo (EPP), asi como en el edema
de la pata de rata inducido por la carragenina, este ter-
peno ha exhibido actividad inhibitoria de la formacion del
edema (Recio y col., 1995a; Recio y col., 1995b). Similar
a lo reportado previamente para su epimero, nuestros
hallazgos muestran que la administracion oral de AeU
fue capaz de inhibir significativamente el desarrollo del
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edema inducido por la carragenina, indicando que el
isbmero C-3-o-hidroxilo es activo y presenta un efecto
inhibitorio comparable con la FBZ. Nuestros resultados
se apoyan en lo descrito por Recio y col. (1995), quienes
indican como requerimiento estructural para la actividad
antiinflamatoria para los triterpenos de esqueleto ursano,
la presencia de un grupo carboxilico en posicion C-28
(Recio y col., 1995a), tal y como lo presentan los acidos
ursolico y epi-ursolico (figura 1). Asimismo, el analisis
molecular comparativo entre estos isébmeros, refleja una
gran similitud de las estructuras moleculares y la distancia
entre los grupos oxigenados (figura 4).

De los blancos moleculares y celulares del acido
ursolico propuestos hasta el presente (Yinqy col., 1991;
Najid y col., 1992; Ringbom y col., 1998; Nataraju y
col., 2007), la enzima FLA, citosdlica y la secretada han
sido las de mayor importancia debido a que el complejo
ligando-enzima resulta en una inhibicién irreversible de
la FLA, (Nataraju y col., 2007). Interesantemente, nues-
tros resultados del analisis del docking o acoplamiento
del acido epi-ursolico en el sitio catalitico de la enzima
FLA, mostraron que el mismo es capaz de establecer
una interaccion en el sitio de hidrolisis enzimatica, con
una orientacioén similar y con una energia de interaccion
practicamente igual al acido ursélico (figuras 5y 6). Este
hallazgo mediante los estudios correspondientes de mo-
delado molecular apoya la propuesta de la inhibicion
de la FLA, como mecanismo de accion antiinflamatorio
del AeU.

La activacion de las diferentes isoformas de la FLA,
inducen rapidamente la produccion de eicosanoides deri-
vados del metabolismo del acido araquidénico; éstos
inducen la degranulacién de células mastociticas, liberan-
do asi histamina y serotonina, causantes del incremento
de la permeabilidad vascular que participa en el desarrollo
del edema (Brain, 1977; Choi, 1989; Morita, 1983). Sin
embargo, este proceso no es el tnico signo de la infla-
macion, la caracteristica central reside en la infiltracion
de células inmunolégicas en el tejido lesionado (Larsen
y col., 1983). Duque y col. (1986) demostraron que el
bromuro de p-bromofenacilo, un inhibidor de la isoforma
de la FLA, que esta unida a la membrana de los neutro-
filos, afecta la activacion de estas células. Si el AeU
inhibe la FLA,, no sélo estaria bloqueando la liberacion
de histaminay el desarrollo del edema, sino que ademas,
suprimiria en cierta medida la respuesta inmune presente
en el proceso inflamatorio.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que,
al igual que el acido ursoélico, el acido 3-epi-ursolico
posee una potente actividad antiinflamatoria, cuyo efecto
pudiera estar mediado principalmente por la inhibiciéon
de la FLA,. Sera necesario realizar estudios adicionales
de inhibicion enzimatica in vitro para confirmar esta
hipétesis.
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