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Resumen

El céncer de prostata es uno de los canceres mas frecuentes en el mundo, al igual
que el cancer de cérvix. Los tratamientos clasicos para el cancer se enmarcan en el campo
de la cirugia, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo se ha observado que algunos
tumores no responden a los farmacos, mientras que otros pueden desarrollar resistencia a
medida que el tratamiento es aplicado al paciente. Por esta razén se ha mostrado un gran

interés por el uso de plantas como agentes antitumorales.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la actividad citotdxica de productos
naturales aislados de la especie Croton micans, pertenecientes al grupo seco-ent- kauranos,
en células de cancer de prostata y cancer de Utero, asi como la combinacion de estos
productos, y con farmacos antitumorales que son utilizados en los tratamientos
quimioterapéuticos contra el cancer. Para ello se realizaron ensayos de citotoxicidad con
lineas tumorales PC3 (prostata), HeLa (Utero) y fibroblastos dérmicos. El ensayo empleado,
MTT, (Mosmann, 1983), luego de las 72 horas de incubacion permite calcular los valores
de concentracién inhibitoria (Clsg) especifica para cada uno de los productos naturales
sobre las lineas celulares. Ademaés se obtuvieron los indices de selectividad, asi como las
relaciones dosis- respuesta y las combinaciones entre los productos naturales y los farmacos

antitumorales Adriamicina y Mitomicina C.



Los resultados obtenidos en este estudio reflejan que el grupo de seco-ent-kauranos
evaluados presenta una marcada citotoxicidad sobre las lineas tumorales PC3 y HeLa con
respecto a las células control, siendo el EMCM 125 en PC3 y HelLa, y el EMCM 128 y
EMCM 145 los que poseen mayor efecto sobre las PC3. En relacion a las combinaciones,
los resultados reflejan un sinergismo en los compuestos evaluados cuando son combinados
entre si, contrario a esto, cuando los kauranos son combinados con los farmacos
antitumorales, se observa un antagonismo fuerte en los diferentes tipos celulares. En base a
los resultados de este trabajo se puede inferir que los compuestos pertenecientes al grupo
seco-ent- kauranos aislados de Croton micans muestran una inhibicion sobre la viabilidad
celular en las lineas tumorales PC-3 y HelLa, a medida que aumenta la dosis administrada
de los compuestos, del mismo modo el efecto citotoxico de las combinaciones entre los
compuestos es mas potente sobre las células en comparacion con la accion de cada uno

individualmente.



1. Introduccion

El cuerpo estd compuesto de muchos tipos de células, las cuales normalmente,
crecen y se dividen para originar otras que sean necesarias para mantener la homeostasia.
Algunas veces, este proceso ordenado, se descontrola y nuevas células se siguen formando

cuando el cuerpo no las necesita.

1.1 Cancer

En una publicacién de la Sociedad Americana del Cancer, realizada por Mackay, al
conjunto de células formadas en exceso por el organismo formando una masa de tejido se
define como tumor. Los tumores se pueden originar en cada uno de los distintos tipos de
tejidos y pueden ser benignos o malignos. Los primeros generalmente pueden removerse, y
en la mayoria de los casos no reaparecen. Lo mas importante, las células de tumores
benignos no se extienden a otras partes del cuerpo, y son rodeadas por un tejido que impide

que las células se dispersen. (Mackay y col., 2001)

En los tumores malignos las células se dividen sin control y pueden originar
tumores a distancia, conociéndose esto como cancer. Los tumores malignos se pueden
clasificar en dos categorias, los llamados carcinomas cuyo origen son las células del
epitelio, que recubre los 6rganos y constituyen el tipo mas comun de cancer. Ejemplos de

éstos tenemos la piel, la cavidad bucal, el pulmén, los senos, el estomago, el colon vy el



atero. El segundo tipo de tumor maligno es el sarcoma, cuyo origen son las células que

forman parte del tejido conjuntivo. (Lodish y col., 2004)

La célula cancerosa se origina a partir de la célula normal, en un proceso que se
denomina transformacion. El primer paso es la iniciacion en donde la célula se transforma
en cancerosa como consecuencia de dafios que ocurren a nivel del ADN, molécula que
contiene la informacion genética de las células. Por otra parte, en los casos en que el ADN
sufre dafio, la célula normal puede repararlo, o bien, morir, mientras que las células
cancerosas, presentan la caracteristica de una reparacion deficiente del ADN. Algunas
veces, el ADN se altera por factores en el entorno, como la exposicién a sustancias
quimicas, virus, humo del tabaco, exceso de exposicion al sol, etc. Asimismo, el cancer se

puede desarrollar cuando el sistema inmune no funciona apropiadamente.

El siguiente paso es la promocién, donde una célula que ha iniciado el cambio se
transforma en cancerosa. La promocion no tiene efecto sobre las células que no han sido

sometidas al proceso de iniciacién. (National Cancer Institute, 2003)

El tumor maligno posee la habilidad de invadir localmente o migrar a sitios
distantes para originar tumores secundarios, esto ocurre por un mecanismo denominado
metastasis, con el cual las células cancerosas pueden separarse y entrar al sistema linfatico

0 sistema sanguineo, alcanzando otros lugares del organismo. (Khanna y Hunter, 2005)



El aspecto caracteristico del cancer es la capacidad de la célula de crecer
rapidamente, de manera descontrolada e independiente del tejido donde se origind. (Luque,
2000). Aan cuando la enfermedad se ha propagado a una parte distinta del cuerpo, el cancer
seguira considerandose como de la parte del cuerpo en donde emergié. Por ejemplo, el
cancer del seno que se propaga al higado es referido como cancer del seno metastasico, y
no cancer de higado. De igual manera, el cancer de la prdstata que se ha propagado a los
huesos es referido como cancer de la prostata metastasico, y no cancer de hueso. (Langley y

Fidler, 2007).

1.2 Cancer a nivel mundial.

En un Informe de la Organizacion Mundial de la Salud se destaca el hecho de que
el impacto de las enfermedades crénicas esta creciendo de forma sostenida en numerosos
paises, sobre todo en aquellos de ingresos bajos y medios. Siendo la principal causa de
mortalidad a nivel mundial las cardiopatias, seguidas por los accidentes cerebro vasculares,

el cancer, las enfermedades respiratorias crénicas y la diabetes. (Vita-Finzi y McCarey)

En relacién al cancer especificamente, el Informe Mundial del Cancer 2008
presentado por la Agencia Internacional para la investigacién del Céancer, muestra una
tendencia creciente de dicha enfermedad, con unas estadisticas de mortalidad de
aproximadamente 17 millones de personas para el afio 2030, mientras que a los diferentes
tipos de cancer se le atribuyen 7.9 millones de defunciones (o aproximadamente el 13% de

las defunciones mundiales) ocurridas en 2007.



Algunos tipos de cancer se localizan de forma diferenciada en mujeres y hombres,
ya sea por factores bioldgicos o de riesgo, lo que influye en su prevalencia. La
Organizacion Mundial de la Salud indica los tres principales tipos de cancer que causaron
fallecimientos durante el afio 2007 en las mujeres: el cancer de mama (13.8%), cuello del
Utero (12.1%) e higado (7.6%). Es importante sefialar que si bien disminuyo el porcentaje
de muertes por estos tipos de cancer en comparacion con 2006, se contintan manteniendo
en los primeros lugares (figura 1). En los hombres, el cancer de prostata (15.7%), de
traquea, bronquios y pulmén (14%) y de estomago (9%) fueron las principales causas de
muerte por neoplasias malignas durante 2007. Al igual que en las mujeres, estas causas son
similares a las de 2006, aunque el porcentaje de muertes que se les atribuyen ha

disminuido. (Base de datos del Sistema nacional de Estadistica y Geografica).

®

2006 2007 Tumores malignos 2006 2007

) ) - ) ) 3

25 23 Laringe 04 0.3
166 140 Traquea. bronguios y pulmén 7.7 e8
01 0.1 Mama 15.0 138
86 71 Higado 92 76
$6 $2 Péncreas S8 54
104 8.0 Estomago 84 75
35 33 Vias urnaras 22 20
171 15.7 Prostata Ovaros 5.5 48
Cueillo del Gtero 13.9 121
5.0 48 Colon 48 47
70 62 Leucemia S8 54
40 38 Linfoma no Hodgkin 30 27
16.0 258 Otros 158 245

Figura 1. Distribucién porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo en el afio 2006-
2007. (Tomado de Base de datos del Sistema nacional de Estadistica y Geografica. Serie Estadisticas Vitales.
Edicion 2007).



Los canceres con peor prondstico (en todos los paises) con menos del 20% de
supervivencia a los 5 afios, son los de pulmdn, eséfago, estobmago e higado. Mientras que
los canceres con mejor prondéstico (en paises desarrollados), con mas del 70 % de

supervivencia a los 5 afios, son los de prostata, mama y cérvix.

En el informe mundial sobre el cancer del 2003, presentado por la Organizacién
Mundial de la Salud, se muestra el analisis mundial de la morbilidad mas completo
realizado hasta la fecha, indicando que la incidencia del cancer podria aumentar en un 50%
hasta el afio 2020, en el que habria 15 millones de nuevos casos. En el afio 2000, los
tumores malignos fueron la causa del 12% de los casi 56 millones de muertes que se
produjeron en el mundo por todas las causas. En este mismo afio, 5,3 millones de hombres
y 4,7 millones de mujeres presentaron tumores malignos y, en conjunto, 6,2 millones
murieron por esa causa. Dicho informe refleja la incidencia del cancer en aumento de forma
alarmante en todo el mundo del nimero de nuevos casos previstos, de 10 millones en el afio
2000 a 15 millones en el 2020, esto podria deberse sobre todo al continuo envejecimiento

de la poblacion, tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de desarrollo.



1.3 Céancer en Venezuela

En Venezuela el céancer constituye una de las primeras causas de morbilidad y
mortalidad, hasta tanto, que una de cada cuatro personas si alcanza la edad de 74 afos,

puede padecer alguna de sus variedades, y una de cada siete tiene el riesgo de morir a

consecuencia de esta patologia.( Capote, 2006)

En la tabla 1 se observan las primeras cinco causas de mortalidad en ambos géneros en
el pais para el afio 2005, de acuerdo al Anuario de Mortalidad publicado por el Ministerio
del poder popular para la Salud (Min Salud). Como puede observarse el cancer ocupa el
segundo lugar entre las diversas causas de muerte, posicion, que ha mantenido en los

Gltimos 25 afios, siendo s6lo superado por enfermedades del corazon y representando el 15

% de la mortalidad diagnosticada en el pais. (Capote, 2006)

Tabla 1. Cinco primeras causas de mortalidad en VVenezuela para ambos géneros en el afio 2005.

Causas de muerte Mortalidad %
|  Enfermedades del corazén. 24 353 20071
2 Cancer. |8 155 4,93
3 Enferm. cerebrovasculares. ® 693 7,40
4 Suicidios v Homicidios. Bol4 7.31
5  Accidentes de todo tipo. 84Tl 7.19
OMtras causas 49 543 42,05

Total

117 831

100,00



La tabla 2 presenta las diez primeras causas de mortalidad por localizaciones del
tipo de cancer en cifras absolutas, para varones, mujeres y ambos géneros. Tal como puede
observarse es el cancer de pulmdn el que domina la mortalidad; sin embargo, la causa lider

en varones es prostata y en mujeres es el cuello uterino.

Tabla 2. Diez primeras causas de mortalidad por cancer en Venezuela para el afio 2005. Fuente: Registro
Central de Céncer Min Salud. 2006.

Varones Mujeres Ambos géneros

Prastata | 766 Cuellouterino yut. N.E. 1612 Brongquios ¥ pulmones 2 668
Bronguios y pulmones | 647 Glindula mamaria | 425 Prastata | Ta6
Estdmago | 076 Brongquios v pulmones [ 021 Estomago | 744
Colon, recto y ano 578 Estémago 668 Cuello uterino yut. N.E 1612
Leucemias 422 Colon, recto y ano 502 Gliandula mamaria | 425
Higado 356 Owvario 362 Colon, recto y ano 1170
Pincreas 335 Leucemias 352 Leucemias 774
Linfomas no Hodgkin 299 Pancreas 351 Higado 705
Laringe 274 Higado 349  Pdncreas 686G
Encéfalo y otros (S.MN.C.) 208 Linfomas no Hodgkin 237 Linfomas no Hodgkin 530

Tatal 9 085 Total 9070 Total I8 155

En ambos géneros se muestra que el cancer de pulmén con 2 668 defunciones, es la
neoplasia maligna que lidera la mortalidad en el pais, ya que es una patologia
correspondiente a un 6rgano comun a ambos géneros. La préstata y cuello uterino estan en
segunda y cuarta posicion a pesar de estar en organos especificos a uno de los géneros
respectivamente, mientras que glandula mamaria que en un 99 % corresponde a mujeres
estd en quinta posicion. Estas cifras sefialan con claridad las patologias en las que se deben
reforzar las actividades preventivas y de diagnostico precoz, ya que representan el 41 % de

la mortalidad por cancer en Venezuela. (Capote, 2006)



1.4 Céancer de Prostata

El cancer de prostata constituye la neoplasia mas frecuente diagnosticada en la
poblacion masculina, y con mayor prevalencia en hombres mayores, desarrollandose en
uno de los érganos glandulares del sistema reproductor masculino llamado préstata. (Figura
2). La prostata continta creciendo durante la mayor parte de la vida de un hombre, de
forma que es muy frecuente presentar a partir de los 60 afios una condicion inocua llamada
hipertrofia prostatica benigna (HPB), mucho méas comun que el cancer de prostata. Muchos
de los signos y sintomas de la HPB son los mismos que los del cancer de prostata. (Lastra y

col., 2008)
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Figura 2. Estructura del Aparato reproductor masculino. Comparacion de la prdstata normal y crecida.

(Tomado de Conn, 1986)
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El cancer de prostata se puede determinar a través de diferentes pruebas, basadas en
la cantidad producida de una proteina, la cual causa un aumento del antigeno prostatico
especifico (PSA), asimismo, se puede realizar un tacto prostatico, una ecografia, 0 una
biopsia de la glandula prostatica para su diagnostico. (Prabhakaran, 1996)

Una vez que se ha desarrollado el cancer, éste puede diseminarse por 3 vias, las
cuales son:

1. Infiltracion local.
2. Através de los vasos linfaticos

3. Via hematdgena, afectando principalmente a los huesos. (Lastra y col., 2008)

Por otra parte, este tipo de cancer sigue un curso natural extraordinariamente
variable e impredecible. En algunos hombres, la enfermedad evoluciona con gran lentitud y
su estado clinico es satisfactorio durante 10 afios sin tratamiento” En otros, muestra
diseminacion metastasica rapida que culmina en la muerte temprana. El cancer de prostata
se puede presentar como enfermedad temprana confinada sélo al 6rgano, localmente

avanzada o con extension a distancia. (Lastra y col., 2008)

El cancer de préstata es extremadamente frecuente, aun cuando su causa exacta sea
desconocida. Cuando se examina al microscopio el tejido prostatico obtenido tras una
intervencion quirdrgica o en una autopsia, se encuentra cancer en el 50 por ciento de los
hombres mayores de 70 afios y practicamente en todos los mayores de 90. Sobre la base de
las observaciones epidemioldgicas se han sugerido cuatro causas principales del cancer
prostatico las cuales se encuentran entre los factores genéticos, hormonales, ambientales e

infecciosos. (Johansson y col., 2004)



El tratamiento del cancer de prostata, como la gran mayoria de los tratamientos para
el cancer, incluye cirugia, radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, también incluye
blogueo hormonal androgénico y criocirugia. En el tratamiento del cancer de préstata debe
considerarse una variedad de factores, entre ellos, la edad y la expectativa de vida, el
estadio y el grado del céancer, y la probabilidad de que cada tipo de tratamiento sea

curativo.(Piantino y col., 2009)

El cancer de prostata es muy distinto a otros tipos de cancer, ya que por lo menos
en el 70% de los casos no se necesita tratamiento. Aun sin tratamiento inicial, sélo una
pequefia proporcion de todos los pacientes con cancer diagnosticado en un estadio clinico
precoz de cancer de prostata mueren dentro de los 10 y los 15 afios siguientes a dicho
diagnostico. (Johansson y col., 2004). Los pacientes con Cancer de prostata avanzado se
tratan con anti-andrdgenos, pero después de 2 a 3 afios de terapia, a menudo se convierte en
una neoplasia hormono-resistente y por lo general ya no es sensible a la quimioterapia
convencional. Como consecuencia, muchos pacientes con cancer de préstata son atraidos

hacia las terapias alternativas. (Piantino y col., 2009)

1.4.1 Cancer de préstata en Venezuela

En el | Simposio de AstraZeneca Oncologia se divulgaron las cifras oficiales
actualizadas del 2006 por el Ministerio del Poder Popular de la Salud (Min Salud) sobre el

cancer en Venezuela, se confirmé que el cancer de préstata es el que mas se diagnostica en


http://es.wikipedia.org/wiki/Tratamiento_(medicina)
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
http://es.wikipedia.org/wiki/Cirug%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Radioterapia
http://es.wikipedia.org/wiki/Quimioterapia
http://es.wikipedia.org/wiki/Expectativa_de_vida
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata

Venezuela, después del cancer de piel, manteniendo desde 1960 hasta 1980 un ascenso

moderado. (Aponte y col., 2006).

A partir de 1990 ha mostrado un crecimiento extraordinariamente rapido, lo que lo
ha llevado a la primera posicién como causa de muerte por cancer en hombres, superando

ampliamente a pulman, en el Gltimo quinguenio en Venezuela. (Capote, 2006)

La figura 3 presenta la situacion comparativa de cancer de préstata visto a través de
las tasas de mortalidad, en la cual se presenta las variaciones de tasas de mortalidad por

cancer de prostata por Entidades Federales.
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Figura 3. Tasa de mortalidad promedio del quinquenio 2001-2005. Cancer de prostata, por entidades federales
de Venezuela. (Tomado de Capote, 2006).
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1.5 Cancer de cérvix

Aproximadamente un 95% de las neoplasias intraepiteliales cervicales se originan
dentro de esta zona de transicion en la cérvix, que constituye el limite entre la vagina y el

utero. (Kierszenbaum, 2008) (Figura 4).

i :|VAGINA

Figura 4. Estructura del aparato reproductor femenino en el cual se muestra la region donde se desarrolla el

cancer de cérvix. (Tomado de www.labec.net/microsite/ilustracion_cervix.png).

La cérvix comprende dos componentes: 1. ElI conducto endocervical y 2. El
ectocérvix. El conducto endocervical se reviste de un epitelio cilindrico simple
mucosecretor, que se extiende hacia el interior de la Iamina propia en forma de criptas
glandulares. El ectocérvix se reviste de epitelio escamoso estratificado, que se continla del

revestimiento epitelial vaginal. (Figura 5). (Kierszenbaum, 2008).
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Tipicamente el desarrollo del cancer cervical es lento, y ocurre durante un periodo
de afios. Si no es tratado, el cancer invade méas profundamente dentro del cérvix. (Adaora,

1999)

___ Tejido anormal
Cérvix ]

——  Vagina

— Criples gandulares
Conducto endocervical — Epitabio clindrico
macosecrotor oel
2 ondacévi
Endocarvix nAdCevIX
Quisia de Naboth Epitalio escamesa
— gstratficado dei

ectocan

: Membrana mucosa

Capa mussular —&

Fonoo de saco lateral

Figura 5. Estructura interna de la cérvix y vagina. (Tomado y modificado de Kierszenbaum, 2008).

Los principales factores de riesgo de aparicion del cancer cervical son:

e Edad. La edad promedio en la que la enfermedad es diagnosticada es alrededor
de 47 afos.

e Relaciones sexuales a temprana edad. Las mujeres que mantuvieron relaciones

sexuales a una edad temprana tienen mayor riesgo de tener cancer cervical.



Posiblemente una de las razones es que el Virus del Papiloma Humano (VPH)
infecta mas facilmente el cérvix o cuello del Utero de las mujeres jovenes.

e NuUmero de parejas sexuales. Las mujeres que limitan el nimero de sus parejas
sexuales tienen un riesgo menor de cancer cervical. Menos parejas hace que

tenga menos posibilidades de contagiarse el Virus del Papiloma Humano (VHP).

Una de las causas del cancer de cérvix es la infeccion con el virus del papiloma
humano (VPH). Estos virus, o papilomavirus, constituyen un grupo de mas de 100 tipos
diferentes de virus. (Adaora, 1999). Los estudios de investigadores del Centro Hutchinson,
mostraron que el material genético del VPH se encuentra de forma consistente en los
tumores del cérvix, y verificaron la relacion entre la infeccion de VPH vy el desarrollo de
cancer. Mas recientemente, encontraron que una version especifica del Virus, llamada VPH
18, y que se encuentra en un 30 por ciento de mujeres con cancer del cérvix, parece estar

asociado con una mortalidad del doble de otros canceres del cérvix. (Rodriguez, 1998).

El desarrollo del cancer de cérvix ocurre en varias etapas. (Figura 6).

1. La Displasia, que puede ser leve, moderada o severa, en la que se nota la
presencia de células con anomalias en la diferenciacion.

2. EIl Carcinoma in situ, una lesion mas avanzada que la displasia pero todavia sin
capacidad de invadir las zonas normales adyacentes debido a que no hay rotura

de la membrana basal.
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3. Cancer cervical invasivo, que constituye la tercera etapa, donde se observa

rotura de la membrana basal con la consecuente invasion a zonas vecinas.
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Figura 6. Diferentes etapas del desarrollo de cancer de cérvix. (Tomado y modificado de

www.ansci.wisc.edu/.../tues/HPV/Causes.html)

Como etapa preventiva las lesiones pueden ser observadas mediante el examen
especializado del cuello del Utero. Este es el fundamento de la deteccion precoz del cancer
del cuello uterino. Para proceder a esta deteccion se utilizan dos técnicas que identifican las
lesiones sin necesidad de biopsia: la citologia (Papanicolaou) y la colposcopia. Mediante la
citologia se observan las células que se desprenden de las zonas afectadas del epitelio
mucoso, las que pueden observar anomalias en su forma y tamafio. La colposcopia es el

examen del cuello del dGtero con un instrumento dptico que puede ampliar las zonas



observadas méas de 40 veces, con lo que se pueden detectar alteraciones en el tejido

epitelial.( Vidal y col, 2009).

Existen tres tipos de tratamientos para el cancer cervical:
o Cirugia (extirpacion del tejido tumoral por medio de la cirugia)
« Radioterapia (radiaciones de alta energia para eliminar las células cancerosas).

e Quimioterapia (medicamentos para eliminar las células cancerosas).

1.5.1 Cancer de cérvix a nivel mundial

A nivel mundial el cancer del cuello uterino es el segundo en frecuencia en
mujeres, después del cancer de mama. Mundialmente, el cancer cervicouterino provoca la
muerte de 231.000 mujeres por afio, y mas de 80% de estas defunciones ocurren en los

paises en vias de desarrollo. (Ferlay y col., 2002).

En el continente Americano se pronosticaron 92.136 casos y 37.640
defunciones por cancer cervicouterino, de los cuales 83,9 y 81,2 por ciento
corresponderian a América Latina y el Caribe respectivamente. Siendo éstas las tasas
de incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino mas altas del mundo, sélo

superadas por las de Africa Oriental y Malasia. (Ferlay y col., 2002).



1.5.2. Cancer de cérvix en Venezuela

El cancer del cuello uterino en Venezuela, es la primera causa de muerte por cancer en
la mujer venezolana desde hace mas de cuatro décadas produciendo anualmente 2.500

muertes. (Caderaro y col, 2004) La Figura 7 compara las tasas de incidencia por
Entidades Federales para cancer de cuello uterino, entre las localizaciones de

neoplasias malignas mas diagnosticadas.
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Figura 7. Tasa de incidencia promedio del quinquenio 2001-2005. Cancer de cuello uterino, por entidades

federales de Venezuela. (Tomado de Capote, 2006).



1.6 Terapias contra el cancer

El cancer ha sido una de las enfermedades mas estudiadas, con mayor intensidad y
desde diversos puntos de vista en los ultimos afios, pasando por los mecanismos que la

generan y su posible cura efectiva.

Los tratamientos antineoplasicos ejercen un efecto citotoxico sobre las celulas
malignas a diferencia de la cirugia, la cual permite la reseccion del tumor. La aplicacion de
un tratamiento por un periodo de tiempo prolongado puede conducir a que las células de un
tumor adquieran resistencia a multiples agentes quimioterapéuticos, con estructura quimica
y mecanismos de accion diferentes. Este fendmeno fue descrito experimentalmente, y se
identifico como resistencia a multiples drogas o MDR (“Multidrug resistance”). (Alberts y

col, 1994).

Durante la quimioterapia la célula tumoral puede defenderse de sus efectos incluso
después de que el medicamento haya alcanzado su objetivo, y ocasione un dafio importante.
Alteraciones celulares destacan a este nivel, un aumento en la capacidad de reparacion del
DNA vy la inhibicién de la muerte celular programada o apoptosis. (Sanchez y Benitez,

2006).

Dentro del tratamiento antineoplasico aplicado en la quimioterapia (con citostaticos)

se encuentran diversos farmacos que actlan sobre las células tumorales de forma



caracteristica, sobre una 6 varias fases del ciclo celular, y sobre los mecanismos de control

de la proliferacion celular.

Las enfermedades neoplasicas se deben tratar con la maxima dosis tolerable para
producir el mayor porcentaje de muerte celular posible, de forma secuencial, con el fin de
optimizar el resultado y permitir la recuperacion de los tejidos sanos. Ademas se deben
administrar al menos dos farmacos que actuen sobre diferentes dianas terapéuticas y sin
toxicidad cruzada, de este modo se reduce la toxicidad, se aumenta la eficacia sobre el
tumor y disminuyen las posibilidades de que aparezcan resistencias. (Benedi y Gomez,

2006).

Existe un grupo de antineoplasicos conocidos como antibidticos citotdxicos,
sustancias naturales producidas fundamentalmente por hongos, capaces de alterar el
crecimiento de otras células vivas. Las antraciclinas pertenecientes a este grupo, son
sustancias producidas por el hongo streptomyces, capaz de producir alteraciones en la
replicacion y transcripcion proteica al intercalarse entre las bases del ADN. Estos
compuestos pueden provocar también inhibicion de la topoisomerasa tipo Il, lo que
conlleva a la rotura del ADN Yy la alteracion de los procesos de reparacion (muerte celular).

(Benedi y Gémez, 2006).

Ademas, las antraciclinas forman radicales libres semiquindnicos por reduccién
enzimatica; estos radicales pueden afectar el ADN por procesos de alquilacién é pueden

provocar la peroxidacion de lipidos celulares no saturados, que represente la lesion de la



célula. Esta accién, posiblemente contribuya mas a la acciéon cardiotoxica de las
antraciclinas que a la accién antineoplasica. Las antraciclinas también pueden alterar la
membrana, inhibir la fosforilacion oxidativa de las mitocondrias e inhibir diversas enzimas
relacionadas con el ADN y el ARN: polimerasas, helicasas y enzimas reparadoras.

(Flérez,2008)

Dentro de este grupo de antibidticos encontramos la doxorubicina o adriamicina,
obtenido a partir de un mutante de Streptomyces peucetius; siendo éste farmaco el mas
utilizado en leucemias agudas; carcinoma de mama, vejiga, ovario Yy tiroides;
neuroblastoma, tumor de Wilm, linfomas de Hodgkin y no Hodgkin, sarcomas de tejidos

blandos y osteosarcoma. (Benedi y Gomez, 2006)

*HCI

Figura 8. Estructura quimica de Doxorubicina. Tomado de www.cancerquest.org

La doxorubicina o adriamicina posee en su estructura un anillo tetraciclinico con un
azucar asociado, y los grupos quinona e hidroquinona presentes en la molécula, que acttan
como dadores 6 receptores de H" y O". Esta molécula adopta una conformacion especifica

que le permite ubicar los sitios funcionales en la doble hélice del ADN para obtener una



Optima afinidad y especificidad, lo que le permite desarrollar su actividad antineoplasica, la
cual consiste en intercalarse entre los pares de bases, produciendo entrecruzamientos de
cromatides, inhibiendo la sintesis de RNA y la duplicacion de ADN. Ademas, la
doxorubicina reacciona originando peroxidos altamente citotoxicos, con los cuales; separa
las cadenas de ADN e interactda con la topoisomerasa Il; ambos mecanismos terminan con

la muerte celular. (Patifio y col., 2003)

El objetivo del tratamiento tumoral con agentes antineoplasicos se basa en la
destruccion de las células cancerosas; ya que, debido a las caracteristicas de las mismas se
puede considerar que una sola célula puede producir una recidiva del mismo
(micrometastasis). Para lograr esto hay que tener en cuenta que una dosis de un farmaco
antineoplasico citotoxico destruye una fraccion constante de células malignas, por lo que,
en dosis moderadas, el farmaco evidencia maxima actividad durante la fase S del ciclo
celular y conduce a la acumulacion de células en fase S 0 G, y la inhibicion de todos los

estadios del ciclo celular cuando se utilizan altas concentraciones. (Prieto y col., 1997).

Por otra parte, otro farmaco utilizado en el tratamiento de varios tipos de cancer,
entre los cuales es de nuestro interés el cancer de cérvix; es la Mitomicina C. Este fa&rmaco
es producido por el Streptomyces caespitosus, agente que posee en su estructura un grupo
quindénico unido a un grupo inddlico y dos grupos laterales muy labiles, un
metoxiformamido y un anillo de aziridina (figura 9). En el organismo es activado, por
reduccion de la quinona 6 por la transformacion en productos reactivos intermedios con

capacidad alquilante. En consecuencia, puede actuar a través de los radicales libres



formados 0 a través de su capacidad alquilante sobre moléculas de ADN, donde forma
puentes cruzados por asociaciéon. La actividad de este farmaco es méxima durante la
replicacion celular, cuando parte del ADN no esta apareado y es mas susceptible a la

alquilacion. (Flérez y col, 2008)
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Figura 9. Estructura quimica de Mitomicina C. Tomado de ww.cancerquest.org

Debido a estas caracteristicas la Mitomicina C, también es considerada un agente
alquilante, que actta sobre el ADN, atacandolo directamente a través de tres mecanismos

diferentes.

e En el primer mecanismo un agente alquilante (representado en la figura debajo
como una estrella rosada) adhiere grupos alquilos (compuestos pequerios de carbono
mostrados como triangulos rosados) a las bases del ADN. Esta alteracion resulta en
que el ADN sea fragmentado por las enzimas de reparacion cuando éstas tratan
de reemplazar las bases alquiladas (figura 3 del diagrama). Las bases alquiladas

previenen la sintesis del ADN vy la transcripcion del ARN del ADN afectado.
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Figura 10. Primer mecanismo de accion de un agente alquilante.
Tomado de www.cancerquest.org

Un segundo mecanismo es la formacion de puentes cruzados, uniones entre 4tomos
en el ADN (las cadenas rosadas). En este proceso, dos bases son unidas por medio
de un agente alquilante que tiene dos sitios de union con el ADN. Este enlace

previene que el ADN se separe para la sintesis ¢ la transcripcion.

Figura 11. Segundo mecanismo de accién de un agente alquilante.
Tomado de www.cancerquest.org

Un tercer mecanismo de accion de los agentes alquilantes es la induccién de
nucledtidos disparejos lo que ocasiona mutaciones. Las bases alquiladas pueden ser
emparejadas erréneamente con una diferente a la correspondiente. Si esta alteracion

sucede y no es corregida, esto puede resultar en una mutacién permanente.



Figura 12. Tercer mecanismo de accion de un agente alquilante.
Tomado de www.cancerquest.org

Aunque las investigaciones cientificas relacionadas con el cancer avanzan cada dia,
no permiten definir una cura efectiva, por lo que muchos de los pacientes con enfermedad
avanzada; requieren terapia complementaria, y resulta necesario disponer de nuevos
parametros capaces de predecir la respuesta a tratamientos. Por otra parte, la toxicidad de
esta terapia impide su aplicacion indistinta, lo que requiere disponer de nuevos criterios

para su seleccion adecuada. (Sanchez y Benitez, 2006).

Es evidente que el problema de la quimioresistencia involucra diversos factores y
por ello su complejidad. Resulta claro que las células neoplésicas, cuando se encuentran
con las moléculas téxicas son capaces de desarrollar mecanismos biomoleculares que las
hacen resistentes a los efectos lesivos de la mayoria de los oncofarmacos. (Sanchez y

Benitez, 2006).

Por ello, actualmente se busca el uso de tratamientos especificos para cada tipo de
cancer, diseflando cocteles de farmacos (poliquimioterapia) a la medida de la
caracterizacion genética de cada tumor, para que de esta forma dichos cocteles eliminen la

mayor proporcion de células cancerosas. (Salazar y col., 2008).



1.7 Estudios farmacolégicos.

El uso de plantas como recurso terapéutico natural se remonta a tiempos muy
remotos. Hoy en dia la ciencia confirma la presencia en ellas de compuestos quimicos con
acciones farmacologicas, que constituyen muchas veces los elementos primarios utilizados
por laboratorios farmacéuticos como punto de partida en el desarrollo de formas

comerciales que seran patentadas para su uso terapéutico.

La fitoterapia, ciencia encargada del estudio terapéutico de las plantas, se basa en la
prevencion, atenuacion o curacion de un estado patoldgico. Empleando para esto, extractos
obtenidos mediante la separacion de porciones biolégicamente activas presentes en los
tejidos de las plantas, con el uso de solventes (alcohol, agua, mezcla de estos u otro

solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado. (Dominguez, 1973).

Para la industria farmacéutica las plantas medicinales son una fuente de nuevas
moléculas con efectos farmacologicos, que son utilizables directamente, y que permiten
obtener productos farmacéuticos con menores efectos secundarios, satisfaciendo las

necesidades crecientes del uso de productos naturales. (Polanco, 2003).

Por lo que; nos referiremos a los productos naturales como metabolitos secundarios,
que comprende moléculas que no son necesarias para el crecimiento y la reproduccién de
las plantas, pero que cumplen roles muy importantes en el reino vegetal. A lo largo de la

historia, los metabolitos secundarios de las plantas han sido utilizados por la humanidad y
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existen registros de cuatro clases de ellos significativos para el ser humano, entre los que
podemos encontrar, los terpenoides, alcaloides y compuestos nitrogenados relacionados,

fenilpropanoides y compuestos fendlicos relacionados y los flavonoides. (Oscanoa, 2005)

La investigacion de nuevos productos naturales & sintéticos se ha convertido
progresivamente en un campo interdisciplinario que comprende areas tan diversas como la
botanica, quimica, bioguimica, medicina, farmacologia entre otras. (Arvelo y col., 2008).
Por lo que, se ha hecho necesario enfocar, los diversos estudios a las nuevas necesidades
planteadas en la integridad de éstas areas de investigacion que involucran a los productos
que nos ofrece la naturaleza. Basandonos en esta premisa, se evaltan los efectos citotoxicos
de nuevos compuestos naturales 0 sintéticos en condiciones tanto in vivo como in vitro.

(Malone, 1978).

Uno de los medios utilizados para estudiar la actividad farmacoldgica de algln
compuesto son las curvas dosis- respuesta, las cuales permiten cuantificar ¢ estimar el
efecto de una dosis aplicada a las células, y proporciona la medida de la magnitud de la

actividad del compuesto en una dosis determinada. (Goodman y Gilman, 2001).



2. Antecedentes

Quizas los dos males que mas preocupan al hombre de Ciencia en este siglo XXI
sean el cancer y el Sida. Miles de investigadores han intentado conseguir farmacos que

consigan reducir las muertes que, afo tras afo, sacude a la sociedad.

Aunque un buen numero de farmacos contra el cancer han sido desarrollados a
partir de plantas o sus derivados hemi-agentes sintéticos, el desarrollo de un farmaco con
bajos efectos secundarios y sitio-especifico sigue siendo un reto. El principal problema con
estos agentes es la toxicidad asociada a ellos, debido a su baja especificidad, ya que estos

agentes también eliminan las células sanas. (Kouznetsov y col, 2010).

El potencial terapéutico de los farmacos antitumorales derivados de las plantas
puede deberse a una variedad de mecanismos, por ejemplo: induccién de muerte celular,
como molécula antiangiogénica, inhibidor de proteasas, anti-inflamatorios entre otros.

(Hidalgo y Eckhart, 2001).

En varios paises se reporta el uso de numerosas plantas de la familia Euphorbiaceae,
para tratar el cancer. Croton palanostigma, un miembro de la familia Euphorbiaceae, es una
de las plantas medicinales méas utilizadas de los tropicos de América del Sur. El género
incluye varias especies de Croton, los cuales contienen una amplia gama de acciones

farmacologicas y fisiologicas. (Sandoval y col., 2002).



Una serie de estudios sobre plantas utilizadas en la medicina tradicional venezolana
ha llevado a que algunas de ellas puedan ser consideradas como Uutiles en las enfermedades

que le han sido atribuidas por la cultura popular. (Arvelo y col., 2008).

Una de las plantas que ha sido importante en éste ambito son las referentes al género
Croton, las cuales contiene alrededor de 1300 especies, siendo uno de los grupos mas
grandes de la familia Euphorbiaceae. Se encuentran dentro de la subfamilia Crotonoidae,
cuyas especies se caracterizan por la presencia de diterpenos. De este género, un gran
numero de especies han sido investigadas y los clerodanos son el tipo de diterpeno mas
comunmente aislados, aunque también se han obtenido otros diterpenos relacionados
biogenéticamente a los clerodanos, como los labdanos. El genero Croton ha sido motivo de
estudios fitoquimicos debido principalmente a las posibilidades terapéuticas que han podido

ser identificadas en estas plantas. (Fuentes y col., 2004)

2.1. Grupo Kaurano en la Terapia contra el Cancer

En el curso de la busqueda de complejos bioactivos en especies de Croton en
Venezuela, compuestos pertenecientes al grupo seco-ent-kauranos; han sido aislados de
diferentes especies, evaluando in vitro su efecto sobre la viabilidad celular en lineas de

células humanas de cancer de diferentes origenes. (Suérez y col, 2009)

Los diterpenos constituyen una amplia clase de isopropenoides naturales. Este

grupo de compuestos se dividen de acuerdo con el nimero y patrones de ciclacion



mostrados por su esqueleto en: 1) aciclicos (fitanos), biciclicos (labdanos, clerodanos), 2)
triciclicos (pimaranos, abietanos, cassanos, rosanos, podocarpanos, vouacapanos), 3)
tetraciclicos (trachylobanos, kauranos, afidicolanos, stemodanos, stemaranos, beyeranos,

atisanos, giberelanos), y compuestos mixtos. (Garcia y col., 2007)

El esqueleto de los diterpenos aparece en el fitol, el cual se presenta
abundantemente en las plantas conformando la parte lipofilica de la clorofila. En las
diferentes etapas de ciclacion pueden ocurrir reordenamientos que conducen a la
contraccion y a la expansion de anillos, rearreglos de intermediarios, movimientos de

carbono e hidrogeno, oxidaciones, oxigenaciones y otros. (Marcano y Hasegawa, 2002)

La contraccion y expansion del sistema anular del kaurano, diterpenos tetraciclicos
cuyas estructuras estan constituidas por una unidad de perhidrofenantreno fusionada con
una unidad de ciclopentano formado por un puente de dos &tomos de carbono entre los C-8
y C-13 (figura 13), origina los esqueletos de grayano, gibbano y aconano. (Garcia y col.,

2007)

Figural3. Esqueleto de un diterpeno ent- kaurano. (Tomado de Garcia y col., 2007)

Diversos estudios demuestran la funcion fisiolégica que poseen los ent-kauranos

como precursores de los reguladores de la proliferacion celular de los vegetales, por lo que



resulta interesante que puedan afectar de igual modo la proliferacion celular en animales.
(Ruiz y col., 2008). Esta regulacidn esta dirigida por este grupo de ent-kauranos que acttan
como intermediarios en la ruta de biosintesis de los acido giberélicos (GAs); siendo las
giberelinas un grupo de abeo- kauranos con el esqueleto de gibbano. Conservandose los
primeros pasos de la sintesis de los ent-kauranos al camino biosintético de los
poliisoprenoides; a partir de la Acetil CoA y por la via del acetato mevalonato formando el
isopentenil pirofosfato, que representa la unidad basica de los ent-kauranos para asi
alcanzar la formacion de geranil pirofosfato, farnesil pirofosfato y geranil geranil
pirofosfato (compuesto de 20 carbonos, dador de todos los carbonos de las giberelinas).
Forméandose el ent-kaurano por ciclizacion de estos intermediarios. (Marcano y Hasegawa,

2002)
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Figural4. Ruta biosintética del ent- kaurano

Por accién de monooxigenasas (del tipo citocromo P450) el C19 de este compuesto
es oxidado a alcohol (ent-Kaurenol), aldehido (ent-Kaurenal) y acido ent-Kaurenoico, a

nivel de la membrana del reticulo endopldsmico. En un paso posterior, el anillo B se



contrae por expulsion del C7 pasando de un anillo de 6 carbonos a otro de 5, formando el

gibbano, luego por oxidacion en C7 se forma el GA;; aldehido. (Soberén y col., 2008).

El aldehido GA12 se transforma en giberelinas tipo C19 mediante dos rutas, una
que involucra la 13 hidroxilaciéon temprana y otra donde no se hidroxila esa posicion. En
ambas vias hay descarboxilacion y reacciones catalizadas por oxidasas de membrana y

citosolicas. (Soberdn y col., 2008)
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Figura 15. Ruta biosintética de las giberelinas a partir del ent- kaurano

La actividad biolégica presentada por los diterpenos de los Kauranos, ha motivado a
estudiar las modificaciones estructurales del esqueleto de Kaurano con el objetivo de
obtener nuevas sustancias potencialmente bioactivas. Por lo que; recientemente se ha
reportado el uso de éste grupo de compuestos para la sintesis de nuevos antimicrobianos,
citotoxicos y tripanocidas. Este enfoque, alin esta lejos de ser aprovechado plenamente por
el interés actual en la quimica de productos naturales, por lo que estudios para determinar la
correlacion entre la composicion quimica y actividad farmacoldgica estan en marcha.

(Suarez y col, 2003)



3. Objetivos.

3.1 Objetivo General:

Evaluar el posible efecto citotéxico de un grupo de seco-ent-kauranos sobre las
lineas celulares tumorales PC-3, (prostata), y Hela, (Gtero); y su respuesta en combinacion

con compuestos seco-kauranos y farmacos antitumorales.

3.2 Obijetivos Especificos:

Evaluar el efecto citotoxico de un grupo de seco-ent-kaurano en las lineas celulares

PC-3y Hela.

e Evaluar el efecto citotoxico de un grupo de seco-ent-kaurano en cultivos primarios
de fibroblastos humanos células no tumorales (células control).

e Determinar el efecto citotdxico de farmacos antitumorales especificos, utilizados
para el tratamiento de pacientes con cancer de prostata y cancer de Gtero en las
lineas celulares PC-3 y Hela.

e Evaluar el efecto citotoxico de la combinacion de compuestos de un grupo de seco-
ent-kauranos y los fArmacos antitumorales en las lineas de cancer PC-3 y HelLa.

e Evaluar las combinaciones de compuestos seco-ent-kauranos y farmacos

antitumorales sobre cultivos primarios de fibroblastos humanos.



4. Materiales y Métodos

4.1 Material Bioldgico

4.1.1Lineas celulares.

e PC-3:

Donada por la Dr. Marie France Poupon, Instituto Curie, Paris-Francia. La linea celular
PC3 es una linea tumoral de préstata humana obtenida de una metastasis 6sea. Esta linea
celular es androgeno- independiente y no responde a los glucocorticoides, factores de
crecimiento epidérmico (EGF) y fibroblasticos (FGF), no expresa PSA (antigeno
prostatico) y presenta baja actividad de la testosterona 5- alfa- reductasa. (Belinchén y col.,
2005).

e Hela:

Donada por la Dr. Marie France Poupon, Instituto Curie, Paris-Francia. La linea celular
HelLa es una linea tumoral obtenida de un carcinoma de cérvix humano. Su resistencia a la
apoptosis se debe posiblemente a la presencia del virus del papiloma 18 en éstas células, el
cual produce una proteina que degrada a la p53 sin mutarla y ademas induce alteraciones en

los cromosomas 1, 3, 5,6. (Xin-Rong y col., 2004)

Cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos:

Obtenidos en el laboratorio como cultivo primario a partir de fragmentos de tejidos

humanos. EIl fibroblasto es la célula mas comin y menos especializada del tejido



conjuntivo, cuya funcion esencial consiste en construir el entramado estructural donde

descansa el resto de los tejidos del organismo.

4.1.2 Productos naturales

El grupo de productos naturales a utilizar se obtuvieron a partir de la planta Croton
micans aislados en el laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela cedidos gentilmente por la Prof. Alirica Suarez para la
realizacion de este trabajo. Este grupo estuvo conformado por 6 productos naturales, cuya
estructura patron sera un ent- kaurano, el cual a través de modificaciones naturales de tipo
adicion, sustitucion y eliminacion de grupos quimicos en su estructura, dara origen al resto

de productos naturales utilizados en los ensayos de citotoxicidad.

4.2 Metodologia

4.2.1 Mantenimiento del cultivo celular

Las lineas celulares fueron descongeladas y sembradas en medio de cultivo RPMI
(GIBCO 1640), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 1% de glutamina,
1% de antibiotico penicilina/estreptomicina, mantenidas en una estufa a una temperatura de
37°C y una atmdsfera de 5% de CO, y 90% de humedad. ElI medio de cultivo se cambio
dos veces por semana hasta observar la formacion de una monocapa confluente de las
células. Una vez alcanzado el numero suficiente de células se realizaron los diferentes

ensayos de citotoxicidad.



Tabla 3. Estructuras quimicas y Pesos moleculares de los compuestos seco-ent-kauranos.

Compuesto | Peso Molecular Férmula Estructura
(g/mol)
EMCM 125
caracasine)
EMCM 128 HaC 7’ CHg _cH,
(0]
(Caracasine) 330,465 Cy1H3003
HsC N\
(e}
CH,
OH
Q CH
// :
HO OH
EMCM 141 336,469 CyoH3,0,
H,C
CH,
EMCM 145 > 456,706 C3oH1505
? CH, _ch,
HO
EMCM 147 318,454 CyoH3004
HsC
OH
CH,
EMCM 150 346,508 CyyH3404




4.2.2 Ensayo de citotoxicidad sobre las lineas celulares y cultivo primario de fibroblastos

Los ensayos del efecto citotoxico de los productos naturales pertenecientes al grupo
seco-ent-Kauranos fueron realizados mediante la construccién de las curvas Clsy que
determinaron la concentracién del producto que elimina la mitad de la poblacion celular. La
citotoxicidad in vitro de las diferentes lineas celulares tratadas con los productos se
determind mediante el ensayo de MTT, cuyo principio se basa en la reduccién metabdlica
del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-y1)-2,5-difeniltetrazol, llevada a cabo por la accion
de las enzimas succinato-deshidrogenasas mitocondriales, con la formacion de un
compuesto coloreado azul-violeta llamado formazan. La presencia de este colorante es

proporcional al numero de células metabdlicamente activas. (Mosmann, 1983)

Una vez contadas las células, tanto de las lineas tumorales como del cultivo de
fibroblastos, se sembraron aproximadamente 5000 células por pozo de una placa de 96
pozos en un volumen de 50 ul de medio de cultivo RPMI suplementado. En cada placa se
colocd una columna de 8 pozos con medio de cultivo, mas las células sin el producto
natural, constituyendo el control de viabilidad. Ademas se contd con un control con el cual
se demostrd que el efecto obtenido es propio del producto aplicado sobre las células y no
del solvente, DMSO, utilizado (Rowley y Anderson, 1993; Goldman y col., 1987), y
finalmente un control positivo, como la Adriamicina, producto con actividad antitumoral

conocida.



Las placas se incubaron durante 24 horas en una temperatura de 37°C y una
atmosfera humeda de 5% CO,, luego de finalizado éste periodo se le agregd a cada placa 50
uL correspondientes al volumen de cada concentracion creciente de los productos
naturales, comprendidas entre 0,001; 0,01; 0,1; 1; 5; 10; 15; 25; 100 pg/mL
respectivamente. Las placas, se incubaron durante 72 horas bajo las mismas condiciones de

cultivo, 37°C, 5% CO..

Transcurrido este tiempo, se descartd el medio con el producto presente en cada
pozo y seguidamente se le agrego 100 pL del compuesto MTT a una concentracion de 0,4
mg/mL. Las placas se incubaron por 3 horas en las condiciones de cultivo anteriormente
mencionadas. Se desechd el MTT y se le agregé 100 uL de DMSO a cada pozo con la
finalidad de disolver los cristales de formazan. Finalmente, se leyo la densidad Optica de
los pozos de las placas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 570nm (DO

570).

Cada ensayo se realizo por triplicado, y la concentracién inhibitoria 50 (Clsg) se
calculo con los valores de absorbancia obtenidos usando un software especifico, Origin 6,
el cual establece dicho valor mediante una regresion no lineal y permite realizar las curvas

correspondientes a éstos ensayos.



4.2.3 Curvas de crecimiento

Una vez obtenidos los Clsq para cada producto natural, 6 en total, se procedi6 a
escoger 3 de ellos para evaluar el desarrollo de los diferentes tipos celulares frente a estos.
Se tomaron las dos lineas celulares y el cultivo primario de fibroblasto, las células fueron
disociadas con tripsina y centrifugadas aproximadamente 5 min a 3g; resuspendidas en
medio de cultivo fresco, y aproximadamente sembradas 6,5x 10* células en placa. Se
incubaron por 24 h para permitir su adhesion a la superficie, para luego exponerlas a los
compuestos seleccionados a una concentracion (ug/mL) equivalente al Clso de cada
producto seleccionado. Cada placa de células tratadas tenia su control, el cual solo contenia

las células y el medio de cultivo.

Al transcurrir periodos de 24h, se desprendieron las células con Tripsina, para
realizar posteriormente el contaje de las células, utilizando para ello el ensayo de exclusién
de azul tripano. Al finalizar el ensayo se obtuvo 5 puntos para las curvas de viabilidad
correspondientes a los periodos de tiempo de 24, 48, 72, 96, y 120 horas. Las curvas de
crecimiento se representaron mediante un grafico XY, el eje X representa el tiempo de

incubacidn (horas), y el eje Y el nimero de células viables.



4.2.4 Combinacion (productos naturales + Farmacos Antitumorales)

Una vez determinados los valores de Clso para cada uno de los productos naturales

evaluados en cada una de las lineas utilizadas, se procedera a realizar las combinaciones de

compuestos y farmacos antitumorales.

El protocolo a seguir serd el propuesto por Chou y colaboradores (1984) y Chou
(1991) el cual, es definido como Método de indice de Combinacion (M.1.C.). El esquema
propuesto para este experimento se describe en la figura 16, el cual se realizara utilizando

diluciones seriadas de la mezcla (producto natural + farmaco antitumoral).

Concentraciones a utilizar en la
evaluacion de las combinaciones

X (0,25) ug/mL
X (0,3) ng/mlL
X (1) ng/mL

X (2) ug/mL

X (4) ng/mL

Producto 1

0,25XxClsg | 0,5XxClsg | 1 xClsg | 2X Clsp | 4 x Clgg
o | 025 x Clsg X
2| 0,5xCls X
S 1 x Clgg X
=)
8 2 X C|5o X
& 74X Clg X

Figura 16. Esquema de la obtencién de las concentraciones a utilizar para la evaluacion de las

combinaciones de los farmacos con los productos naturales, basado en el disefio experimental propuesto por

Chou en 1991.



Los efectos citotoxicos aportados por cada compuesto fueron iguales, ya que de
acuerdo a la tabla propuesta de las combinaciones a utilizar, éstas se realizaron con una
proporcion 1:1. Los ensayos de combinacién se realizardn con la misma metodologia

aplicada para los ensayos de citotoxicidad

Los analisis correspondientes a estos ensayos se realizaron utilizando softwares
estadisticos con los cuales se pudo calcular los indices de Combinacion (IC) para establecer
el grado de sinergismo, antagonismo o aditividad de las combinaciones. Se trabajo
especificamente con el software Calcusyn, el cual al proporcionarnos los valores de indices
de Combinacién se podia establecer la relacion entre los compuestos de acuerdo a la

siguiente tabla, propuesta por Chou y Martin, 2005.

Tabla 4. Rangos de IC referidos para la seleccién de los patrones de combinacién. Tomado y modificado de
Chou y Martin, 2005.

Rango del indice de Combinacion Descripcion

<0,1 Sinergismo muy fuerte
0,1-0,3 Sinergismo fuerte
0,3-0,7 Sinergismo
0,7-0,9 Sinergismo debil a moderado
09-11 Cercano a la aditividad
1,1-145 Antagonismo débil a moderado
145-33 Antagonismo

>3,3 Antagonismo fuerte a muy fuerte




5. Resultados

e 5.1 Determinacion de la actividad citotdxica de los seco-ent-kauranos sobre las

lineas tumorales y células control.

En los resultados obtenidos se muestra claramente que los productos en estudio
presentan una actividad caracteristica sobre cada linea tumoral, lo que se refleja en los
diferentes valores de Clsy (tabla 5), derivados luego de una exposicion de las células a
concentraciones crecientes de los compuestos. La concentracion para la cual las lineas
celulares muestran una inhibicion de crecimiento del 50% fue calculada a través de un
software especifico que nos arrojaba el valor directamente. Ademas, por medio de las
curvas de viabilidad celular de las células a la exposicion de cada kaurano se puede
evidenciar una disminucion progresiva de la viabilidad frente a las concentraciones

crecientes evaluadas.

En latabla 5, se muestra una actividad citotoxica mayor para el EMCM 125, cuyos
valores de Clsp son 2,82 pug/mL y 8,76 pg/mL para las lineas tumorales PC3 y HelLa
respectivamente. Estos valores son practicamente similares a los obtenidos en estudios

anteriores para estos compuestos, reportados por Suérez y col, 2009.

Asi mismo, en este estudio se reportan los valores para el producto EMCM 128
sobre PC3, Hela y fibroblastos, los cuales estan dentro del rango de 12 a 25 pg/mL, lo que,

de igual forma corresponden a nuestros valores experimentales con el mismo producto



sobre estos tipos celulares. Por otra parte, el compuesto que presentdé menor actividad
citotoxica, fue el seco-ent-kaurano 141, con valores de Clso mayores a 20pug/mL tanto para

las dos lineas tumorales como para los fibroblastos dérmicos.

El producto 145 exhibe una actividad citotdxica similar al kaurano 128 cuando
comparamos los valores de Clsy obtenidos para los diferentes tipos celulares, incluso este
kaurano presenta valores menores a los reportados en estudios anteriores con los mismos
tipos celulares para otro tipos de compuestos con estructura relacionadas a este
grupo.(Sylvestre y col. 2005). Cuando observamos la actividad expresada por el kaurano
147, encontramos valores de Clsp son 13,36 pg/mL; 14,59 pg/mL vy 21,18 pg/mL,
respectivamente para las células en estudio, los cuales se encuentran por debajo de los
presentado por el compuesto 141, de menor actividad citotdxica, generando asi una mayor
toxicidad por parte del kaurano 147 hacia los diferentes tipos celulares, haciéndose notar el
hecho de que la actividad sigue siendo mayor en las lineas tumorales en comparacion con

las células fibroblastos.

Paralelamente al estudio de la actividad citotdxica del grupo de compuestos sobre
las lineas tumorales, también fue evaluado el cultivo primario de fibroblastos dérmicos
humanos. Los valores de Clsy fueron mucho mayores en comparacion con los de las lineas
tumorales. Estos resultados reflejan una disminucién en la actividad citotoxica en una
proporcion entre 2 y 5 veces, corroborando la accién selectiva de los compuestos y
afectando lo menos posible a las células control (normales). Por otra parte, solo el producto

seco- ent- kaurano 150, mostrd una actividad mayor hacia los fibroblastos, con un valor de



Clso de 7,78 pg/mL, el cual es 2 veces menor al presentado sobre las lineas PC3 y HelLa

frente a este kaurano.

También se utilizaron dos farmacos antitumorales de uso actual en la quimioterapia
como control positivo que garantizara la presencia de una actividad citotoxica tanto en las
lineas PC3 y Hela, y en los fibroblastos. Para la linea PC3 se utiliz6 Adriamicina, mientras
que para HelLa, mitomicina C. Los valores de Cls (tabla 6) obtenidos fueron por debajo de
1 pg/mL para las células evaluadas, representando una mayor actividad citotoxica en

comparacion con nuestros productos en estudio.

Al comparar los valores de Clsy de los farmacos antitumorales, Adriamicina y
Mitomicina C, con los sefialados en la tabla 4, nos damos cuenta que los primeros son
mucho menores, lo que indica una actividad citotdxica elevada en comparacion con
nuestros compuestos de estudio, sobre las lineas tumorales, esta actividad también se hace
presente en los fibroblastos, donde es significativa con valores de Clsp de 0,24 pg/mL y

0,39 pg/mL, (tabla 5).



Tabla 5. Valores de concentraciones inhibitorias 50% (Clsy) obtenidos para cada linea
tumoral utilizada y para células control. Los valores de Clsy son expresados en unidades de
pg/mL

Lineas Tumorales Celulares

Producto PC3 HelLa Fibroblastos
Dérmicos
EMCM 125 2,82+ 1,07 8,76 + 1,01 15,2 + 1,02
(Acido de
Caracasine)
EMCM 128 7,13+ 1,02 11,04 + 1,02 17,62 + 1,02
(Caracasine)
EMCM 141 27,28 + 1,07 28,38 + 1,05 38,19 + 1,07
EMCM 145 6,68 + 1,05 13,96 + 1,02 18,03 + 1,01
EMCM 147 13,36 + 1,03 14,59 + 1,01 21,18 + 1,08
EMCM 150 16,22 + 1,04 16,9+ 1,01 7,78+ 1,3

Tabla 6. Valores de concentraciones inhibitorias (Clsg) de los controles utilizados
especificos para cada linea tumoral y para las células control. Los valores de Clsy son
expresados en unidades de pg/mL.

Farmaco Lineas celulares tumorales Fibroblastos
antitumoral PC3 Hela Dérmicos
Adriamicina 0,07+1,9 - 0,24+1,1
Mitomicina C - 0,14+11 0,39+1,1




e 5.2 Viabilidad Celular frente a los productos naturales

Ademas de obtener los valores de Clsp, con la ayuda de las curvas de viabilidad se
puede observar el comportamiento del cultivo celular frente a las diferentes
concentraciones crecientes de los productos a las cuales son expuestas las células. Estas
curvas representan una funcidén exponencial decreciente, donde nuestros valores de las
concentraciones administradas son el eje X, en aumento progresivo, mientras que el
porcentaje de células vivas disminuye notablemente representada en el eje Y. En estos
graficos la pendiente de la curva indica que variaciones en las concentraciones empleadas,

pueden generar respuestas citotoxicas grandes.

Los andlisis para determinar la citotoxicidad mostraron un efecto de disminucién en
la viabilidad celular, mayor en las lineas celulares, PC3 y HelLa que en los Fibroblastos,

cuando se expusieron a las mismas concentraciones de los productos.

Partiendo de esto, el EMCM 125 (figura 17a) y el EMCM 128 (figura 17b)
presentan la mayor pendiente, lo que corresponde con los valores de Clsy mas bajos,
indicando la efectividad del producto a bajas concentraciones, ya que a dosis menores a 5

Hg/mL se aprecia una disminucion abrupta en el porcentaje de células vivas.

Evidentemente el efecto es menor en los fibroblastos dérmicos humanos frente al
128 en comparacién con el compuesto 125, figura 18c, donde la curva presenta una

disminucion mas progresiva en relacion con las otras de las lineas celulares. Sin embargo,



la disminucion en el porcentaje de viabilidad permite arrojar un valor de Clsy menor a 15

pg/mL.

En relacion al kaurano 141, en sus curvas de viabilidad, figuras 19a y19b, para
ambas lineas celulares, observamos una disminucion muy lenta del porcentaje, lo que
implica que se requiere una mayor cantidad de este producto para alcanzar el mismo efecto
que se observaba marcadamente con los productos anteriores, lo que se traduce en un Cls

mayor.

A concentraciones menores a 1ug/mL la disminucion del porcentaje de viabilidad es
menor al 10% en las células tratadas con el kaurano 141, lo que sefiala que dentro de estas
concentraciones evaluadas se encuentra la dosis umbral, aquella dosis minima que produce
el efecto de nuestro interés en este estudio.(Furones, 2002) A medida que las
concentraciones administradas aumentan y se sobrepasa esta dosis umbral, la viabilidad
celular se ve fuertemente afectada, alcanzando el 50% de ésta, a concentraciones mayores

de 20 pg/mL en las células de estudio.

El comportamiento observado en las curvas de los kauranos 145 y 147, en las
figuras 20 y 21, es muy similar al presentado por el EMCM 125 para las dos lineas
celulares, mostrando solo una leve diferencia en la concentracion del producto a la cual se
alcanza el 50% de la viabilidad, lo que nos da la variabilidad en los valores de Cls.

Cuando observamos las figuras 20c y 21c de los fibroblastos expuestos a estos productos,



notamos una disminuciéon menos marcada en el porcentaje de inhibicion, lo que esta

estrechamente relacionado a las caracteristicas fisiologicas propias de las células.

Por otra parte, el comportamiento de la curva de fibroblastos frente al kaurano 150
(figura 22c), presenta la misma tendencia de disminucion, alcanzando el 50% de la
poblacion a concentraciones menores del compuesto en comparacion con las lineas
tumorales PC3 y Hela para el mismo kaurano. Lo que indica que el cultivo primario de

estas células control es mas sensible a este producto en particular.

No obstante, ninguno de los compuestos evaluados mostré una curva con una
pendiente tan fuerte como la observada con los compuestos de referencia Adriamicina y
Mitomicina C. En estas curvas (figura 23), la viabilidad celular disminuye rapidamente
correspondiendo con los valores de Clso obtenidos, lo que implica una mayor actividad

citotdxica por parte de estos frente a los diferentes tipos celulares en estudio.
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e 5.3 Curvas de Proliferacion celular

Para realizar este ensayo se seleccionaron los dos compuestos que presentaron
mayor citotoxicidad sobre las lineas celulares, con la finalidad de observar la tasa de
proliferacion de las células frente al EMCM 125 y al EMCM 128. De igual forma se realiz

la evaluacion de los mismos productos sobre los fibroblastos dérmicos humanos.

Esta evaluacion se determiné mediante una curva de crecimiento por contaje de las
células en cdmara de Neubauer, empleando el método de tincion con el colorante azul
tripano, tomando las células viables como aquellas sin absorcion del colorante y que se
encontraban adheridas a la placa. Por otra parte, las células muertas fueron tomadas del
sobrenadante, aquellas que presentaban una coloracion azul, debida a la penetracion del
colorante por dafios en la membrana. Inicialmente se sembraron 65 x 10° células por placa,
para luego aplicar la dosis del producto escogido a la concentracion Inhibitoria 50 (Clsg)

obtenida en el ensayo de determinacion de la citotoxicidad para cada tipo celular.

En general en la figura 24a, podemos observar un patron similar en las curvas de
las células que no fueron tratadas con el compuesto, donde podemos observar que el
numero de células viables aumenta progresivamente. Donde la tasa de proliferacion de las
lineas tumorales es evidentemente mayor en comparacion con la de los fibroblastos.
Observandose esto, con un rapido incremento del nimero de células viables PC3 y Hela
que alcanza alrededor de los 2 x 10° de células al cabo de las 120h, mientras que los

fibroblastos solo 295 x 10° células al finalizar el ensayo.



Luego de administrar el EMCM 125 a las células, en funcién del tiempo las células
PC3 (figura 24b), presentan una disminucion rapida del ndmero de células viables,
alcanzando un valor de 1.5 x 10° células viables al final del tratamiento, mientras que las
HelLa (figura 24b) finalizan la exposicién con una poblacién viable de 3.5 x 10° células.
Estos son valores por debajo del obtenido con los fibroblastos frente a la accién del mismo

compuesto, el cual presenté un valor de 15.5 x 10° células.

Cuando las células fueron expuestas al EMCM 128, figura 24c, el comportamiento
de las curvas es similar, sin embargo se aprecia una disminucion mas lenta de la poblacién
celular, lo que indica que el producto posee un efecto débil y prolongado sobre las células

en comparacion con el EMCM 125.
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e 54 Ensayo de adherencia celular. Reversibilidad de la viabilidad celular

involucrada.

Ahora bien, cuando observamos la figura 25, apreciamos el desarrollo del cultivo
celular de PC3. Donde las células control, sin exposicion a los productos, presentan una
proliferacion a medida que transcurre el tiempo, observandose la formacion de la
monocapa, llegando a un estado de confluencia a partir de las 72h. A las 120h se observa
un apilamiento de las células debido a la cobertura total de la superficie, por lo que las
células al continuar su division creceran unas sobre otras, caracteristica de las células

tumorales.

Las PC3 al ser expuestas a los compuestos EMCM 125 y EMCM 128, figura 25- 2
y 25-3, comienzan un proceso degenerativo, el cual concluye con la muerte celular. Este
proceso se evidencia desde las 24h de tratamiento para ambos compuestos, incrementando
el nimero de células muertas a medida que transcurre el tiempo del ensayo. Las células al
estar en suspensién presentan una morfologia circular con bordes corrugados y dentados, lo
gue sugiere dafio en la membrana celular, por lo que observando la figura 25- 2 y 25- 3

podemos inferir que las células presentes estan en proceso de apoptosis 0 muerte.

Al tomar células en suspension del sobrenadante de cada placa de las células
tratadas, se sembraron en medio fresco para observar si existia un efecto reversible de la

viabilidad en las células luego de la exposicion al compuesto. Se sembraron las células en



suspension, figura 25- 3a, y luego de 120h en medio fresco, no se observa una recuperacion

en las células, figura 25- 3e.

Del mismo modo se llevo a cabo el cultivo de HelLa, donde se observd el mismo
comportamiento que en las células PC3, en las células control, figura 26- 1, se observa la
monocapa a partir de las 96h, la diferencia de tiempo es debido a la tasa de crecimiento
propia de cada tipo celular. Cuando se le agrego la concentracion del producto EMCM 125
igual al Clsy obtenido para esta linea, a las células, figura 26- 2, éstas comenzaron a
desprenderse del sustrato a partir de la 24h, lo que indica un efecto tdxico sobre esta linea
celular a corto tiempo de exposicion. Observando el maximo efecto a las 120h, figura 26-
2e, donde no se aprecia ninguna célula adherida a la superficie de la placa. Cuando las
células HeLa fueron expuestas a EMCM 128, de igual modo se aprecia una progresiva
muerte celular, figura 26- 3, donde el producto hace su mayor efecto entre las 48 y 96 h, ya
que a las 24 h todavia se encontraron pocas células adheridas a la placa, y a las 120 h
evidentemente toda la poblacion celular habia muerto. De igual modo cuando las células
del sobrenadante fueron sembradas en medio fresco no se observd recuperacion de la

viabilidad de estas al cabo de 120h.

Este ensayo también se realiz6 para nuestras células control, los fibroblastos, en
donde se aprecid el desarrollo normal de estas células cuando no fueron expuestas a los
compuestos. En la figura 27-1, se observan los fibroblastos, con una morfologia fusiforme
y una tasa de proliferacion celular menor a las lineas tumorales, por lo que los fibroblastos

alcanzaron confluencia cercana a las 96h de cultivo. Al agregarles el Clso correspondiente



para EMCM 125 y EMCM 128, observamos que las celulas se ven afectadas por estos
compuestos, en menor medida que las lineas tumorales, pero de igual forma se observa la
muerte celular al transcurrir el tiempo de exposicion a los compuestos. (Figura 27-2 y 3).
Cuando observamos la figura 27 -3, notamos que el efecto del EMCM 128 sobre los
fibroblastos al igual que sobre las lineas tumorales es menos intenso en las primeras horas
de exposicién, aumentando su efecto a medida que transcurre el tiempo, llegando a la
muerte de la totalidad de la poblacion celular luego de las 96h. Contrario a esto, el EMCM
125 en todas las células en estudio, ejerce su accion toxica en las primeras horas de
contacto con ellas, por lo que observamos la muerte de la mayor parte de la poblacion antes

de las 96 h del ensayo.



e Células PC3

1.- Células no tratadas

2h 48h 72h | 96h 120h

2.- Células Tratadas con EMCM 125

24h 48h 72h 96h 120h

3.- Células Tratadas con EMCM 128

24h | 48h 72h 96h 120h

3.- Sobrenadante sembrado en medio fresco

Figura 25. Desarrollo de las células PC3 con y sin exposicion de los compuestos a su Cls. 1.-
Células control sin exposicion al compuesto. 2.- Células tratadas con el compuesto EMCM 125. 3.-
Células tratadas con el compuesto EMCM 128. 4.- Sobrenadante tomado de las células tratadas y
sembrado en medio fresco. Las letras corresponden al tiempo del cultivo: a) 24 h, b) 48 h, ¢) 72 h,

d) 96 h, €) 120 h.



e Células HelLa

1.- Células no tratadas

24h 48h 72h 96h ~ 120h

2.- Células Tratadas con EMCM 125

24h 48h 72h 96h 120h

3.- Células Tratadas con EMCM 128

24h 48h 72h 96h 120h

4.- Sobrenadante sembrado en medio fresco

24h 120h

Figura 26. Desarrollo de las células HeLa con y sin exposicién de los compuestos a su Clsp. 1.-
Células control sin exposicion al compuesto. 2.- Células tratadas con el compuesto EMCM 125. 3.-
Células tratadas con el compuesto EMCM 128. 4.- Sobrenadante tomado de las células tratadas y
sembrado en medio fresco. Las letras corresponden al tiempo del cultivo: a) 24 h, b) 48 h, ¢) 72 h,
d) 96 h, e) 120 h.



e Células Fibroblastos

1.- Células no tratadas

24h 48h 72h 96h 120h

2.- Células Tratadas con EMCM 125

24h 48h 72h

3.- Células Tratadas con EMCM 128

24h 48h 72

4.- Sobrenadante sembrado en medio fresco

96h 120h

h 96h 120h

24h 120h

Figura 27. Desarrollo de las células Fibroblastos con y sin exposicion de los compuestos a su Cls,.
1.- Células control sin exposicion al compuesto. 2.- Células tratadas con el compuesto EMCM 125.
3.-Células tratadas con el compuesto EMCM 128. 4.- Sobrenadante tomado de las células tratadas y
sembrado en medio fresco. Las letras corresponden al tiempo del cultivo: a) 24 h, b) 48 h, ¢) 72 h,
d) 96 h, e) 120 h.



e 5.5 Indices de Selectividad

Cuando se evalud la selectividad del grupo de seco-ent- kauranos mediante la
relacion de citotoxicidad entre células control y células cancerosas: Clsy (Fibroblastos
Dérmicos)/ CI50 (Linea tumoral). (Callacondo y col., 2008), se obtuvieron los valores
mostrados en la tabla 7. Se puede observar que las lineas tumorales presentan una alta
selectividad para 5 de los 6 productos evaluados, dado que sus indices son mayores a 1. El
EMCM 125 presenta mayor actividad, con un valor de citotoxicidad de 5,4 veces sobre la
linea PC3 con respecto a las células control y de 1,7 veces mas actividad sobre la linea

HeLa en relacion a los fibroblastos (control).

Sin embargo, cuando observamos la selectividad del kaurano 150, nos damos cuenta
que presenta un valor menor a 1, lo que sugiere una mayor actividad citotoxica sobre las
células control en comparacion con las células tumorales. Es bueno resaltar que el
compuesto 147 a pesar de no presentar la mayor citotoxicidad, refleja unos de los indices de

selectividad mas demostrativos para las lineas tumorales.

Por otra parte, al evaluar los indices de los farmacos antitumorales, podemos
observar en la tabla 8, que presentan valores mayores a 1 lo que indica que son altamente
selectivos para la linea tumoral en la que se probd. Sin embargo cuando comparamos estos
valores con los obtenidos de los compuestos seco-ent-kauranos, apreciamos que son
menores a algunos de los indices obtenidos con nuestros productos, por lo que presentan

una mayor selectividad de estos kauranos en relacion a los de referencia.



Tabla 7. Valores de indices de selectividad obtenidos por el grupo de seco-ent-kauranos
sobre las lineas tumorales PC3 y Hela.

Indice de Selectividad

Producto PC3 Hel a
EMCM 125 5,39 1,73
(Acido de Caracasine)

EMCM 128 2,47 1,59
(Caracasine)
EMCM 141 14 1,34
EMCM 145 2,7 1,29
EMCM 147 1,58 1,45
EMCM 150 0,48 0,46

Tabla 8. Valores de Indices de selectividad obtenidos por farmacos antitumorales en las
lineas tumorales PC3 y HelLa

Indice de
Selectividad
Farmaco antitumoral PC3 HelLa
Adriamicina 1,22 -
Mitomicina C - 2,79




e 5.6 Combinaciones de compuestos seco- ent-kauranos y farmacos antitumorales.

Determinacion de indices de Combinacion (IC).

Una vez evaluada cuantitativamente la actividad citotoxica de los 6 kauranos, se
seleccionaron aquellos que mostraron mayor actividad frente a las lineas tumorales, y los
cuales se combinaran entre ellos y con los farmacos adriamicina para PC3 y Mitomicina C
para HelLa. A partir de los Clsy se procedid a calcular los IC de nuestras combinaciones a
través del software CalcuSyn, un programa que al emplear los algoritmos adecuados y
estandarizados permite la determinacion de parametros especificos de la combinacion, asi
como la simulacién de sinergismo o antagonismo en los diferentes valores de dosis y efecto

de nuestros datos. (Chou, 2006)

e 5.6.1 Combinaciones sobre células PC3

Los IC obtenidos para la linea tumoral PC3 se muestran en la tabla 9 donde
podemos observar que son mayores a 1, excepto para la combinacion de EMCM 128/
EMCM 145. Segln lo descrito por Chou y Martin (2005), la combinacion EMCM 125/
EMCM 128 presentaria un antagonismo débil o moderado, al exhibir un IC =1,43, la
combinaciéon EMCM 125/ EMCM 145, presentd un valor igual a 2,21, lo que estaria
reflejando un estado de antagonismo entre los compuestos. A diferencia de estas
combinaciones, la conformada por EMCM 128/ EMCM 145 presenta un valor menor a 1,

lo que expresaria un sinergismo, este valor del efecto observado es mayor que el que se



presenta cuando son evaluados individualmente. En cuanto a los IC de las combinaciones
en donde se involucra al farmaco antitumoral Adrimicina, todos los valores son mayores a
15, lo que sugiere que se presenta un efecto antagonico fuerte de estos compuestos cuando

son combinados con Adriamicina.

Con los valores del efecto de las dosis administradas de los productos por separados
asi como de las combinaciones, se realizaron las curvas dosis- respuesta, en donde podemos
observar en la figura 28 un comportamiento similar en todas las curvas, las cuales describen
una sigmoide. Observamos que en las figuras 28 a, b y c la curva correspondiente a las
combinaciones se encuentra desplazada hacia la izquierda, alejandose de las curvas de los
productos evaluados individualmente. Contrario a esto, en las curvas donde se utiliza el
farmaco Adriaminica en las combinaciones, figuras 28 d, e y f, apreciamos que las tres
curvas estan muy cerca entre si, incluso interceptandose entre ellas como es el caso de las

combinaciones EMCM 128/Adriamicinay EMCM 145/Adriamicina.

En la figura 29 se hace referencia graficamente, mediante isobologramas, a los
valores de IC obtenidos para todas las combinaciones sobre PC3. Donde en el grafico C, se
presenta un valor por debajo de la linea recta que refleja el carécter sinergistico de la
combinacion de EMCM 128 y el kaurano 145, descrito anteriormente. Aquellos valores por
encima de esta linea (figura 29 a, b, d, e y f) indican el antagonismo de la combinacion
utilizada, lo que corrobora los valores de indices de combinacion mayores a 1 mostrados

en la tabla 9.



Tabla 9. indices de combinacion (IC) entre los compuestos seco-ent-kauranos y el farmaco
antitumoral Adriamicina obtenidos para la linea tumoral PC3

Compuesto seco-ent-kaurano Farmaco Antitumoral
EMCM 128 EMCM 145 Adriamicina
(Caracasine)
EMCM 125 1,43 1,21 27,67
(Acido de Caracasine)
EMCM 128 - 0,44 15,34

(Caracasine)

EMCM 145 - - 31,58




- A
100 ‘/ P 100 -
90 4 / 7 /—, 90 4
g 4
80 / o 80
/ 1
5 704 / / = 70
b { P 3 )
5 0 / B 60
= = 1
g s0-
g + £ 50
5 404 2 1
< # © 404
T 30 3 4
B3 s 30
20 B ]
ol 27
04 / 10 -
-10 -5 T T T T T 1 0 T T T T T 1
3 2 1 0 1 2 3 -3 2 -1 o 1 2 3
Log (Concentracion de Productos) Log ( Concentracion de Productos)
110 4
100 | 100 o
— el e
90 | 7 / 904 d 7
/ o
80 - /
/ 80 / /
" 4 /
o - 70
/
£ 60 ‘/ S 60 // »oF
S 3 ]
£ ] < z S/
=] L
2 40 / s 0 /'/ bl
= Z 5 /
g 304 Q 40 d /
S E=] // e
20 - 30 -
B v <
10 20 J+— !
o // ol “+—/
-10 .

Log (Concentracion de Productos)

% de Citotoxicidad
% de Citotoxicidad

Log (Concentracion de Productos)

Log (Concentracion de Productos)

—. EMCM 125 (Acido de Caracasine)
— EMCM 128 (Caracasine)

EMCM 145
e Adriamicina

Combinacion en cada caso

Figura 28. Curvas dosis-respuesta para las combinaciones de los productos naturales y con el
farmaco antitumoral Adriamicina sobre la linea celular PC3. a) Combinacion EMCM 125: EMCM
128. b) Combinacion EMCM 125: EMCM 145. ¢) Combinacion EMCM 128: EMCM 145. d)
Combinacion EMCM 125: Adriamicina. e) Combinacion EMCM 128: Adriamicina. f)
Combinacion EMCM 145: Adriamicina



a) 1.0 b) 1.0 _
0.8 _| 0.8 _|
L [Tpl
S 06 < o6
> >
< C
S 04 S 04
w w
0.2 _| 0.2 |
. T ! a T T 1
10 20 1.0 2.0 3.0
EMCM 128 EMCM 145
C) 15 _ d) 20 _
1.5 _
10 _| Ln
oC o
(o) —
= 1.0 _]
: z >
5 | >
|.§._ “ 05
2 T T 1 0 T T T T 1
1.0 3.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
EMCM 145 Adriamicina
20 20 _
e) f)
15 _| 15 _|
oC uwn
a I
10 | s 10 |
g 3
2 &
“ o5 5 _
>
0 T e T \ g T T !
0.2 04 06 0.8 1.0 0.5 1.0 1.5
Adriamicina Adriamicina

»  Valor de ICsy obtenido representado en los isobologramas

Figura 29. Isobologramas obtenidos para cada una de las combinaciones realizadas sobre la linea
tumoral PC3. a) EMCM 125/ EMCM 128; b) EMCM 125/ EMCM 145; c) EMCM 128/ EMCM
145; d) EMCM 125/ Adriamicina; €) EMCM 128/ Adriamicina; f) EMCM 145/ Adriamicina



e 5.6.2 Combinaciones sobre células HelLa

Por otra parte, al evaluar las combinaciones sobre la linea tumoral HelLa, se
evidencio una tendencia contraria a la observada con la linea PC3, obteniéndose valores de
indices de combinacion menores a 1 para las combinaciones entre los productos naturales,
EMCM 125, EMCM 128 y EMCM 145; y mayores a 1 para las combinaciones de éstos
con el farmaco antitumoral, Mitomicina C, (tabla 10). De acuerdo a los valores de IC
podemos inferir que se observa un sinergismo entre el EMCM 125 y el EMCM 128, asi
como también para la combinacién de EMCM 125 y EMCM 128 con el kaurano 145. Por
el contrario al presentarse IC mayores a 3,3, valor de referencia tomado de la tabla de Chou
y Martin, en las combinaciones de los productos naturales y Mitomicina C, la mezcla

tendria una interaccion de fuerte antagonismo.

En la figura 30, se aprecian las curvas sigmoides correspondientes a las
combinaciones sobre esta linea celular, pudiéndose destacar el hecho de que presentan el
mismo comportamiento que las curvas de la figura 28, donde las combinaciones entre los
productos naturales estan representados por una curva alejada del efecto de los productos
por si solos, lo que sugiere una interaccion entre ellos cuando son administrados en
proporcion 1:1 para el ensayo de combinacion. Este resultado de la interaccion se ve
reflejado en los valores reportados en la tabla de indices de combinacién para Hela, los
cuales al ser graficados mediante isobologramas, figura 31, se observan como puntos por

debajo de la linea recta, excepto cuando es utilizado el farmaco Mitomicina C, cuyo indice



de combinacion con los demas kauranos evaluados se observa como un punto por encima

de la linea del isobolograma.

Tabla 10. indices de combinacion (IC) entre los compuestos seco-ent-kauranos y el farmaco
antitumoral Mitomicina C obtenidos para la linea tumoral HeLa

Compuesto seco-ent-kaurano Farmaco Antitumoral
EMCM 128 EMCM 145 Mitomicina C
(Caracasine)
EMCM 125 0,39 0,2 4,49
(Acido de Caracasine)
EMCM 128 - 0,19 8,07

(Caracasine)

EMCM 145 - - 14,83
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e 5.6.3 Combinaciones sobre células Fibroblastos

Por otra parte, se evaluaron los efectos de las combinaciones en los fibroblastos
dérmicos humanos, donde se obtuvo un amplio rango de valores de IC, que comprende
valores menores a 1 para las combinaciones de los productos naturales entre ellos mismos y
valores mayores a 1 para las combinaciones que implicaban los farmacos antitumorales.

(tabla 11)

Con estos valores es evidente que los productos naturales presentaron un efecto de
sinergismo en la mezcla con ellos mismos, contrario a esto, cualquier combinacion de éstos
con Adriamicina o Mitomicina C indican un antagonismo fuerte como efecto principal en la
accion de estas combinaciones. Esto se hace evidente en la figura 32, donde se pueden
observar los efectos de cada producto por separado, asi como el de su combinacion |,
reflejando una interaccion entre los productos con una curva desplazada hacia la izquierda,
figura 32 a y b, lo que sefiala un mayor efecto citotdxico por parte de dicha combinacion,
contrario a esto, se observa una curva sigmoide interceptando las otras en el caso donde
estan involucrados los farmacos antitumorales, figura 32 d,e,f,g,h,i; sugiriendo el efecto

antagonico reflejado como una disminucion en la actividad de la combinacion.

Los valores expresados en la tabla 11 se encuentran reflejados en los isobologramas
correspondientes a las combinaciones de los kauranos sobre los fibroblastos, figura 33.
Donde los puntos por debajo de la recta indican el sinergismo presente en las

combinaciones entre kauranos, y aquellos puntos por encima de la linea recta



correspondientes a las combinaciones de los kauranos con los farmacos antitumorales
indicando el antagonismo en diferentes grados de acuerdo a los valores de indices de

combinacion.

Tabla 11. indices de combinacion (IC) entre los compuestos seco-ent-kauranos y los farmacos
antitumorales obtenidos para las células control (fibroblastos)

Compuesto seco-ent-kaurano Farmaco Antitumoral

EMCM 128 EMCM 145 Adriamicina  Mitomicina C

(Caracasine)

EMCM 125 0,23 0,19 33,78 4,24
(Acido de Caracasine)
EMCM 128 - 0,33 43,22 4,06

(Caracasine)

EMCM 145 - 43,26 4,1
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6. Discusion

Los farmacos son moléculas quimicas capaces de inducir un efecto en un sistema
bioldgico. (Velazco y col., 1996). Esto es debido a la interaccion con componentes
macromoleculares del organismo, por otra parte, la actividad que posea un farmaco bien sea
natural o sintético estara determinada por la afinidad por su receptor y el grado de actividad

intrinseca dependera de su estructura quimica.

En el aislamiento e identificacion de los componentes quimicos de origen natural o
sintético complementados con ensayos in vitro, se ha encontrado que los kauranos, una
serie de diterpenos con estructuras muy singulares en las especies de la familia
Euphorbiaceae, exhiben un amplio rango de actividades biologicas: incluyendo

citotoxicidad en cancer y actividad antiinflamatoria. (Suarez y col., 2009)

Propiedades anticancerigenas, de esta familia se evaluaron en el presente trabajo,
tomando para ello compuestos aislados de la especie Crotdn micans, cuyas estructuras
guimicas son mostradas en materiales y métodos. Estos presentan una unidad béasica de
seco- ent-kaurano con pequefias modificaciones de grupos especificos, que determinaran la
actividad sobre las lineas tumorales PC3 (préstata) y Hela (Utero) y sobre Fibroblastos

dérmicos humanos (células control).

Recientemente se aislaron 2 nuevos seco-ent- kauranos a partir de las flores y hojas

de la especie, Croton caracasana. (Suarez y col., 2008), estos compuestos corresponden de



acuerdo a su estructura quimica a dos de los usados por nosotros en el presente trabajo,
EMCM 125 y EMCM 128, identificados como &cido de caracasine y caracasine,

respectivamente.

La actividad citotoxica de estos compuestos fue evaluada y se encontré valores de
Clso muy bajos, como los encontrados en estudios anteriores realizados por Kuo y col. en el
2007, donde se reportan Clsy menores a 10 pg/mL para la actividad antiinflamatoria de este
grupo de metabolitos secundarios aislados de esta familia de plantas, haciendo de estas una

potencial fuente para la investigacion de nuevos componentes.

Los valores referidos en la tabla 5 sugieren que se requiere de muy poca cantidad de
cada producto natural para alcanzar el efecto toxico sobre las células tratadas con dichos
compuestos. Estos resultados sugieren la presencia de la accion del farmaco evaluado, la
cual se puede definir como la interaccion de éste con receptores celulares, actuando sobre
una funcion determinada, por el contrario el efecto de un farmaco, tomado como la
manifestacion externa de la accidn farmacoldgica no es apreciado en este ensayo.

( Goodman y Gilman, 2001)



e 6.1 Viabilidad celular frente a los productos naturales

Nuestra siguiente medicion relaciona el efecto del producto estudiado frente a las
lineas celulares tumorales y fibroblastos, mediante curvas de viabilidad celular donde a
partir de una concentracion especifica del kaurano se observa su efecto, hasta el punto en
que este es maximo. Esta viabilidad celular determina la cantidad de células vivas a partir
de la muestra total inicial, a través de la actividad metabolica de las células viables, en

nuestro caso empleando el ensayo de MTT.

Ademas de la calidad del producto administrado a las células, es importante destacar
que en la supervivencia celular influye decisivamente la tasa o distribucién temporal de la
dosis absorbida. Practicamente todos los agentes quimioterapéuticos entran en la célula por
difusion pasiva, por lo que de manera general, cuanto menor sea la tasa de dosis, menor
serd la posibilidad de actuacion de los productos. (Cordell y col., 1993). Para que uno de
estos productos naturales realice la accion farmacoldgica es necesario que alcance los
receptores adecuados y no solo esto, sino que los alcance en concentracion adecuada. Asi,
para un determinado tipo de células, la curva de supervivencia construida con dosis
administradas a concentraciones elevadas presentara una disminucion mayor que en el caso
en el que las dosis administradas sean menores a la dosis letal media, valor que representa

el porcentaje de destruccion celular por unidad de dosis empleada.

Esta caracteristica la podemos observar en la tendencia de nuestras curvas de

viabilidad celular, donde a medida que aumenta la concentracion del producto administrado



se aprecia una disminucion progresiva del % de viabilidad, lo que garantiza que a valores
pequefios de concentracion del producto se encuentra la concentracién de la dosis letal
media para todos los productos sin embargo, es en las concentraciones superiores a 15
Hg/mL donde todas las curvas presentan el minimo de viabilidad, estando en presencia de la

dosis maxima para estos tipos celulares, lo que ocasiona la muerte de toda la poblacion.

Por otra parte, es necesario considerar la potencia, ya que relaciona la cantidad o
dosis administrada y la accion que produce, de esta forma diriamos que un compuesto es
tanto mas potente que otro, cuanto menor sea la dosis administrada en comparacion con

otro para conseguir la misma accion. (Furones, 2002)

Tomando el concepto de potencia, nuestras curvas de viabilidad, de los productos
EMCM 125 y EMCM 128 presentan mayor potencia con respecto al resto de kauranos
evaluados en las dos lineas celulares, asi como en los fibroblastos. La diferencia de
concentraciones para obtener los mismos valores de inhibicion permite decir que el
compuesto 141 presenta menor potencia, lo que puede estar relacionado probablemente
con la afinidad de estos productos por los receptores involucrados. (Sanchez y Benitez,

2006).



e 6.2 Proliferacion celular

En base a los dos kauranos que presentaron mayor actividad se realizaron las curvas
de proliferacion (figura 24) en donde se observo un incremento en la tasa celular de las
células no tratadas con los compuestos con respecto a las células tratadas, tanto en las lineas
tumorales como en las células control. Pudiéndose deber a factores intrinsecos propios de
las lineas celulares, referidos a la expresién o no de la oncoproteina p53, un supresor de
tumores en los seres humanos, codificada por el gen TP53, cuya funcion principal es
regular el ciclo celular. Esta proteina al encontrarse mutada no se une de manera eficaz al
ADN, y como consecuencia, la proteina p21, no estara disponible para actuar como sefial

de "stop", para la divisién celular. (Fridman y Lowe, 2003).

En nuestros resultados cuando las células fueron tratadas con el EMCM 125, a la
dosis igual a su Clsg obtenido en el ensayo de determinacion de la actividad citotoxica, se
observd un efecto apreciable, evidenciado con la disminucion de células viables en
monocapa a cada intervalo de tiempo en que se realizaron los contajes. Esta disminucion
puede estar relacionada a la pérdida de la capacidad de adhesion de las células al sustrato y
su posterior muerte. Este proceso involucra a las moléculas de adhesion celular,
generalmente receptores transmembranas, los cuales al encontrarse en la superficie celular
presentan una afinidad especifica para cada compuesto, el cual al estar en contacto con la
célula activa un conjunto de sefiales intracelulares que afectaran las uniones homofilicas y
heterofilicas. (Brackenbury, 1981). Con la pérdida de estas interacciones las celulas se

liberan del sustrato, asi como entre ellas, lo que puede ocasionar muerte por apoptosis, en



un proceso llamado anoikis, inducida por insuficientes o inadecuadas interacciones célula-
matriz, implicando los procesos de desarrollo homeostatico tisular y oncogénico. Este
proceso apoptético es un mecanismo basico de regulacion fisioldgica del desarrollo en
diferentes sistemas celulares y puede desencadenarse por la accién de mediadores

fisioldgicos o farmacoldgico. (Sood y col., 2010).

En nuestros resultados observamos diferentes efectos cuando se aplica un mismo
compuesto sobre los tipos celulares en estudio, figura 24b y 24c, esto se encuentra reflejado
en el estudio realizado por Ruiz y col., 2008, donde sefialan que esta variabilidad en la
sensibilidad frente a varios compuestos de un mismo grupo, en nuestro caso los kauranos,
puede estar relacionado al hecho de que las células poseen dianas moleculares diferentes, a
pesar de que los compuestos tienen la misma capacidad de inducir apoptosis en las
diferentes lineas celulares, pudiendo ser esto la diferencia entre PC3 y HelLa en cuanto a la

sensibilidad observada a la exposicion de nuestros compuestos.

Es importante destacar el hecho de que los fibroblastos a pesar de ser nuestras
células control, se ven menos afectados por la accién de los compuestos, con una
disminucion en namero de células viables al transcurrir el tiempo, evidenciado en la figura
24b y 24c, mostrando su sensibilidad tanto al EMCM 125 como al EMCM 128. Sin
embargo, en ambos casos la disminucion de la viabilidad es menor a la de las lineas
tumorales, lo que puede deberse a la presencia de la proteina p53, la cual le permite a los

fibroblastos reparar los dafios que sufre el ADN, inducidos por diversos factores, pudiendo



ser uno de ellos la administracion del producto natural, para finalmente proteger asi a las

células contra la apoptosis. (Ford y col., 2003).

e 6.3 Adherencia celular. Reversibilidad de la viabilidad celular involucrada.

Con los resultados de las curvas descritas anteriormente, surgio el interés en
demostrar el estado de reversibilidad de los efectos presentes en las células tratadas con los
productos, para poder establecer si una vez que se retira su exposicién a los compuestos, las

células volvian a su estado viable original.

Esta reversibilidad implica que la accion de los productos en un momento
determinado no es permanente. Sugiriendo que éstos forman el complejo compuesto-
receptor, se liberan después de dar la accidn, se metabolizan y se excretan. (Soriano y

Poveda, 2008)

Sin embargo, el hecho de ser reversible hace que acabe la accion farmacoldgica,
por lo que, en general los farmacos antitumorales como agentes quelantes, se unen de forma
casi irreversible y forman un enlace covalente, en donde el ADN, no se puede duplicar,

evitando asi, que esta célula sea viable y por lo tanto muere. (Goodman y Gilman., 2001)

Luego de tomar las células del sobrenadante, de cada intervalo de tiempo, tanto de
PC3, Hela y fibroblastos, expuestas a nuestros productos, se volvieron a sembrar en medio

fresco, (figuras 25-4, 26-4, 27-4). Se hicieron observaciones cualitativas al transcurrir los



dias, con la idea de apreciar algin cambio en su morfologia, que indicase que se estaba
Ilevando a cabo un proceso reversible por parte de las células al no encontrarse en contacto

con el compuesto.

Sin embargo, recientemente se ha descrito la habilidad de un ent- kaurano
especifico para prolongar la detencién mitética de forma irreversible sobre lineas de
células epiteliales tumorales, un efecto caracteristico que a veces precede a la apoptosis
(Ruiz y col., 2008). Por lo que no es extrafio observar un proceso de total deterioro por
parte de las células, sin importar el tiempo en el cual fueron sometidas a la accion del

kaurano.

El comportamiento de las nuevas células, fue igual para todos cultivos, las células
que estaban muertas (por estar en suspension en la primera etapa de exposicion) no se
recuperaron. Con esto podemos decir que la accion del EMCM 125 asi como el EMCM 128

se trata de un efecto irreversible sobre las lineas tumorales y los fibroblastos.

Esto sugiere la presencia del efecto proapoptdtico por parte de estos compuestos, que
de acuerdo a estudios anteriores referentes a un acido ent- kaurenoico similar, podrian
promover la activacion de la caspasa 3 y la division especifica de PARP , induciendo la
fragmentacion del ADN nucleosomal asi como la reduccion en los niveles de proteina Bcl-
2, reguladora de los procesos de permeabilizacion mitocondrial, constituyendo un punto

clave en la via intrinseca de apoptosis celular.(Danial y Korsmeyer, 2004)



e 6.4 Selectividad de los kauranos evaluados

Estudios anteriores sobre las actividades bioldgicas de grupos de kauranos ha sido
centrada en su actividad citotoxica, en donde algunos ensayos han implicado la compresion
del mecanismo molecular subyacente contra el cancer. Este estudio de los mecanismos de
accion sobre las células comienza conociendo la selectividad del compuesto, la cual se
define de acuerdo con la afinidad de un compuesto determinado por su sitio de union. Este
parametro permite predecir su efecto terapéutico y sus efectos adversos potenciales. Es por
ello que afirmamos que la selectividad estd en funcién de los receptores celulares,

agrupaciones quimicas en la membrana celular. (Giang y col., 2003)

Todos los compuestos incluyendo farmacos y productos naturales terapéuticos deben
ser selectivos, actuando Unicamente sobre aquellos receptores celulares especificos para
ellos, por lo que podemos observar diferentes valores de selectividad de un mismo
compuesto frente a diferentes tipos celulares.(Florez y col., 2008). Con esto podemos decir
que 5 de los 6 kauranos evaluados son selectivos hacia las lineas tumorales, ya que sus
indices son mayores a 1, lo que garantiza que el efecto sobre las células control es menor en

comparacién con las tumorales, generando un riesgo menor contra las células normales.

Ahora bien, cuando observamos los indices de selectividad de la adriamicina frente a
las células PC3 y los comparamos con los obtenidos con los resultados de nuestros
productos, se evidencia que el farmaco presenta menos selectividad, propiedad que puede

estar asociada a su mecanismo de accion, ya que éste induce apoptosis a través de



diferentes sitios activos, que pueden estar presentes tanto en las células tumorales como en

las células normales. (Mller y col., 1997)

e 6.5 Relacion estructura- actividad de los kauranos

Cuando se quiere entender los procesos involucrados en la actividad observada
por parte de los kauranos se les atribuye el efecto sobre las células especificamente a su
estructura quimica. Lo que se demuestra al comparar nuestros resultados, evidenciandose
que el aumento o disminucidn en la actividad citotdxica se debe en gran medida a los
cambios de grupos funcionales en las estructuras de los compuestos. (Sylvestre y col.,

2006).

Para poder evaluar los cambios de los diferentes compuestos nos referimos a sus
estructuras quimicas en esta parte del estudio, para identificar la accion de los grupos
funcionales presentes, asi como su posible relacion con el efecto que generan. El
compuesto EMCM 125 presenta un grupo carboxilo, formado por un grupo ceténico y un
grupo hidroxilo, lo que le otorga a la molécula una alta solubilidad en medio acuoso,
permitiéndole esto actuar directamente sobre las células que son expuestas a diferentes
concentraciones del compuesto. (Chang y College, 2002) Este presenta el mayor efecto
toxico sobre nuestras células en estudio, por lo que serda tomado como molécula patrén, a
partir de la cual se realizaran comparaciones en las estructuras de los siguientes

compuestos.



En el compuesto EMCM 128, la modificacion estructural que se observa, ocurre en
el grupo hidroxilo del grupo carboxilo de la molécula patrén, cuyo hidrdégeno es
reemplazado por un metilo, formandose asi un éster como grupo funcional de este
compuesto. La presencia de este grupo disminuye su solubilidad, en comparacién con el
EMCM 125, la presencia de este grupo funcional disminuye la actividad citotdxica de la
molécula, ya que al estar en contacto con el medio acuoso, puede ocurrir una hidrolisis,
descomponiéndose la molécula en un alcohol y el &cido carboxilico, formandose el
compuesto EMCM 125 a partir del EMCM 128. Este cambio del EMCM 128 lo
observamos en nuestros resultados, donde se evidencian valores de Clsy bajos, debido a la
modificacion estructural a la cual estd sometido el compuesto, previo a la accion sobre las

células, siendo esta actividad menor en comparacion con el acido. (Carey, 2006)

Es importante destacar el comportamiento del efecto por parte de estos compuestos,
reportado anteriormente en el ensayo de proliferacion celular, en donde se observa una
disminucion de la viabilidad a corto tiempo de exposicion de las células frente al EMCM
125, es decir, el efecto maximo observado por accién de éste producto ocurre a las pocas
horas. Por el contrario, cuando se evaltua la acciéon del EMCM 128 se hace notar la
presencia de una citotoxicidad menor en los primeros dias, en comparacién con el acido,
pero su actividad continua en el resto del ensayo, lo que indica que alcanza su efecto
maximo en un tiempo mayor comparado con el primero, a pesar de que los efectos sobre el
numero de células viables sea similar. Esto puede estar relacionado al proceso de hidrélisis
mencionado anteriormente, ya que el medio de cultivo en el que se encuentran las células

contiene el agua necesaria para que ocurra, con esto podemos decir, que la segunda parte de



la actividad observada al utilizar al EMCM 128 como producto a evaluar, corresponde a la

actividad de un &cido carboxilico formado a partir de este.

El kaurano 141 presenta la citotoxicidad méas baja de este grupo de compuestos
evaluados. En lo referente a su estructura quimica, esto puede estar relacionado con la
presencia de dos grupos hidroxilo. En los alcoholes hay un atomo de hidrégeno unido a uno
de los elementos més electronegativos, el oxigeno, los electrones que intervienen en el
enlace estan maés atraidos por el oxigeno que por el hidrogeno. Esto da como resultado la
formacion de una ligera carga negativa sobre el oxigeno y una ligera carga positiva sobre el
hidrogeno, esta diferencia hace que en los alcoholes se presenten puentes o enlaces de
hidrogeno entre las moléculas. Lo que genera una alta solubilidad en agua, pudiéndose
explicar si se tiene en cuenta que un compuesto que forma puentes de hidrégeno consigo

mismo también puede formarlos con el agua. (Carey, 2006).

También podemos inferir que si este producto (EMCM 141), se solubiliza
facilmente en medio acuoso, al contacto con el medio de cultivo, antes de ingresar a las
células, una parte del producto se podria solubilizar en el medio y la cantidad que queda
disponible en su forma original es el que ingresa al interior celular, generando el efecto que

observamos.

Un compuesto interesante, es el kaurano 145, el cual presenta el mayor peso
molecular, y un grupo biciclo en el carbono donde se encuentra el etilo del EMCM 125.

Este compuesto es el mas lipofilico de todos, caracteristica que condiciona su potencia y



duracién de la accion. En nuestros resultados se observo el efecto dosis dependiente de este
compuesto, el cual es cercano a los valores obtenidos con el EMCM 125 y el EMCM 128.
Efectos similares son reportados para diversos extractos lipofilicos sobre diferentes tipos de
cancer, utilizando semillas de una planta diferente, Cucurbita pepo L. (Menéndez y col.,

2006)

Por otra parte, el peso molecular del kaurano 145 hace posible que su ingreso a la
célula pueda llevarse a cabo por pinocitosis, proceso mediante el cual un compuesto de
elevado peso molecular, atraviesa la membrana celular englobandose en ella y formando
pequefias vesiculas en el interior de las células, para luego liberarse al citoplasma. Al
tratarse el compuesto EMCM 145 un dimero del EMCM 125, el producto accede al lugar
de accion de la célula a una concentracion mayor, a pesar de agregar la misma cantidad de
ambos compuestos, lo que podria explicar el elevado efecto citotoxico que desarrolla el
EMCM 145 sobre las lineas tumorales asi como sobre las células control. (Campbell y

Reece, 2007).

El compuesto 147 presenta una modificacion en el carbono del grupo carbonilo de
la molécula patron, el cual se encuentra reemplazado por un alcohol (OH), cuyas
propiedades quimicas estan relacionadas con la formacion de puentes de hidrégenos entre
moléculas similares. Este compuesto presenta valores similares para las dos lineas

tumorales.



Por otra parte, en cuanto al compuesto 150, se puede apreciar una modificacion mas
compleja de su estructura, presentandose un grupo éter y un éster. EI primero se encuentra
en el carbono donde existe el grupo carbonilo del EMCM 125, y el segundo reemplaza el
hidrégeno del hidroxilo del acido carboxilico. Por sus propiedades quimicas este grupo
funcional presenta mayor facilidad a hidrolizarse, por lo que al encontrarse la molécula en
contacto con el agua se van a formar diferentes estructuras a partir de la molécula del
kaurano 150. Entre ellas se encontraran al mismo tiempo una porcion de la molécula inicial,
una parte hidrolizada el éster, y moléculas con ambos grupos funcionales hidrolizados. Por
lo que el efecto citotoxico observado puede ser el resultado de la accion de todas estas

moléculas en conjunto.

e 6.6 Combinaciones de compuestos seco-ent-kauranos y farmacos antitumorales

El uso de multiples farmacos con diferentes estructuras moleculares, mecanismos o
modos de accién puede establecer el efecto contra una patologia en particular de manera
eficaz. Por lo que resulta de interés que en la actualidad se lleven a cabo estudios referentes
a la combinacién de grupos de farmacos, asi como de productos naturales, para poder
observar su efecto final. En base a esto se busca aumentar la eficacia del efecto terapéutico
de farmacos, disminuir la dosis, pero a su vez aumentar o mantener la misma eficacia para
evitar la toxicidad, y finalmente minimizar o detener el desarrollo de resistencia a los

medicamentos.



Para esta parte del trabajo se utilizaron los kauranos con mayor actividad citotoxica,
realizando combinaciones entre ellos y con los farmacos antitumorales en proporcion 1:1
segun lo descrito en la metodologia. Esto permitié calcular el indice de Combinacion (IC),
un concepto que fue planteado por Chou y Talalay en 1983, el cual mediante el desarrollo
de una ecuacién general de dosis- efecto y su teorema, permite cuantificar la relacion de
sinergismo o antagonismo de los compuestos combinados. Partiendo del principio fisico de
la ley de accion de masas y utilizando métodos de induccion y deduccion se establecio la
siguiente correlacion: si el IC <1, indica sinergismo, = 1 efecto aditivo y > 1 indica

antagonismo. (Chou y Talalay, 1983, 1984, Chou 1991).

En estudios anteriores realizados con compuestos sintéticos, se llevé a cabo la
misma metodologia aplicada en este trabajo, con lo que al momento de realizar las
combinaciones de dichos compuestos sintéticos con farmacos antitumorales se obtuvo un
amplio rango de indices de combinacidn correspondientes al efecto de estos compuestos
sobre las células evaluadas, expresando sinergismo o antagonismo en los diferentes

casos.(Mufioz, 2008)

Cuando se desea determinar la actividad farmacoldgica de un compuesto
determinado se pueden emplear las curvas dosis-respuesta, las cuales permiten estimar el
efecto de una dosis administrada, y nos proporcionan a la vez, una medida de la magnitud
de la actividad del compuesto a esa dosis dada. Estas curvas presentan una forma
sigmoidal, expresando en el eje X el logaritmo de las concentraciones de los productos

empleados, y en el eje Y la respuesta de las células frente a estas dosis. En estas curvas



podemos observar claramente la potencia y la eficacia de los compuestos, por lo que al
emplearlas para determinar la variacion en el efecto de los kauranos utilizados en nuestras
combinaciones, ademas de saber la relacion sinergistica o antagonista entre ellos podremos
apreciar si existe alguna variacion en la potencia de la combinacion con respecto a la accion

de los productos individuales.

e 6.6.1 Combinaciones sobre células PC3

El antagonismo observado en la combinacion EMCM 125/ EMCM 128 en la linea
tumoral PC3, puede observarse como una disminucién o inhibicién de los efectos de los
agonistas, ya que los productos pudiesen actuar a través de receptores diferentes con
acciones opuestas o modificandose la absorcién y distribucion de cada uno de ellos. A
pesar de que se conoce la contribucion de la combinacion en el efecto observado, no se
conoce cuantitativamente las proporciones de las contribuciones de los mecanismos de cada

producto por separado.

Cuando observamos la figura 28, apreciamos que en nuestras combinaciones donde
se encuentran involucrados solo los kauranos, (a,b y ¢); en la linea celular PC3, notamos un
leve incremento en la potencia, representado por el desplazamiento de la curva sigmoide de
la combinacion hacia la izquierda. Lo que a pesar de indicar un antagonismo leve reflejado
en los indices de combinacion, sugiere que la interaccién entre los compuestos presenta
mayores efectos sobre las células que cuando fueron evaluados individualmente.

Refiriéndonos a las mismas curvas, la eficacia de las combinaciones presenta un ligero



incremento respecto a los productos por separado. Este aumento se evidencia en el final de
la curva sigmoide de la combinacidn, la cual termina por encima de los valores finales de
las curvas de los compuestos individuales. Esta eficacia determina la capacidad del
compuesto de producir el efecto maximo, por lo que podemos decir que nuestras
combinaciones entre los kauranos presentan una magnitud mayor del efecto que producen,
por lo que efectivamente son mas eficaces que los productos suministrados separadamente.
Por el contrario, en las combinaciones de los kauranos con el farmaco Adriamicina
sobre PC3, figura 28 d, e y f, se aprecia una disminucién en la potencia de la combinacién
respecto a los productos solos, ya que se observa con el desplazamiento de ésta curva hacia
la derecha, quedando entre las otras sigmoides. Esta disminucion se corresponde con el alto
indice de combinacidn, indicando un fuerte antagonismo por parte de estos compuestos,
reflejando asi una disminucion del efecto citotoxico. El efecto maximo observado en estas
tres combinaciones es el mismo, a pesar de requerirse diferentes concentraciones para
alcanzarlo, por lo que podemos decir que la eficacia de los kauranos en presencia de

Adriamicina es similar a la presentada por cada uno de ellos por separado.

Los isobologramas, figura 29, fueron construidos con la determinacion de la dosis
letal media de los dos compuestos de mayor efecto administrados individualmente sobre las
células, una vez realizada la combinacion de estos, se obtuvo la fraccion de células muertas
reflejada en el indice de combinacion, el cual si se encuentra cerca o en la linea recta del
isobolograma representa una interaccién aditiva entre los compuestos, mientras que
combinaciones donde este valor se encuentra por debajo o por encima de esta linea

representan sinergismo o antagonismo, respectivamente.(Flis y Splawinski, 2009)



e 6.6.2 Combinaciones sobre células HelLa

Ahora bien, en las combinaciones sobre HelLa observamos el mismo
comportamiento entre los kauranos, donde se destaca en la figura 30 un incremento en la
potencia, observado de igual forma con el desplazamiento de la curva de combinacién hacia
la izquierda, esta potenciacion va a depender de la afinidad de los receptores por unirse al
compuesto, de la eficacia de la interaccion compuesto- receptor, y de la capacidad para
alcanzar el sitio receptor, por lo que este incremento puede ser el resultado de la
combinacion de estos procesos farmacocinéticos. Sin embargo, contrario a la de las
combinaciones sobre PC3, la eficacia se mantiene igual a la observada por cada kaurano,
sugiriendo que los efectos producidos por la combinacion al final del ensayo, son los
mismos cuando los compuestos son administrados individualmente. Al emplear el farmaco
de referencia en este caso, Mitomicina C, se observa en la combinacion con EMCM 125
una potenciacién muy leve, lo que no se aprecia en las combinaciones de éste farmaco con
los otros kauranos, donde la sigmoide se encuentra entre las curvas de los compuestos por
separado. La variacion de los indices de combinacion, reflejan diferentes grados de
antagonismo en nuestras combinaciones de los kauranos con el farmaco, lo que se podria
explicar por la cercania o similitud de las curvas sigmoides obtenidas para las
combinaciones, comparado con la curva de Mitomicina C sola. Al comparar el
comportamiento de éstas curvas se puede inferir que la actividad de los kauranos es muy

baja, por lo que su actividad citotoxica es aportada solamente por el farmaco antitumoral.



e 6.6.3 Combinaciones sobre las células fibroblastos

Con respecto a las combinaciones sobre los fibroblastos, podemos apreciar en la
figura 32, que las curvas sigmoides de las combinaciones entre los kauranos presentan una
potenciacion, evidenciandose la contribucion de ambos compuestos en un proceso
sinergistico con valores de indices de combinacién menores a 1. De forma general las
combinaciones de los kauranos con los farmacos antitumorales, presentan la misma
tendencia, en donde se observa la curva de la combinacion con igual eficacia, siendo la
interaccion de los farmacos el que determinara el efecto final observado. Por otra parte, este
comportamiento antagénico de estas combinaciones podria estar relacionado a las
caracteristicas propias de estas células normales, las cuales como se menciono
anteriormente, presentan toda la maquinaria necesaria para su reparacion celular, por lo que
podrian ser menos quimiosensibles que las lineas tumorales cuando fueron sometidas a la

accion de las mismas combinaciones de productos y farmacos antitumorales.



Conclusiones

El grupo de compuestos seco-ent-kauranos evaluados presentan una marcada
citotoxicidad sobre las lineas tumorales PC3 y Hela, siendo EMCM 125 en PC3 y
Hela, y EMCM 128 y EMCM 145 sobre las PC3, los compuestos que poseen
mayor efecto.

La citotoxicidad obtenida por el grupo de compuestos seco-ent-kauranos evaluados
sobre el cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos, es menor a la
observada sobre las lineas tumorales.

La inhibicion celular obtenida tanto para las lineas tumorales (PC3 y HelLa) como
para las células control (fibroblastos), aumenta conforme se administra la dosis de
los compuestos, lo que representa una tendencia dosis- respuesta caracteristica de la
accion de estos compuestos sobre estos tipos celulares

Los compuestos EMCM 125 (Acido de caracasine) y EMCM 128 (Caracasine) son
los que presentan mayor potencia del grupo de compuestos evaluados, expresando
los menores valores de Clsg, asi como las curvas de viabilidad celular con mayor
pendiente, indicando grandes descensos en la viabilidad con pequefios incrementos
en la concentracion de producto agregado.

Las caracteristicas intrinsecas de las células determinara su tasa de proliferacion, por
lo que se observd una mayor tasa en las lineas tumorales en comparacién con los
fibroblastos, las cuales se comportan como células normales sin alteracion en su

ciclo celular.



Los compuestos EMCM 125 y EMCM 128 actuan sobre diferentes mecanismos en
las celulas ocasionando la muerte celular, lo que puede estar relacionado a un
proceso proapoptotico por parte de estos compuestos sobre los tipos celulares
evaluados.

La accion de los compuestos de mayor citotoxicidad, EMCM 125 y EMCM 128, se
Ileva a cabo en un proceso irreversible, donde una vez las células se encuentran en
contacto con los productos, inician un proceso de deterioro de su integridad,
viéndose afectadas tanto las lineas tumorales como las células control.

Para las células PC3 y HelLa, 5 de los 6 compuestos seco-ent-kauranos evaluados
presentaron un indice de selectividad mayor al de farmaco antitumoral Adrimicina,
lo que se traduce en un mayor margen de seguridad en cuanto a la actividad
citotoxica sobre células normales.

El compuesto EMCM 150 present6 un indice de selectividad menor a 1, lo que
indica que este compuesto tiene una accion tdxica mayor sobre las células control
(fibroblastos) que sobre las lineas tumorales, por lo que, no podria ser considerado
como un potencial agente terapéutico.

Se puede inferir que las diferencias encontradas en los valores de Cls para cada
uno de los compuestos evaluados, se deben a varios aspectos, entre los que se
pueden mencionar: estructura y peso molecular de cada uno de las moléculas
quimicas estudiadas, capacidad de difusion a través de la membrana celular y

diferencia de afinidad de los compuestos por las moléculas que estén actuando



como blancos de accion, en cada una de las lineas celulares tumorales y células
control utilizadas en este estudio.
Cuando los compuestos EMCM 125, EMCM 128 y EMCM 145 son combinados
entre si, para observar su efecto sobre las células PC3, observamos un antagonismo
leve por parte de ellos, lo que puede estar relacionado con los diferentes blancos en
estas células sobre los que actlan.

Las combinaciones realizadas sobre las células HeLa y Fibroblastos, empleando los
kauranos EMCM 125, EMCM 128 y EMCM 145, reflejan una interaccién de tipo
sinergistica por parte de ellos.

Los farmacos antitumorales Adriamicina y Mitomicina C combinados con los
kauranos, presentaron una interaccion antagonica fuerte sobre las dos lineas
celulares y los fibroblastos, viéndose afectada la potencia de la combinacion en
relacion a la de los compuestos individuales.

Todas aquellas combinaciones que presentaron un sinergismo, especificamente las
realizadas entre los compuestos seco- ent- kauranos, presentan una mayor
efectividad, y pueden ser consideradas como una alternativa en el momento de

escoger entre ellas y las combinaciones que involucren los farmacos antitumorales.



8.

Recomendaciones y Perspectivas

Desarrollar metodologias complementarias con las cuales se pueda cuantificar los
efectos de los productos naturales a nivel molecular, ya que permitiran la seleccion
de la adecuada dosis de los compuestos evaluados sobre los diferentes tipos

celulares.

Al obtener el efecto citotdxico de los productos aislados de Crotén micans, se inicia
el desarrollo de un nuevo medicamento potencial, por lo que, al seguir esta linea de
investigacion, es conveniente realizar evaluaciones sobre los mecanismos de accién
de los productos sobre las células evaluadas en este estudio, para asi poder

completar el desarrollo y utilizacidn de estos en la terapia contra el cancer .

Las caracteristicas de los bioensayos empleados al momento de evaluar el efecto de
los productos naturales sobre un tipo celular determina los resultados observados,
por lo que el conocimiento previo de los compuestos (estructura, propiedades fisicas
y quimicas, entre otras), asi como la interaccion con las células es imprescindible en

el desarrollo de las metodologias aplicadas.
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