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1. RESUMEN.

El cancer puede definirse, como la perdida de la regulacion metabdlica, debida a
alteraciones en el genoma celular que afectan la expresion ¢ funcion de genes, dando como
resultado la formacion de un tumor maligno debido a la multiplicacion desordenada de las
células de un tejido u érgano.™

La quimioterapia represenla una alternativa para el tratamiento del cancer, y su
objetivo, es atacar selectivamente al proceso metabdlico implicado en la condicion
patoldgica,® sin embargo, existen algunas barreras para el tratamiento, tales como la
helerogeneidad bioldgica y la resistencia de muchas células tumorales a los agentes
convencionales contra el cancer, lo que ha motivado un gran nimero de investigaciones con
el fin de buscar nuevos farmacos para combatir la enfermedad, " en donde algunos
compuestos obtenidos de productos naturales, proveen la mayor esperanza terapeutica para
el tratamiento del cancer!'" Uno de los farmacos obtenido de esos productos, y que es
usado corrientemente en la clinica es el taxol comercialmente conocido como padlitaxel ™
Ademds las flactonas sesquiterpénicas y sus derivados (haturales, sintélicos o
semisintéticos) son compuestos, que dentro de sus bastas funciones tienen una actividad
antitumoral, cuando son probadas frente a diferentes lineas celulares de cancer,® 2428 32.39)
Por su parte los compuestos helerociclicos presentan estructuras y actividades bioldgicas
muy variadas, dentro de las cuales los compuestos que presentan anilios de pirimidina son
compuestos que presenta actividad antitumoral, cuando son probados en lineas celulares
tumoraies.“® .

En el presente trabajo se evalud la actividad de diversos derivados de lactonas
sesquiterpénicas, y compuestos heterociclicos frente a lineas celulares de céncer de cervix
(CALO y Hela), colon (SW620 y SW480) y mama (MCF-7), con la finalidad de determinar si

estos compuestos presentan una actividad anticancerigena generalizada.
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Los compuestos fueron pirobados a una concentracion de 15 pM en cada linea
celular durante 48 horas, y la viabilidad celular fue medida mediante la técnica de reduccion
de la sal de tetrazolio (MTT), como control positivo del ensayo se usd taxol a una
concentracién de 0.25 uM.

De los derivados de lactonas sesquiterpénicas probados (1-VIl}, solo el 11l y el IV
presentaron una actividad antitumoral frente a todas las lineas celulares empleadas, para
estos compuestos ademas fue determinado el valor de ICs, a 72 horas de exposicion en las
lineas celulares Mela y SW48D, con la finalidad de conocer la polencia de dichos
compuestos, usando lambién 1a técnica del MTT para medir la viabilidad celular. Los valores
de ICg para los compuestos llf y IV en la linea celular HeLa ‘fherpon de 16.4 p# y 30.3 uM
respectivamente, mientras que en las células SW480 se abtuvieron los valores de 73:5 uM
para e} compuesto il, y de 80.4 LM para el compuesto [V.

De los compuestos heterociclicos probados (VIil, IX y X} a una concentracié’)n de 15
uM ninguno mostré una aclividad antiproliferativa considerable, por lo que fueror;
reevaluados usando una concentracion de 25‘ uhM, en las lineas celulares CALO, SW520,

SW480 y MCF-7, utilizando el mismo proiocolo, perc ningunc de ellos presentd actividad

antitumoral con el aumento de la concentracion.



2. OBJETIVOS.

» Determinar la posible actividad antitumoral de nuevas moléculas, derivados de lactonas

sesquiterpénicas y compuestos heterociclicos.

+ Medr la potencia antitumoral que presentan los compuestos mencionados con

anterioridad.



3. HIPOTESIS.

» 1.0s derivados de lactonas sesquiterpénicas y compuestos heterociclicos podran presentar
actividad antiproliferativa en lineas celulares tumorales, en base a sus estructuras y de

acuerdo a lo reportado en la literatura % 3% 49



4. ANTECEDENTES TEORICOS.

4.1 CANCER.

Una célula normal crece, se divide y lleva a cabo funciones especificas bien
definidas, dependiendo del érgano o tejido al cual pertenezca.!" No obstante la regulacion
metabélica de la célula puede alterarse por agentes quimicos como las' radiaciones, fisicos
como farmacos o alimentos, bioldgicos como virus, o una combinacion de los anterior_es,
produciendo una modificacién genética que da origen a una céfula tumoral.”

Entre las caracteristicas generales de las células tumorales se encuentran, fa
profiferacién descontrolada y la formacién de metéastasis ' Cuando las células de un tumor
se encuentran dentro de una localizacion estable, y no invaden otros tejidos se forma un
tumor benigno, mientras que en los tumores malighos (cancer), las células pueden
separarse del tumor y viajar a través del sistema circulatorio o |Infélit;0, para establecerse en
otros tejidos adecuados para su desarrollo, dando lugar a una metastasis."!

Las células tumorales son conocidas por poseer altos grados de mutacion, con
relacion a su contraparte normal, posiblemente debido a la inactivacion de proteinas criticas
que reprimen el ciclo celular, ¥ que son necesarias en los mecanismo de reparacion del
DNA, y ofros procesos celulares.® La inestabilidad genética en muchas células tumorales,
juega un papel importante para la progresion del tumor, metastasis y desarrollo de
resistencia a agentes anticancerigenos, y de igual manera la inestabilidad epigenética, que
es una nocién bastante general que engloba todos aquellos aspectos del desarrollo del ser
vivo, que no son una expresion directa del programa genético de cada célula del embridn,
sino que de lo contrario depende de las acciones mutuas entre las células, puede jugar un
papel importante en la progresién del tumor y metastasis.””

El cancer es la segunda causa mas frecuente de muerte, en Estados Unidos alcanzé

el 25 % del total de descensos en 1989 ¥ E| céncer puede definirse, como la perdida de la
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regulacion metabolica, debida a alteraciones en el genoma celular, que afectan la expresion
o funcién de genes que controlan el crecimiento y la diferenciacién celular, ademas involucra
la activacion de oncogenes e inaclivacion de genes supresores de tumores, dando como
resuttado la formacion de un tumor maligno, debide a la multiplicacién desordenada de las
células de un tejido u 6rgano,*

De gran importancia es el reconocimiento de los problemas que resuitan de la
heterogeneidad de [os tumores, pues cada tumor puede contener muchas subpoblaciones
de células neoplasicas, que difieren en caracteristicas cruciales como su cariotipo,
morfologia, inmunogenicidad, velocidad de crecimiento, capacidad para producir metastasis,
y especialmente su respuesta a los agentes antineoplasicos.” .

Un tumor esta constituido por diferentes tipos de células, como son: células
neoplasicas que estan en proliferacion, células en estado Go v (l,élulas muertas.t"

El cancer es un padecimiento que ha motivado un gran nimero de investigaciones,
con el fin de buscar nuevos farmacos para combatirlo, las principales barreras para el
tratamiento de este padecimiento son. la heterogeneidad biolégica de las células
cancerosas, y la resistencia de algunas de ellas a muchos de los agentes convencionales
contra el céncer."”

En la actualidad podemos mencionar un namero importante de enfermedades
neoplésicas, que pueden ser curadas mediante un tratamiento que emplee Unicamente
agentes quimioterapéuticos, o estos combinados con otros métodos, estas neoplasias
incluyen el coriocarcinoma en mujeres, ta leucemia aguda, el tumor de Wilms, &l sarcoma de
Ewing, el rabdomiosarcoma y el retinoblastoma en los nifios, la enfermedad de Hodgkin,
varios tipos de linfoma no Hodgkin, y el carcinoma testicular.®” Las neoplasias humanas
que en la actualidad son mas susceptibies al tratamiento quimioterapéutico, son aquellas
que tienen una gran fraccion celuiar en crecimiento, es decir un atto porcentaje de células en

proceso de divisién.® De la misma manera los tejidos nornnales que proliferan rapidamente



(médula dsea, foliculos pilosos y epitelio intestinal), pueden ser dafiados por algunos de
compuestos antineoplasicos potentes, y esta toxicidad con frecuencia limita 1a utlidad de
estos.®

No obstante algunos cambios bioquimicos pueden producir resistencia 2 los
farmaccs antineopldsicos, para mas de un agente en donde ef gen MDR1 esta asociado con
la multirresistencia, v esto puede limitar en forms severa el dmbito de faimacos

potencialmente efectivos.® *

4.2 FARMACOS EN LA TERAPIA DEL CANCER.

El tratamiento quimioterapéutico antineoplasico, se refiere al uso de farmacos para
combatir el crecimiento de células neoplasicas en un tumor.® Ei objetivo de la quimoterapia
es, atacar selectivamente al proceso metaholico implicado en la condicion patologica.® El
tratamiento del céncer generalmente se realiza a través de radiaciones e histerectomia, y
como complemento se usa la quimioterapia.® La combinacion de radioterapia con
quimioterapia, ofrece un mayor rendimiento de recuperacion y respuesta.”

Entre los farmacos usados ampliamente en la quimioterapia de cancer se encuentran
incluidos, la adriamicina, el cls-plating, la vinblasting, la vincristina, el VP-16, el taxol, la
camptotecina, nuevas entidades quimicas tales como el Linomide (quinoiina-3-
carboxamida), el fenilbutirato, los inhibidores de la ribonucleotidasa, el dietilestilbestrol, L-(-)-
dioxolona-citidina, los derivados de retinoides, y los modificadores de las sefiales de
transduccion, tales como los ésteres de forbol, dependiendo del tipo de cancer a tratar.”

Incrementar el conocimiento de los mecanismos mediante los cuales los agentes
quimioterapéuticos actian, puede inducir al desarrolio de nuevos farmacos o usos mMas

efectivos de los disponibles actuaimente.""” Los fArmacos antineopidsicos segan Goodman

se clasifican de la siguiente manera: '



a) Agentes alquilantes: sus efectos terapéuticos y citotoxicos, estan relacionados
directamente con la alquilacién del DNA, aunque la alquilacién de una sola cadena de
DNA, puede con frecuencia ser reparada con relativa facilidad, los enlaces cruzados
intercatenarios producidos por los agentes alquilantes bifuncionales, necesitan de un
complejo mecanismo de reparacion que en dosis bajas pueden ser corregidos, pero dosis
mayores conducen a la ruptura del DNA. La resistencia adquirida a los agentes
alquilantes es comun, y puede inducir resistencia cruzada a otros agentes.®

t) Antibidticos antitumorales: son compuestos que contienen una estructura muy variada, y
actian ya sea por alquilacion o por inlercalacion en el DNA, bloqueando tanto la
transcripcion def DNA por la RNA polimerasa, como la sintesis de DNA. El mecanismo de
resistencia es muy variado, pero se presenta principaimente por una alteracion en la
actividad de ciertas enzimas.®”

c) Antimetabolitos: son compuestos que inhiben la sintesis del DNA, actuando como falsos
precursores de 4cidos nucleicos. El mecanismo de resistencia a esie tipo de compuestos
es diverso y depende de que los compuestos sean anélogos del 4cido fdlico, de la
pirimidina o de la purina.®

d} Miscelanea de farmacos: es una clase heterogénea de compuestos, cuyo mecanismo de
accidn es desconocido o no puede clasificarse en ninguno de los demas grupos. Su

mecanismo de resistencia también es muy heterogéneo.®

&) Hormonas y agentes relacionados: estos compuestos poseen un gran valor para ciertos
drganos, que con frecuencia son el lugar de desarrollo primario de una neoplasia. Los
carcinomas que se desarrollan aqui retienen con frecuencla durante periodos variables,
algunos de los requerimientos hormonales de los drganos normales, al cambiar el
entorno hormonal de estos tumores es posible alterar el curso del proceso neoplasico.®

f) Productos naturales; este grupo es muy heterogéneo, en él podrian incluirse tambien el

grupo de los antibisticos antitumorales y sus mecanismos de accion son diversos. La



mayoria de las aclividades biologicas de este tipo de compuestos pueden deberse, a su
capacidad para unirse en forma especifica a la tubulina y de esta manera bloquear la

facultad de la proteina para polimerizarse en los microtibulos

4.2.1 TAXOL.

Entre los compuestos que proveen la mayor esperanza terapéutica para el
tratamiento de! cancer, se encueniran los obtenidos de productos naturales.”” Uno de esos
farmacos es el taxol, &l cual es usado comientemente en la clinica con & nombre comercial
de paclitaxel; sin embargo la oblencién de cantidades adecuadas de este compuesto es rara
en las fuentes naturales, lo cual representa un problema.”" Este compuesto se obtiene de la
corteza de arbol Taxus brevifolia Nuttail (Taxaceae), c¢on un rendimiento de
0.007% "V

Los inhibidores de los l;fnicrombulos 1ales como el {axol, tienden a ser efectivos en el
tratamiento de muchos tipos de cancer, incluyendo metéstasis de mama, que es el cancer
méas coman en las mujeres Americanas,'” cancer de ovario, esotfago, prostata, vejiga,
endometrio, cervix y cancer de pulmén de células no pequefias, asi como sarcoma de
Kaposi's y linforna."™ ™ ™ E[ taxol no aclda directamente sobre el DNA," su mecanismo
primario de accién es atribuido a su habilidad para unirse a los microtibulos y prevenir su
desarme, formando un polimero con propiedades de estabilidad alteradas, previniendo asi la
division celular."* * 42 | oa efectos del taxcl estan correlacionados con un incremento en la
polimerizacion de la tubulina, unién a la tubulina y fa detencion del ciclo celular, el cual tiene
como blanco celular al sistema tubulinafmicrotabule que juegan un significante papel en la
mitosis, transporte intracelular, movilidad celular y mantenimiento de la forma celular. ' ™ 18
Torres, et al /' sugieren que la muerte celular inducida por taxol puede ser el resultado de

dos diferentes mecanismos, que a bajas concentraciones de taxol (< 9 nil) la muerte celular

puede ocurrir después de una mitosis aberrante, lo que induce la segregacion anormal de
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Ios cromosomas, dichas concentraciones pueden ser suficientes para retrasar la funcion
mitética, pero insuficientes para inducir la detenciéon mitética, mientras que concentraciones
altas de taxol {>= 9 nM) provocan la detencién de las células en la fase mitdtica del cic-lo
celular y prolongan dicha detencién, estimulando la apoptosis y dando como resultado la
muerte ceiutar. % ' Por lo tanto el taxol puede inducir la muere celular por diferentes
mecanismos, dependiendc de la concentracidn del compuesto U

Se ha visto que la proteina Raf-1, es mediadora de la apoptosis inducida por taxol, y
que interacciona con proteinas involucradas en la mitosis, tales como la proteina Cdc25A
gque regula la transicion de G,M “®

Ademas se han observado cambios en el estado de fosforilacion de proteinas que
regulan la transicién G,-M, asi como de proteinas antiapoploticas como Bek2 y Belx
después del tratamiento a taxel & una concentracién de 10 nM, sin embargo las proteinas
proapoptoticas como Bax permanecen sin cambio,'? ™ ' y se ha propuesto que la
fosforilacién de Bcl-2, reduce la formacién de heterodimeros con Bax revocando su habilidad
de prolongar la supervivencia celular, "> '" ademas se altera la expresion de algunos genes
como e-jun, que incrementa su expresion, mientras la de c-myc permanece sin cambios
después del tratamiento con taxo!. "% ¥

Adicionalmente el taxol induce 1a produccion de citocinas, tales como la IL-1, y factor
de necrosis tumoral o (TNF-a:), @ incrementa la actividad mitogénica de proteinas cinasas, y
promueve ademas la activacién del promotor de la IL-8, que esta correlacionade en gran
parte con la muerte celular, 1379
Es conocido que la muerie celular inducida por paclitaxel esta asociada con eventos

moleculares muitiples y diversos, incluyendo la polimerizacion de la tubulina, fosforilacion de

Bel-2, fosforilacion de Raf-1, activacion de p34°©2,"® e inhibicién de la angiogénesis.'¥
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4.2.2 LACTONAS SESQUITERPENICAS.

Lactonas. [.os ésteres se encuentran entre los compuestos mas importantes y mas
dfundidos en 1a naturaleza.""*? Muchos ésteres de peso molecular bajo son liquidos de olor
agradable, que imparten sus aromas a flores y frutas "% Por ejemplo et butanoato de metilo
se ha aislado de aceite de pifia y el acetato de isopentilo es un constituyente del aceite de
platano “°" |os enlaces de éster también estan presentes en las grasas animales y en
muchos compuestos de importancia biologica. '™
Los ésteres ciclicos son flamados iactonas.®™ Debido a la eslabilidad de los ciclos

en los compuestos organicos, las lactonas mas comunes son las que contienen cuatro y

cinco Atomos de carbono '

i

Butirolactona (4 dtomos de Carbono) Valerolactona (5 &tomos de Carbono)
Compuestos sesquiterpénicos. lLos terpenos son moléculas  organicas,
relativamente peguefias con una inmensa diversidad de estructuras."™ Se conocen miles
de terpenos diferentes; algunos son hidrocarburas, otros contienen oxigeno, algunos son
molécula de cadena abierta algunos mas contienen anillos."™ Todos los terpenos estan
relacionados independientemente de sus aparentes diferencias estructurales.'® Los

terpenos son compuestos formados a partir de unidades de isopreno.'*®!

Hs

CH; —=C— CH—= CH;

UNIDAD DE ISOPRENO ({2-metil-1,3-butadieno).

i1



Sin embargo el isopreno no es el precursor bioldgico de los terpenos, en vez de ello
la naturaleza utitiza para la biosintesis de los terpenos dos "equivalentes” de isopreno, el
pirofosfato de isopentenilo {IPP) y el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). Estas moléculas de

cinco atomos de carbono se forman por la condensacion de tres unidades de acetil CoA /1%

(3*13 (:P&S
CH; — CCH,CH,0P,0¢ CH3C— CHCH,0OP,0s
Piforosfato de isopentenilo {IPP). Pirofosfato de dimetilalilo (DMAPPY).

Los terpenos se clasifican segin el namerc de unidades de isoprenc que
contengan.'™ Los sesquiterpenos son moléculas de 15 atomos de carbonos formados a
partir de 3 unidades de isopreno, estos compuestos se encuentran principaimente en las
plantas./%

Lactonas sesquiterpénicas. Las lactonas sesquiterpénicas son metabolitos
secundarios de los productos naturales ¥ gue se presentan en muchas familias de plantas,
dentro de las que se incluyen las siguientes: Acanthaceae, Anacardiaceae,
Bpiaceae, Euphorbiaceae, Lauraceae, Magnoliceae, Menispermaceae,
Rutaceae, Winteaceae, vy Hepatidae, $inh embargo € mayor nimero de lactonas
sesquiterpénicas ha sido reportado en la familia Asteraceae, conmas de 3000 estructuras
diferentes reportadas, en esta familia es comun encontrar los constituyentes activos en las
partes aéreas de las plantas, eslos compuestos son conocidos por sus actividades
biolégicas variables. %242

Actividades biologicas de las lactonas sesquiterpénicas. Dentro de sus
aclividades se incluyen citotoxicidad frente a células tumorales, en lo cual la toxicidad de
estos compuestos puede ser comparada con la del cisplatino,” ** la actividad antitumoral

se ha observado en células de leucemia de raton P-388,% L-1210 y P815 @ 2 y en lineas
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celulares de cancer humano A549, A427 (carcinoma de pulman) @ 2 .31 GLC, (células
pequefas de cancer de pulmén),®® MCF-7 (adenocarcinoma de mama),® * HCT-15, HT-
20, HT-29 {adenocarcinoma de colon),” 2 3 sélulag COLO 320 (cancer colorectal),®™ HL-
80 (leucemia),”® * SK-OV-3 (adenocarcinoma de ovario),®™ Malme-3M (melanoma
maligno),® ** en la tinea celular de tumores ascites de Edich EN2,* PC-3, DU145
(cancer de prostata)®’  y células tumorales Hela (cancer de cervix} Las lactonas
sesquiterpénicas también muestran actividad aunque menor frente a células no pequefias
de cancer de pulman, cancer de SNC, y lineas celulares de céncer renal.® Debido a esto
las lactonas sesquiterpénicas pueden tener potencial utilidad en el tratamiento de tumores
sélidos.®¥

Ademés se ha encontrado que presentan actividad antibacteriana contra bacterias
Gram-posilivas, Bacillus subtilis y Micrococcus lutea, pero no son eficientes
contra ninguna bacteria Gram-negativa.?"’ Las lactonas sesquiterpénicas también presentan
actividad antifingica,®® e inhibitoria del fitocrecimiento &= 2

Por otra lado esios compuestos previene significativamente, lesiones gésfricas
producidas por etanol, e inhiben la formacion de erosiones en una manera dependiente de la
dosis,®* *! por lo que se considera que poseen una actividad antiuicerativa.” Se ha
especulado que esta actividad puede estar relacionada con la induccion de |a liberacion de
prostaglandinas endégenas.® Previamente se ha demostrado que las prostaglandinas
pueden proteger la superficie epitelial contra algunos tipos de dafio, por aumentar la
cantidad de fosfolipidos en la superficie, lo cual hace hidrofobica la superficie de la mucosa y
asi disminuye la accesibilidad de 4cidos y otros agentes solubles en agua.®¥

Se ha observado que las lactonas sesguiterpénicas incrementan el cAMP por inhibir
a la fosfodiesterasa, aumentando la contractilidad del miocardio, “ lo que confiere a dichos

compuestos una actividad cardioténica.®* %
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Se ha hipotetizado también que las lactonas sesquiterpénicas pueden ser tdxicas o
repeler a algunos ectoparasitos como pulgas, garrapatas y algunos insectos como el
mosquito ®Y Ademés se ha cbservado que algunas de ellas poseen actividad antimalarica,
pues inhiben significativamente el crecimiento del parasito Plasmodium falciparum,®

También se ha investigado la actividad profilactica, y estos compuestos ademas
tienen Ya capacidad de reducir la incidencia y sevendad de las migraiias. 4

Estos compuestos inhiben la expresion del gen que codifica para la proteina NF-kB,
la cual es un mediador central de la respuesta inmune humana y regula la transcripcion de
varias citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 y TNF-¢, ast como genes que codifican para
moléculas de adhesion, genes requeridos para la presentacién de antigenos,?® y enzimas
inflamatorias tales como la sintasa inducible con éxido nitrico, la ciclooxigenasa HI,®- 243 5.
lipooxigenasa, y la fosfolipasa A, citosdlica.®® ¥ # 7 Se sabe que la proteina NF-kB posee
una funcién antiapoptotica,®” aunque el mecanismo mediante el cual este factor protege a
las células de la apoptosis no es claro.?” La produccién del factor de necrosis tumoral o
{TNF-ct}, es inhibida por las lactonas sesquiterpénicas en una manera dependiente de ia
concentracion.®® El TNF-a es un faclor que esta involucrado en diversas enfermedades
inflamatorias y alérgicas, tales como el asma, artritis reumatoide, inflamacion aguda, “shock”
endotdxico, enfermedades alérgicas de la piel y rechazo de transplantes de érganos,™ el
TNF-a, también posee considerable aclividad citotoxica, especialmente contra cslulas
tumorales,®® Con relaciéﬁ a su actividad anti-inflamatoria se ha visto que algunas lactonas
sesquiterpénicas, son méas efectivas que los compuestos anti-inflamatorios no esteroidales
tales como la indometacina.'®™ |as lactonas sesquiterpénicas también afectan diferentes
procesos inflamatorios in vitro, por gjemplo la migracién de neutrdfilos polimorfonucleares
humanos y la quimiotaxis de estos, fa sintesis de mediadores quimicos, todo lo cual esta
relacionado con su actividad anti-inflamatoria, ademéas pueden desacoplar efectivamente la

fosforitacién oxidativa y elevar los niveles de cAMP.“?
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Recientemente ha sido observada una nueva actividad en las lactonas
sesquiterpénicas, la actividad de inhibicion del complejo enzimatico conocido como
aromaltasa citocromo P450, el cual cataliza la biosintesis de los estrogenos. " La regulacion
de esla enzima juega un papel imporiante en muchos procesos fisiolégicos y en ciertas
enfermedades, de las cuales la més importante es el cancer de mama dependiente de
estrogenos.?” Se ha sugerido que esta actividad puede ser debida a que las lactonas
sesquiterpénicas compitan con la testoslerona por el sitio de unién al substrato de la
enzima.®"

Diversos estudios ademas muestran que las lactonas sesquiterpénicas interfieren
con algunos procesos celulares incluyendo Ia agregacion de ias plaguetas, ia liberacién de
histamina y serotonina.? Algunos derivados también inhiben la fosforitacion oxidativa, la
sintesis de ATP, la salida de protones y el iransporte de eiectrones, actuando como
inhibidores de la reaccion de Hill, inhibiendo asi el crecimiento de los organismos
fotosintéticos. ¥

A pesar de las bastas funciones de las lactonas sesquiterpénicas, la aplicacion
clinica de estos compuestos es limitada, debido a su considerable citotoxicidad.® Se han
evaluado algunos efectos toxicos de estos compuestos, ¥ se ha sugerido que las lactonas
sesquiterpénicas pueden causar desordenes neurodegenerativos, y dermatitis por
contacto.® Se sabe que la repina, una lactona sesquiterpanica ocasiona en los caballos un
sindrome similar al Parkinson.® En algunos experimenios realizados con ratones se ha
visto que estos compuestos causan convulsiones, e incluso pueden ser letalmente téxicos
para estos animales."” Ademas se ha observado que el uso externo frecuente (por via
cutanea) de la tintura o el unglento de Arica por humanos, puede inducir reacciones
alérgicas resultando en dermatitis por contacto."? Se sabe que es extremadamente

peligrosc beber Arnica en cualquier forma, como té o tintura diluida, ya que esto puede
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producir un iregular dolor de cabeza, problemas de circulacién, dolor estomacal,
envenenamiento, aborto e incluso la muerte.*?

A pesar de sus efectos txicos, las plantas que confienen lactonas sesquiterpénicas
son usadas como remedios herbales en diferentes culturas.®? Algunas de las plantas
medicingles mas Iimportantes que centienen a las lactonas sesquiterpénicas como
constituyentes activos son: Arnica montana, la cual es utilizada como remedio anti-
inflamatorio,® cuya tintura incluso a sido internacionalmente usada para mejorar la
circulacién sanguinea del musculo cardiaco,™® o bien los extractos son aplicados localmente
como comprimidos o unglientos para el tratamiento de hematomas, contusion, torceduras,
enfermedades reumatoides e inflamaciones superficiales de la piel.®° La raiz de Ratibida
mexicana, es usada por los indios Tarahumaras para el tratamiento de reumas, y otras
tribus indias la usan para detener ios dolores de cabeza y escalofrios ® La raiz de
Saussurea lappa es usada en la medicina de Korea y China para sintomas tales como
falta de apetito, dolor epigastrico o abdominal, distension, niuseas, vomito, alergia e
inflamacion,® las lactonas sesquiterpénicas que se encuentran en esta planta exhiben
efectos inhibitorios en la funcién de muerte de linfocitos T, inhiben también la expresion del
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, y la contraccion de la aorta.® rnula
Britannica I: wvar. Chinensis es usada para el tratamiento de desordenes.
digestivos, bronquitis e inflamaciones como una medicina tradicional en el Este de Asia.”™”
£n América central los extractos de Tithonia diversifolia, A. Gray, $Onh usados
oralmente para tratar la malaria y externamente se usan poco para el tratamiento de
hematomas y heridas.®” Las partes aéreas de la planta Artemisia douglasiana, son
usadas tradicionalmente como agentes ciloprotectores contra el desarroflo de dlceras
péplicas. ®" Neurclaena lobata es una planta medicinal popular de América Central la
cual es utilizada para combatir los dolores estomacales, debilidades nerviosas, anemias,
diabetes, hipertensién, malaria, enfermedades hepaticas, cancer, padecimientos de la piel,
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ademas de ser ysada como onico y antipirético.®® Tanacetum parthenium, €s una
planta ampliamente consumida en Inglaterra y otras regiones del norte de Europa como un
remedio contra la artritis, y los dolores de cabeza caracteristicos de la migrafia.®*

El mecanismo de accidn general considerado para las lactonas sesquiterpénicas es
ia alquilacién de nucledfilos biolégicos, especialmente grupos sulfhidrilo de residuos de
cisteina, por la estructura carbonilo o,$-insaturada en una reaccion de adicion tipo Michael,
la unién covalente de las lactonas sesquiterpénicas a grupos sulfhidrilo libres de proteinas,
puede interferir con la funcion de estas macromoléculas,® ** ** 3% inhibiendo
consecuentemente un gran humero de enzimas involucradas en procesos bioldgicos claves,
como la sintesis de RNA y DNA, sintesis de proteinas, sintesis de purinas, glicdlisis, cicto
del 4cido citrico y la cadena de transporte electrénico mitocondrial. ™ Aungue los blancos
exactos afectados por las factonas sesquiterpénicas no son conocidos, se ha especulado
que el efecto citotdxico puede ser una consecuencia de la alquilacién de diversos sitios
enzimaticos.™ Una de las enzimas que se sabe posee grupos sulfhidrilo, los cuales son
alquilados por las lactonas sesquiterpénicas por medio de una reaccién de Michael, es la
topoisomerasa 1, la cual esta implicada en la replicacion y transcripcion del DNA y en fa
segregacion cromosomica,*?

Reacgién de Michael. Cuando un nucledfilo, reacciona con un compuesto carbonilico
o,p-insaturado, ocurre una adicién conjugada conocida como reaccion de Michael."™ La
reaccién de Michael ocurre por adicidn de un enclato {nucieéfitlo) como donador, al carbono

B de un aceptor carbonilico «,B-insaturado. ™™
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REACCION
0 O 0 0
I || |1 ||
CH;C CH, + H,C—= CHC CH; e -G&™ CH;C CH CH,CH,C CH;
I I
COzcsz COZC2H5

Nuciedfilo Carbonilo o, B-insaturado

En la reaccion de Michael pueden actuar como componentes aceplores electréfilos,
aldehidos, ésteres, nitrilos, nitrocompuestos y amidas, todos los cuales deben estar
conjugados.”'®™ De manera similar, puede emplearse una variedad de donadores diferentes,
incluyende  p-dicetonas,  B-celoésteres,  ésteres  malonicos,  (-cetonitrifos  y

nitrocompuestos.'®

.

Sin embargo la actividad individual de la lactonas sesquilerpénicas, no esta
correlacionada con el nimero de centros potencialmente alquilados.®” Otros factores, tales
como la conformacién det esqueleto carbonilico basico, parece influir en la actividad y puede
ser responsable de la selectividad de lactonas sesquiterpénicas.””

En varios estudios de relacién estructura actividad realizados se encontrd lo
siguiente’
a) Para la actividad antitumoral, el compuesto mas lipofilico fue el mas toxico, ya que una
mayor lipofilicidad facilita 1a penetracion de los compuestos a través de fa membrana
plasmatica lipofiiica de las células tumorales, y subsecuentemente provoca un aumento en
a citotoxicidad . 2 Se ha reportado para esta actividad la importancia del grupe a-metilen-
vlactona, y de un anilio ciclopentenona o grupo carbonilo o, f-insaturado como componentes
de la molécula,® *® cuando existe un éster como sustituyente en la molécula, a mayor

volumen de dicho sustituyente, menor actividad antitumoral.”® Si la molécula es un dimero,

en donde los monémeros estan unidos a través de un enlace éter, la estereoquimica que se
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encuentra alrededor de este enlace influye en la citotoxicidad presentada por el
compuesto.®™ La actividad antitumoral es aumentada por la presencia de cetonas
conjugadas en la molécula™ o de un grupo o-hidroxilactona, aunque esta Ultima
madificacion da inestabilidad a la molécula a pH basico o neutro, en donde el anilio de la
lactona se abre, lo cual inactiva al compuesto, debido a que la reaccion irreversible la
lactona es solo activa a pH acido.®” También se ha visto que el efecto citotéxigo depende
de la duracién de exposicién con los compuestos %

k) En cuanio a la actividad antifingica; la y lactona es un grupo importante para que se
presente fa actividad.®®

»

¢) Para la actividad inhibitoria del fitocrecimiento el grupo o-metilen-y-lactona es una

caracieristica estructural importante.®® .

d) Para la actividad antiuicerativa; se ha reportado que la mitad a-metilen-y-factona es un
requerimiento estructural necesario, para que se pueda presentar esta actividad biologica,
mientras que un sustituyente ciclopentenona en la molécula, no esta involucrado con dicha
actividad,

e) Para la accién citotéxica contra parasitos de la malaria; es reconocida que la mitad
endoperdxido es responsable de dicha actividad,™ y que ademas es requerido el grupo
carbonilo o, p-insaturado.®

f) Para la actividad anti-inflamatoria; la mitad ﬁ-metilen«y—!actona contribuye en muche a la
aclividad, mientras que la ciclopentencna o, B-insustituida y o-epoxiciclopentenona como
componentes de la molécula, contribuyen en menor proporcién.“? Se ha sugerido que la
inhibicién de la quimiotaxis de neutréfilos polimorfonucleares, es debida a su mitad o-
metilen-y-lactona o su anillo o-epoxiciclopentenona.“® Se ha observado que la saturacion de
dobles enlaces presentes en los grupos ciclopentenona y c-metilen-y-lactona, de algunas
lactonas sesquiterpénicas como la helenalina, da como resultado la perdida de la actividad

anti-inflamatoria. > **
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g) La estructura o-metilen-y-lactona y o-epoxiciclopentenona, como componentes
estructurales de la molécula, contribuyen significantemente para que se presente |la
actividad antiariritica, y de igual manera el anillo S-insubstituido ciclopentenona influye en
dicha actividad.“"

hy Para la actividad inhibitoria de la sintesis de ATP la mitad o-metilen-y-dactona, es
importante pero no esencial.®™ Se ha observado que para la isoaloalantolactona, et doble
enlace de la posicion 3,4 es un requerimiento estructural esencial.?®

)} El anillo ciclopentenona B-substituido o insubstituido que esta presente en algunas
lactonas sesquiterpénicas, es un requerimienia estructural importante, para las actividades

antitumoral y antimicrobiana, no asi para la actividad antiulcerativa.™"

4.2.3 COMPUESTOS HETEROCICLICOS.

Entre los compuesios helerociclicos se ha encontrado que algunos tienen
importantes funciones biolégicas, ejemplos de ellos son los siguientes:
« Los anélogos de los nucledsidos son un género importante de agentes antimetabolicos, los
cuales exhiben actividades anticancerigena y antiviral. Estos compuestos tienen en su
estructura una base heterociclica de cince miembros, cuando contienen ademas azufre en ia
regién del azlcar o en la regién heterociclica, muestran una mayor actividad antiproliferativa
contra virus o células cancerosas. Asi resutta de interés la sintesis de analogos de
nucledsidos con anilios de cinco miembros tio-substituidos. ¥ Cabe mencionar que las
pirimidinas sustituidas son otra clase de compuestos heterociclicos con potente actividad
antitumoral.“*
» E| metabolismo del folato representa un importante y atractivo blanco para la quimioterapia
del cancer, debido a su papel crucial en la biosintesis de acidos nucleicos, en donde el

tetrahidrofolato es el principal portador de unidades de un &oma de carbono, y la enzima

hidrofolato reductasa (DHFR) gue junto con la timidifato sintasa (75), forman parte del
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sistema responsable de la sintesis de desoxirribonucledsidos. Asi inhibidores de estas dos
enzimas tienen importante utilidad clinica como agentes antitumorales, antibacterianos y
antiprotozoarios. Diversas tipos de folatos han sido reportados como agentes antitumorales,
por su accidon como inhibidores de la TS, DHFR,

» En décadas pasadas los antagonistas de los receptores de andrégenos, han demostrado
ser efectivos para el tratamiento de cancer de prostata, en donde los derivados de la
quinolina, tienen potencial actividad como antagonistas de receptores de andrégenos

« Se sabe que el cAMP (segundo mensajero) juega un papel importante en la regulacion del
ciclo de crecimiento y diferenciacién. La hidrélisis del cAMP da lugar a la formacion del 5'-
AMP, la reaccién es catalizada por ia fosfodiesterasa (PDE). Los derivados de la
pirrolidinopterina son compuestos capaces de inhibir a la enzima PDE, induciendo ast una
inhibicién del crecimiento dependiente de la dosis cuando se prueban en células B16 de
melanoma murino, células de carcinoma murinoe CarB, o células de adenocarcinoma de
mama humanc MCF-7. Para la funcién de estos compuestos sobresale la importancia de los
sitios de formacion de enlaces por puentes de hidrogeno "

+ Los anélogos sintéticos y naturales de los retinoides heterociclicos aromaticos, ejercen
profundos efectos en la diferenciacion y proliferacion celular, lo que les confiere utilidad para
el tratamiento de desordenes hiperproliferativos, como son la psoriasis y cieftas formas de
cancer. Sin embargo uso de los retinoides en la terapia del cancer esta generalmente
limitado, debido a los efectos adversos que ocasionan, tales como teratogénesis, intacion
mucocutanea y sindrome de hipervitaminosis A. Muchos efectos bioldgicos de estos
compuestos son mediados por la activacién de receptores nucleares.“”

« Lg combretastanina A-4 es uno de los agentes antimicoticos més potentes, se sabe que se
une a la tubulina en el sitioc de unién de la colchicina. Este compuesto y algunos de sus
derivados muestran fuerte citotoxicidad, contra una variedad de células cancerosas

humanas incluyendo lineas celulares multiresistentes. Se ha encontrado que estos
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compuestos ejercen su actividad antitumoral, al reducir el flujo sanguineo en el silio del
tumor, dando como resuftando una necrosis hemorragica en el tejido tumoral. Los derivados
de combretastatina en donde se introduce un anilio hetrociclico, en la posicién olefinica de la
molécula muestran potente actividad antitumoral, antitubulinica y citotdxica in vivo,
mejorando en algunos casos la actividad presentada pot la combretastatina. ¥

+ Se ha observado que algunos de los colorantes de rodacianina extuben selectiva actividad
contra la linea celular de cancer de colon CX-1, en refacion a su contraparte normal (linea
de epitelio normat CV-1). En este tipo de compuestos tiene gran importancia el caracter
hidrofébico de ta molécula para la actividad antitumoral, la introduccion de substituyentes
anionicos tales como grupos carboxilo e hidroxilo, inducen un decremento o perdida de la
actividad antitumoral. E} mecanismo estudiado para estos compuestos demuestra que
algunos de ellos, inhiben la actividad respiratoria de la mitocondria en una manera
dependiente de la dosis, e inducen una perdida seleciiva del DNA mitocondrial en lineas
celulares tumorales, pero no en células normales ¥

« Los benzotiazoles muestran una potente actividad inhibitoria cuando son probados in vitro,
frente a una variedad de lineas celulares tumorales de cancer de mama, ovario, pulmén,
colon, cancer renal y células de leucemia de raton. El efecto de los benzotiazoles esta
relacionado con su funcidn come potentes inhibidores de tirosinas cinasas, que compiten por
el sitio de union del ATP a la enzima.®"

« Los derivados de oxadiazoles, triazoles, imidazoles y tiazoles, son reportados como
agentes antifingicos y antimicrobianos siendo activos contra vibric €holerae non O-
I,Klebsielia vy Salmonslla, presentan ademas actividad anticonvulsiva y antitumoral,
las cuales estan relacionadas con la presencia de dos grupas carbonilo en [a molécula. Se
ha observado que su actividad antitumoral, es debida a que los compuestos interfieren con

las metaloenzimas de las células tumorales, inhibiendo asi su crecimiento. Algunos de eslos

compuestos pueden ser metabolizados a agentes quelantes in vivo. Adicionalmente se ha
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encontrado que la hidrofobicidad de estos compuestos es esencial para permitir su entrada
a los sitios intracelulares.

Debido a que dentro de los compuestos heterociclicos se incluyen una gran variedad

de moléculas estructuralmente diferentes, los estudios de relacién estructura actividad de las

_diferentes acciones bicldgicas presentadas por estos compuestos, son realizados de

manera independiente, para cada grupo de compuestos que presentan una helerostomo

diferente.

43 MECANISMO DE ACCION DE COMPUESTOS

ANTITUMORALES.

Los farmacos antitumorales pueden actuar a diferentes niveles, para detener el
desarrollo tumoral. Recientemente se ha reporado que algunos metabolitos endégenos,
tales como el 2-meioxiestradiol, la angiostatina y la endostatina, pueden Inhibir la
angiogénesis, y detener de esta manera el desarrollo del tumor.® % Aunque en la
actualidad estos metabolitos no son aplicados clinicamente para el tratamiento del cancer,
algunos autores consideran que algan dia estos compuestos podrén ser incorporados en fa
clinica % % £] taxol #s un compuesto ampliamente utilizado para el tratamiento de muchos
tumores. Dentro de los mecanismos involucrados con la citotoxicidad de este compuesto, se
encuentra su capacidad para inhibir la angiogénesis. 4

Angiogénesis. La angiogénesis es bien conocida como un paso clave en el
desarrolio de un tumor y en la formacion de metastasis,®” ya que a través de ella se pueden
formar nuevos vasos sanguineos, que irriguen al fumor para aportarle los nutrientes
necesarios para su desarrollo.®> *¥ En este proceso se han caracterizado varios factores
angiogénicos, secretados por las células tumorales como son: el factor FGF, FAG y

angiogenina, los cuales tienen como mecanismo de accién comdn la atraccién de células
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endoteliales de vasos sanguinecs.®™ En las céiulas tumorales los vasos sanguineos
formados no son destruidos, tal como ocurre en el ciclo de crecimiento celular normal, por le
gue en el caso de tumores malignos, la angiogénesis se vuelve un funcién celular mas
importante >

Como ya se menciond anteriormente el taxol tiene la capacidad para inhibir Ia
angiogénesis,'¥ sin embargo se cree que su actividad antitumoral es debida en mayor pare
a que inhibe la funcién del gen anfiapoptotico bc-2,'® el cual se sabe inhibe la apoptcsis,
dado gue estimula Ja mitosis.** %57

Apoptosis. La apoptosis también conocida como muerte celular programada, es un
proceso activo dependiente de energia,® ** &) que requiere de la sintesis de protefnas
y en muchos casos digestion endonucleolitica de DNA celutar,®® y que ademas depende de
la expresion de ciertos onco-genes, como los de la familia Bcl-2 y genes supresores del
tumor tales como p53.%% % En muchas circunstancias en las que ocurre la apoptosis esta es
suprimida por inhibidores def MRNA y de sintesis de proteinas.®®

La apoptosis juega un papel crucial en varios eventos bioldgicos, como son: la
embriogénesis, el desarrollo normal de los vertebrados, mantenimiento de homeostasis de
érganos y tejidos y remocion de células autoinmunes, dafadas o vigjas. &0 % 8. ©. 69
Ademés de ser un importante proceso fisiolégico normal, también es un mecanisme de
defensa contra células tumorales (cancer de prostata, pulmén, pscho y colon),®™ cuando
estas son sometidas a modalidades de tratamiento bien establecidas, tales como irradiacion,
calor, tratamiente hormonal,®® y/o con una variedad de compuestos quimioterapéuticos,
incluyendo inhibidores de la sintesis de DNA, agentes alquilantes, inhibidores de la
topoisomerasa, inhibidores de fos microtdbulos, y antimetabolitos.®™ De esta manera las
células incapaces de experimentar la apoptosis pueden ser mas susceptibles a la

acumulacién de alteraciones genéticas que las células normales,™ ™ o que puede conferir

algunos beneficios de supervivencia a tumores que estén en desarrolio,"® % siendo este uno
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de los mecanismos involucrados en la progresion del cancer, y en la resistencia de los
tumores a la quimioterapia o radioterapia, lo que promueve la susceptibilidad a mutagénesis
en células tumorates,™ aunque la apoptosis puede ser encontrada virtualmente en todos los
tumores malignos sin tratamiento.® En el sistema inmune, la apoptosis es responsable de
la delecion de células T autorreactivas en el timo.® %" [os estimules que inducen la
apoptosis provocan una respuesta celular compleja, que incluye un blogueo reversible en fa
progresion del ciclo celular en tas fases Gy y Gy, lo que refleja 1a necesidad de las células de
ganar tiempo para reparar € DNA dafiado antes de la replicacidn y la segregacién mitética
cromosomica, esto finalmente ocasiona ta induecién de la mugaé’te cetular programada.’® 2
Asi las sefiales apoptéticas son activadas por diversos estimulos gue convergen hacia un
camino de muerte comin, en donde las proteinas de ia familia Bcl-2 actdan como
reguladores y la familia de las caspasas como transductores de sefiales.®> ™"

Familia Bci-2. Existen numercsos genes que _p“articipan en la muerte cel_ular
programada, a través de sus productos proteicos como son los genes de la familia 8ch2.*
3 Las proteinas de esta familia juegan un papel central en el control de Ia apoptosis,”'? par
lo que también son llamadas proteinas relacionadas con la muerte celular (DRPs). ™ Todas
las proteinas de esta familia tienen una secuencia homologa de aminodcidos, y. se
distinguen dos subfamilias, una pro-apoptéiica, que incluye a las proteinas, Bax, Bad, Bak,
Bik, Bid, Bim, Blk, Hrk, Bcl-xs ¥ Bok/\Mtd, las cuales promueven la muerte celular apoptotics,
y la subfamilia anti-apoptética gque comprende a las proteinas, Bel-2, Bel-x,, Bolw, Bfl-1,
Mcl-1, A1y BHRF, las cuales actian como represores de muerte.® 7 ) L a expresion de
algunas de estas DRPs como Bel-2, Bel-x, y Bax, ha sido asociada significativamente con el
grado histoldgics de algunos tumores.™

Caspasas. La caspasas son cistein proteasa correspondientes a la familia CED-

3/ICE, las cuales a diferencia de otras cistein proteasas mamiferas existen en el citosol

como zimdgenos, que reguieren de un preciso procesamiento, para generar una enzima
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con dos subunidades activas.”™ ™ 7 Estas caspasas son capaces de activar a otras de
manera analoga a las proteasas zimogénas de la casada de coagulacién o de
complemento.”

Las caspasas activas dirigen la degradacién de vanos substralos proteicos celulares,
tales como actina, pol{ADP-ribosa) polimerasa y lamina. los cuales pueden ser

responsables de los cambics morfoldgicos que ocurren en las células,”™

y que se sabe
estan involucrados en la reparacién del DNA vy la integridad estructural, causando directa o
indirectamente, muchos de los cambios caracteristicos de la apoptosis."® Es posible que la
supervivencia de las células que se encuentran con su DNA dafiado, y el retraso de estas en
experimentar la apoptosis, puedan inducir un incremento en {as mutaciones del genoma, y
con elto una mayor emergencia de células con proteinas oncogénicas y/o resistencia a los

farmacos."

En el presente trabajo fue evaluada la actividad antitumoral, de derivados de lactonas
sesquiterpénicas y compuestos heterociclicos, en diferentes lineas celulares tumorales de
cancer de cervix {CALO y Hela), cancer de colon (SW620 y SW480 ), y cancer de mama
(MCF-7), usando la técnica del MTT para medir la viabilidad celular. Las estructuras
quimicas de los derivados de lactonas sesquiterpénicas, y de los compuestos heterociclicos,
son mostradas en la Fig. 1 y 2 respectivamente, Como control positivo del ensayo se empled
el taxol, cuya estructura se muestra en la Fig. 3. Para los compuestos que presentaron una
actividad antitumoral considerable en todas las lineas celulares tumorales, fue determinado

su valor de |Csp.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

5.1 LINEAS CELULARES EMPLEADAS.

CALQ: Son células de carcinoma epidermal de cervix humano, fueron aisladas de una
paciente mexicana, Esta linea celular ha sido descrita recientemente y se lienen pocos
antecedentes. ™

Hela: Célutas de carcinoma epidermal de cervix humano, fueron aisladas de una paciente
negra de 31 afios de edad. Es la linea celular mas ampliamente estudiada.”™

SW620: Células de adenocarcinoma de colon humano, aisladas de un hombre caucésico de
51 afios de edad de grupo sanguinec A Rh+.®

SW480: Células de adenccarcinoma de colon humano, azisladas por A. Leibovitz y

colaboradores.™

MCF-7: Células de adenocarcinoma de mama humano, presentan ciertas caracteristicas
diferenciales de las células epiteliales de mamifero, incluyendo su capacidad para procesar
estradiol via receptores de estrogenos citoplasmicos. Esta linea celular puede contener la

informacién del virus de papiloma tipo B o €.
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5.2 TECNICAS EMPLEADAS

5.2.1 DESCONGELAMIENTO DE CELULAS.

Todos los procedimientos se realizan en una campana de flujo laminar, en
condiciones de esterilidad. Las células se conservan congeladas en nitrégeno liguido.
1.- El crictubo se descongela lentamente, frotando figeramente con [as manos o con un poco
de agua.
2.- En una caja petd previamente etiquetada y que contenga el medio de cultivo ad?cuado
para cada linea celular atemperado (ver tabla 1), se deposita et contenido del cri‘otub;a. y se
agita ligeramente |a caja petri para homogeneizar la solucion,
3.- La caja se incuba 2-4 horas a 37 °C, 5% CO, 99% de humedad, para favorecer la
adhesion de jas células a la caja petri.
4 - Si at observar al microscopio la caja petri después de pasado el tiempo de incubacidn,
ias células se encuentran adheridas, entonces se procede a cambiar el medio de cultivo de
la caja petri, y si no hay células adheridas, entonces se desecha el contenide de la caja y se
procede a realizar la descongelacion de un nuevo crictubo.
5.- Para cambiar el medio de cultivo en la caja petri, primeramenle se debe tirar el medio de
cultivo contenido en esta por decantacion, y después las células adheridas a la caja se lavan
con una sclucién atemperada de PBS-EDTA, la cual también se desecha por decantacion,
posteriormente se adiciona medio de cultive fresco adecuado para cada linea celular

previamenie atemperado.
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TABLAA1
MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS PARA CADA LINEA CELULAR.

LINEA CELULAR | MEDIQ DE CULTIVO |REFERENCIA
CALO RPMI complementado 5
Hela D-MEM complementado 80, 81
SWH20 D-MEM compleimentado 80
SW480 B-MEM complementado a0
MCF-7 D-MEM complementado 80,81 |

5.2.2 MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS.

Todos los procedimientos se realizan en una campana de flujo laminar en
condiciones de esterilidad.

Las células se mantienen en crecimiento en cajas petrt de plastico (desechables),
con el medio de cultive adecuado para cada linea celular, el cual debe cambiarse cada
tercer dia o segun se requiera. Para cambiar el medio de cultivo debe hacerse lo siguiente:
1.-El medio que se encuentra en la caja petri se elimina por decantacion.

2.- Posteriormente las células adheridas en ta caja se lavan con una sclucidén atemperada de
PBS-EDTA, una o dos veces segln la cantidad de detritos observados al microscopio.

3.- Finalmente se adiciona medio fresco atemperado correspondiente a cada linea celular, y
las células vuelven a incubarse a 37 °C, 5% CO;, 99% de humedad.

Como las células se adhieren a la superficie de la caja, cuando hay demasiadas en
una caja es necesario tomar una pequefia alicucta de ésta y trasladarla a otra caja, esto se

realiza de |a siguiente forma.
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1 - El medio de cultivo que se encuentra, en la caja petri que tiene un crecimienio celular
masivo, se desecha por decantacion, y la caja se enjuaga con una solucién atemperada de
PBS-EDTA, la cual se desecha también por decantacion.

2.- Se adiciona un volumen adecuado para cubrir la superficie celular adherida a la caja
petri, de una sofucion atemperada de tripsina al 0.05% y se deja actuar durante un periodo
de 3 a 5 minutos (hasta que se desprendan las células de la superficie de la caja).

3.- Una vez terminado el periodo de incubacion, debe adicionarse el mismo volumen de
medio de cultivo adecuado para cada linea celular, con el fin de neutralizar el efecto de la
- tripsina sobrante, posieriorments se resuspende la solucién con ayuda de una pipeta
Pasteur, a fin de favorecer el desprendimiento de las células que aln estan adheridas y para
homogeneizar la suspension celular

4.- En cajas petri previamente eliguetadas y con medio de cultivo adecuado a cada linea
celular, se coloca un poco del volumen de la suspension celular y se resuspende
nuevamente la solucién.

5.- Las cajas petri se incuban a 37 °C, 5% de CO, y 99% de humedad relativa y se observan
al microscopio

6 - La suspensi6n celular sobrante se desecha o se congela segin se requiera.

Nota: Todo el material bioldgice utilizado se inactiva con hipoclorito antes de ser desechado

en la tatja.

5.2.3 CONGELAMIENTO.
1.~ Cuando fa linea celular desea guardarse en congelacion, las células se desprenden
mediante tripsinizacion, cuando estan en un grade de confluencia de 80-95 %, y se hace

una suspension celular con ellas.

2.- Una vez que se tiene la suspension de células, esta se centrifuga a 2000 r.p.m./5 min.
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3.- Se elimina el sobrenadante y se resuspende el paquete celular en 1 ml. de medio de
congelamiento adecuado para cada linea celular.
4.- La suspensién celular anterior se coloca en criotubos,

5 - Los criotubos se congelan primero a una temperaiura de -70 9C durante 2 horas, y luego

an nitrégeno liquido.

5.2.4 CONTEO DE CELULAS.

Las células se cuentan en una camara de Newbauer de la siguiente manera:
1.- La cAmara de Newbauer se limpia muy bien antes de usarse con una solucién de etanol
al 75%.
2 -De la suspension celutar que se va a contar se toma una peguefia alicuota (50 ul o
menos) y se deposita en la camara de Newbauer.
3.- La camara se coloca en el microscopio 6ptico y se realiza el conteo de lasg células como

se indica a continuacion.
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Las células que se encuentran dentro de la cuadricula se cuentan sin problema, pero
de las que tocan fas lineas, solo son tomadas en cuenta para el conteo, las que estan en las

lineas gue forman una L af revés ( '), esto con el fin da tener la misma probabilidad de
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considerar en sl conteo las células que tocan la linea de la cuadricula, en cada una de las
determinaciones.®”
K N Estas células no se toman en cuenta para el conteo.

- Estas células si son tomadas en cuenta para el conteo.

Como la camara de Newbauer contiene 8 cuadros grandes como el mostrado
anteriormente, se cuentan el total de las células presentes en las 16 cuadriculas de cada
cuadro grande, obteniendo asi ocho valores (uno de cada cuadro grande). Con ios ocho
valores obtenidos se realiza un promedio, para determinar el nimero de células presentes
en la suspension, Los valores obtenidos de cada unc de los 8 cuadros grandes no deben
estar muy alejados unos con ofros, pues de lo contrario tiene que repetirse el conteo debido
a la gran variacion entre los resultados obtenidos, lo cual indica falta de homogeneidad en la
suspensién celular, o errores en la toma de fa muestra para el conteo, por lo cual la
suspension debe volverse a resuspender antes de realizar e nuevo conteo. El nimero
promedio obtenido en el contec debe muttiplicarse por un factor de 1 x 10°, este nimero

representa la cantidad de células presentes en 1 mL de la suspension celular.”®

5.2.5 INICIO DEL CULTIVO CELULAR PARA LA EVALUACION DE

LOS COMPUESTOS.

Todos los procedimientos se realizan en una campana de flujo laminar en
condiciones de esterilidad.
1.- Las lineas celulares (CALQ, Hel.a, SW620, SW480 y MCF-7) que fueron utilizadas, para
la evaluacion de los derivados de lactonas sesquiterpénicas, y los compuestos
heterociclicos, que se encuentran conservadas en nitrogena liquido, deben descongelarse.
2.- Estas células se mantienen durante una semana en cajas petri, para estabilizar el

crecimiento celular y para tener suficiente material bioldgico para trabajar.
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3.- Después del punto anterior se realiza un pase de las células a otra caja petri, la cual se
incuba a 37 °C, 5% COQ,, 99% de humedad, durante un periodo aproximado de 48 horas o
hasta que esta alcance un 90-85% de confluencia.

4 - Una vez cumplido el punto anterior, se despega la monocapa de células gque se forma en
las cajas petri, mediante la adicién de un volumen adecuado de tripsina 0.05% atemperada,
suficiente para cubrir la supetficie de la caja petri, después de lo cual la caja se incuba
durante 3-5 min.

5.- Posteriormente se adiciona un volumen igual de medio de cultivo correspondiente a cada
linea celular, para neuwtralizar el efecto de Ja tripsina. La suspension celular se resuspende,
con ayuda de una pipeta Pasteur, despegando las células que ain estan adheridas y
homogeneizando ia suspension.

&.- De Ia suspension celular obtenida en el punto anterior, s& hacen diluciones pertinentes
para realizar &l conteo de células en la camara de Newbauer. Las diluciones hechas deben
ser tales, que el volumen tomado de esta solucidn para montar el experimento, debe
encontrarse entre 50-150 ;1L para evitar una gran variacion en los resultados, y el ntimero de
células presentes en este volumen debe ser de 1.2-1.5x 10% células.

7.~ En condiciones de esterilidad se toma el volumen de la suspension diluida que contenga
el nimero de células deseado, y se coloca en cada uno de los pozos de una placa de 24
pozos.

8 - Posteriormente se adiciona a cada pozo, el volumen faltante para 1 mi de medio de
cultivo correspondiente a cada linea celular.

9.- La placa se incuba durante 48 horas, que es el iempo en el que aproximadamente se
alcanza la fase de crecimiento exponencial de dichas lineas celulares. El liempo esta
basado en los datos de una curva de crecimiento para cada finea celular realizada con

anterioridad en el laboratorio.
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5.2.6 COMPUESTOS EMPLEADOS.

5.2.6.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES.

Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar en
condiciones de esterilidad. Todos los derivados de lactonas sesquiterpénicas se adicionaron
a manera de fener una concentracién final en cada pozo de 15 M.

El ensayo de la aclividad antitumoral de los derivados de las lactonas
sesquiterpénicas, se flevd a cabo por cuadriplicade, usando un control positivo {células
traladas con taxol a una concentracién de 0.25 uM), un. control negativo (células sin

tratamiento), ast como un control del disclvente (células tratadas con DMSQO)

Derivados de laclonas sesquiterpénicas y compuestos heterociclicos.

Se pesé 1 mg de cada compuesio a probar y se disolvid en 100 puL de
dimetilsulféxido {DMSO), de esta solucién se tomd el volumen adecuado de cada
compuesto, a fin de tener en cada pozo una concentracion final de 15 uM, y que dicho
velumen fuera menor de 2 1L debido al efecto daiiino gue tiene el DMSQ sobre las células,
lo cual pudiera interferir con los resultados obtenidos.

Control positive,

Se partié de una solucidn “stock” que contenia 1.1 mg de taxol disuelto en 1 mL de
DMSO. De esta solucidon se hizo una dilucidén 1:10 usando medic de cuitivo. La
coricentracién final de taxol chtenida en cada pozo fue de 0.25 pM
Control negativo,

Como contro! negativo se usaron lineas ceiulares sin ningun tipo de tratamiento, pero

mantenidas bajo las mismas condiciones que el resto de las células.
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Control del disolvente.

Como control de disolvente se usé e DMSO. Ef volumen de este disolvenie
adicionado en cada pozo, fue igual al volumen mayor de los derivados de las lactonas

sesquiterpénicas, compuestos heterociclicos o del taxol adicionado en los pozos.

Las células se incubaron durante 48 horas después de la adicién de los compuestos
que se deseaban probar, del taxol y del DMSO, pasado el tiempo de incubacion se procedio

a medir la viabilidad de las células en cada uno de los pozos, mediante la técnica del MTT.

5.2.7 TECNICA DEL MTT PARA MEDIR LA VIABILIDAD CELULAR.

5.2.7.1 FUNDAMENTO DE LA TECNICA.

Este ensayo es versélil y cuantitativo, lo que representa una ventaja sobre las
técnicas tradicionales usadas para detectar la profiferacion y ensayos de citotoxicidad,®?

El reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, también conocido
como MTT, es un compuesto de color amarillo que a! ser reducido por las deshidrogenasas
mitocondriales de tas células viables en la cadena respiratoria, produce formazan el cual es
de color azul.®? El anillo de tetrazotio es reducido en la mitocondria activa, y asi la reaccion
ocurre solo en células vivas, ya que las células muertas son incapaces de reducir el MTT
después de 30 minutos de lisis mediada por complemento.® Esto indica que el ensayo
también tiene valor potencial para la medicién rapida y cuantitativa de la muerte celular.® El
formazan producido se disuelve completamente en dimetilsulfoxido (DMS0), el cual se ha
demostrado que es el disolvente mas apropiado para el ensayo,*” el compuesto colorido
absotbe a una longitud de onda de 540 nm, la cantidad de células viables es directamente
proporcional a dicha absorbancia la cual es estable durante dos horas.®* ® Es imporiante

notar que algunas sustancias {(acido ascorbico y agentes sulfhidrilo), son capaces de reducir
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la sal de tetrazolio por accidn quimica directa, mientras otras substancias (malonato,
rotenona, amital, y DCTFG) puede bloguear mdirectamente fa reduccion del MTT mediada

por las células, por inhibir tempranamente los pasos de la respiracion celular ©¥

5.2.7.2 PROCEDIMIENTO.®* *

1 - La suspensién de células contenidas en cada pozo (aproximadamente 1 mL), se colecta
en tubos eppendorf con ayuda de una micropipeta y en condiciones de esterilidad, después
de 48 h de tratamiento con los compuastos

2.- Se adicionan 200 pi. de tripsina 0.05% en cada pozo para despegar la monocapa celular,
y se incuba la placa durante 3 minutos,

3.- Se recoge el volumen de tripsina resuspendiendo varias veces en cada pozo con ayuda
de una micropipeta, para favorecer el desprendimiento de la monocapa. El volumen de cada
pozo se coloca en el tubo eppendorf correspondiente.

4.- Se adiciona a cada pozo 250 L de PBS-EDTA y se incuba la placa durante 5 minutos.
5- Pasado el tiempo de incubacion se recoge e volumen en el tubo eppendorf
correspondiente, resuspendiendo varias veces en cada pozo para recoger el mayor nimero
de células que aqui se encuentren,

8.- Los tubos se centrifugan a 2500 r.p.m./5 min.

7.- Se desecha el sobrenadante y se adicionan 200 ul del medio fresco correspondiente
para cada linea celular, el cual debe estar atemperado.

8.- Se adiciona a cada tubo 20 ul. de la solucién de MTT, resuspendiendo varias veces con
ayuda de una micropipeta.

9.~ Los tubos eppendorf se incuban durante 3 horas (tempo que tarda en lievarse a cabo ta
reaccion), a 37 °C, 5% CO,, 99% de humedad.

10.- Terminado el tiempo de incubacion los tubos se centrifugan a 5000 r.p.m./6 min.
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11.- Se eliminan 200 L de medio teniendo cuidado de no efiminar el pracipitado azul gue se
forma por efecto de la reduccion del MTT,

12.- Se adicionan 500-1600 ul de DMSO (segln la cantidad de precipitado formado), para
disolver el precipitado,

13.- Se agita cada tubo eppendorf en un vortex.

14.- Se realiza ia lectura de densidad éptica en un espectrofoidmetro a una longitud de onda
de 540 nim.

15.- De los cuatro valores de densidad optica obtenidos para cada tratamiento se calcula un
promedio (un valor por tratamiento).

P

16.- Con los valores obtenidos del punto anterior se determina el % de inhibicidn debida a
4

los compuestos empleados en cada linea celular para ello se usa la siguiente formula;

% de inhibicion = 1-  Abs compuesio x 100

Abs control negat
17 - Aquellos compuestos que muestren una significante inhibicidn del crecimiento celular,
igual o mayor al 25 % en todas las lineas celulares empleadas, seran considerados como
compuestos con una actividad antitumoral generalizada.
18.- Para los compuestos gue presentaron actividad antitumoral, fue calculado el valor de
ICso en las lineas celulares Hela y SW480.
19.- Algunos de los compuestos que no presentar actividad antitumoral, fueron reanafizados

siguiendo el mismo protocolo, pere usando una concentracion de 25 pM.

5.2.8 DETERMINACION DE LA ICs,.

1.- Las lineas celulares gque fueron empleadas para determinar el valor de 1Cs, se
mantuvieron de la misma manera que los cultives celulares empleados para la evaluacion de

la actividad antitumoral.
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2.- El experimento para determinar la ICs, s@ montd de manera similar al experimento para
ta evaluacién de la actividad antitumoral, solo que aqui se empled una concentracion celular
en cada pozo de aproximadamente 2 x 10° cets/mL.

3.- Los cultivos calulares fueron incubados durante 24 horas a 37 °C, 5% de CO,, y 99% de
humedad, previo a la adicién de los compuestos.

4 .- De los compuestos que presentaron actividad antitumoral fueron preparadas soluciones
a partir de un “stock” usando como disolvente DMSO de manera que en los pozos se
tuvieran como concentraciones finales 12.5, 25, 50, 80 y 100 pM. El volumen final manejade
en cada pozo fue de 1000 pl.

5.- Los compuestos a fas diferentes concentraciones fueron adicionados a los cultivos
celulares después de 24 horas de crecimiento, y fueron mantenidos en el cultivo celular
durante 72 horas. Se empled ademés un control negative, un control de! disolvente y un
control positivo de manera similar que en el ensayo para la evaluacion de la actividad
antitumoral.

6.- Una vez pasado el tiempo de exposicién de las lineas celulares con los compuestos, se
evalud la viabilidad celular por medio de la técnica del MTT. de manera similar que en {a
evaluacion de la actividad anfitumoral.

7.- Se determind ! % de inhibicion de cada uno de los compuestos a cada una de las
concentraciones.

8.- Se elabord una grafica de % de inhibicién conira el logaritmo de la concentracion para
cada uno de los tratamientos. De estas gréficas se hize una regresion lineal, y los valores de
ICso fueron determinados graficamente, como la concentracion del compuesto que causa un

50% de inhibicidn del crecimiento celular.
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5.3 PREPARACION DE SOLUCIONES.

5.3.1 MEDIOS DE CULTIVO.

La preparacién del medio se hace en condiciones de esterilidad y usando una campana de

flujo laminar. Para preparar un [itro de medio de cultivo se requiere [0 siguiente:

MEDIC D-MEM {Dulbeco’s Modified Eagle Medium).

Cantidad
Medio D-MEM (GIBCO) 1 sobre para disolver en un volumen final de 1L
Suplementado con:
¥ Glutamina (GIBCQ) 2 mL
Hepes (SIGMA) 2249
insulina (LILLY) 10 mL
MEM solucién de aminoacidos 10 mL
no esenciales (GIBCO}
Suero fetal bovino (GIBCO) 100 mL
Antibiético-antimicotico (GIBCO) 10 mL
v NaHCO, (BAKER) 37g
Piruvato de sodio (GIBCO) 10 mL

v Estos suplementos se adicionan solo si el medio de cultivo en palve no los contiene,

MEDIO RPMI 1640.

Cantidad.
Medio RPMI (GIBCO) 1 sobre para disolver en un volumen final de 1L
Suplementado con:
Dextrosa (GIBCQ) 25g
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¥ NaHCO; {(BAKER) 249

Suero fetal bovino (GIBCO) 100 ml.
Antibi6tico-antimicotico (GIBCO) 10mL
Piruvato de sodio (GIBCO) 10 mL

Aminoécidos no esenciales (GIBCO) 10mL
v Este suplemento se adiciona solo si ef medio de cultiva en polvo no o contiene.
1.- Disolver el contenido de un sobre de medioc D-MEM o RPMI en 700 mL de agua
desionizada.
2.- Adicionar todos Jos suplemenios excepto el suero fetal bovino (SFB). La solucion se agita
hasta disolver completamente de las sales.
3.-AjustarelpHa7.4+0.3.
2 - Aforar la solucién anterior a un volumen de 900 mL con agua desionizada.
3.- Esterllizar Ya solucion por fittracién con membrana millipore de 0.45q.
4 .- Completar el medio con SFB a manera que se vaya utilizando
5. Como control de contaminacién bacteriana es recomendable incubar una alicuota de
medio de cultivo filtrado, a 37 °C, 5% CO,, 98% de humedad durante 48 horas. Terminado el
periodo de incubacién debe observarse al microscopio.

6 - |.os medios de cultivo se conservan en refrigeracion.

5.3.2 MEDIOS DE CONGELAMIENTO

MEDIO A. {Para las lineas celulares Hela, SW480, SW620 y CALO).

1.~ Adiciona al medio de cultive adecuado para cada linea celular sin complementar con
suero fetal bovino, 20% viv de este Gltimo.
2.- Adiciona a la solucion anterior 15% viv de glicerol estéril.

3.- Guarda la solucién anterior en recipientes estériles y se congelarla a -20 °C.
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4.- Cuando sea requerido, el medio debe dascongeiarse y utilizarse tan pronto como sea
posible.

MEDIQ B. (Para la linea celular MCF-7).

Para células mas exigentes en cuanto a requerimientos nutricionales como es el caso de las

células MCF-7 se utiliza el siguiente medio de congelamiento.

Componentes. Cantidad,
Suero Fetal Bovino inactivado 92 %
Dimetilsulfoxido (DMSO) 8 %

De igual manera la solucién anterior se guarda en recipientes estériles y se congela a -20°C.

5.3.3 SOLUCION DE PBS-EDTA.

Para preparar un litro de solucion.

Compenentes. Cantidad.
NaCl 804¢g
KH,PO, 02449
NayHPO, 144¢
KCl 0.2g
EDTA - 03729
Agua desionizada c.b.p. 1L

1.- Disolver las sales en 900 mL de agua desionizada.
2.- Ajustar el pH a 7.4 {con NaCH o HCI).

3.- Aforar a 1L, con agua desionizada.

4.- Alicuotar en varios recipientes limpios,

5 - Esterilizar en autoclave a 15 [bfin? durante 15 minutos.
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5.3.4 SOLUCION DE MTT.

Para preparar 10 mL de la solucién

Reactivos Cantidad
Sal de bromuro de tetrazolio 50 mg
Solucion salina isotonica 10 mL

1 . Disolver la sal de tetrazolio en la solucidn salina isoténica (evitar el contacto del MTT con
la piel, pues es tdxico) usar guantes y cubrebocas

2 - Esterilizar la solucién por fittracion en membrana millipore de 0.45 .

3.- Envolver con papel aluminic el recipiente que contiene la solucién de MTT para
protegerla de la luz

4.~ Almacenar en refrigeracién a 4°C.

Nota: Una vez preparada la solucién de MTT permanece estable por un periodo de un mes.

Pasado este tiempo la solucién no debe ser ulilizada.

5.3.5 SOLUCION SALINA ISOTONICA

Para preparar 10 mL de la solucién

Reactivos. Canfidad.
NaCl 85 mg
Agua desionizada ¢ b. p. 10 mL

1.~ Disolver la sal en el agua desionizada.

2.- Repartir la solucién en alicuotas y esterilizar por autoclave a 15 IbAin®, durante 15

minutos

3.-Guardar 1a solucién a temperatura ambiente o en refrigeracion.
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5.3.6 SOLUCION DE TRIPSINA 0.05%.

Para preparar un litro de solucion.

Componentes Cantidad
Tripsina 059
NaCl 8049
KCl 04g
Dextrosa 109
NaHCO, 02¢g

Agus desionizada estériicbp 1L
1- Pesar las cantidades indicadas y disolverlas en un volumen pequefic de agua
desionizada.
2.~ Llevar a un volumen final de un litro con agua desionizada.
3.- Esterilizar por filtracién con membrana millipore 0.45 p.

4.- Preparar alicuctas de la solucién y guardarlas en el congelador.

5.3.7 SOLUCION DE ETANOL AL 75%.

Para preparar un litro de solucion

1.- Medir 750 mL de etanol absoluto.

2.- Aforar el etanol a un volumen de 1000 mL usando para ello agua destilada.

3.~ Mezclar muy bien fa solucién.

4 - Hacer alicuotas de la solucién o guardar en un contenedor de un litro y mantenerias a

temperatura ambiente.
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5.4 ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados que se muestran representan la media X la desviacion estandar, de
cuatro determinaciones realizadas para cada condicion (linea celular, tratamiento vy
concentracién de los compuestos). Para determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas en los valores de % de inhibicion encontrado para cada compuesto, con
respeclo al control, se usd un patuete de computo (PAQUEST) que utlliza la prueba de

andlisis de varianza ANOVA
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6. RESULTADOS.

Evaluacion de la actividad antitumoral. Los resultados del efecto antiproliferativo,
del dimetilsulfoxido que fue el disolvente empleade en los ensayos, del taxo! usado como
control positiva, asi como el de los derivados de lactonas sesquiterpénicas (-VI) y
compuestos heterociclicos (VIII-X) probados, se resumen en la tabla 2.

Para preparar las soluciones de los derivados de lactonas sesquiterpenicas y
compuestos heterociclicos, se utilizé como disolvente dimetilsulfoxido (DMSO), el cual en
altas concentraciones y en base a resuitados previos obfenidos en el faboratorio, se sabe
tiene efecto antiprofiferativo por dafo a las céluias, Con el objeto de conocer el efecto de
este disalvente se incluyé en el experimento un control, en el cual e DMSO fue administrado
a cada linea celular, en un volumen igual al volumen maximo administrado en los
experimentos efectuados para evaluar a las nuevas moléculas (voldmenes de 06 uL a 18
pl). Como se abserva en la Fig 4, el DMSO tiene un efecto antiproliferativo despreciable, en
todas las [ineas celulares empleadas

Como control posilivo de los experimentos se uso taxol a una concentracion de 0.25
uM. La inhibicion del crecimiento celular inducida por este compuesto, en las diferentes
lineas celutares tiene un irtervalo de aproximadamente 20-55 %, siendo la finea celular
CALO la mas sensible y la SW4B0 la més resistente, al tratamiento con este compuesto (Fig.

5).
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TABLA 2

EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE NUEVAS MOLECULAS PROBADAS EN
DIFERENTES LINEAS CELULARES TUMORALES

COMPUESTOS CALO HelLa SWB20 | SWA4B0 MCF-7

'DMSO 100% T 32137 | 18+17 | 10£31 | -15+24 | 40+28

St ﬁx%v? e
I {JLNZ-105) 107 +41 | 09141 1.0+47 36+13 73146
I (IVAG-nMe) 117+07 | 52438 18+16 3.0+41 15%3.1

V. (JLNZ-110-2) 124+051 74+£20 | -52+06 -16+19 11.2+4.1

VI (JFG-96) 34+09 | 8.0+£35 | 15.2+48 47137 128+1.2

VIl (IVCYT-1) 45+26 | -23124 | 19+486 1.3+£15 6.5+14 P
Vili (RDM-V-14) 86104 |-42144 | 72+28 116412 50+21

X {AG-EDRD-5) 56+36 |-16+01| 9235 12.7+3.9 87+t20

X (RDM-X-5) 145+24 1 29+386 | 1031386 46140 72+£3.0

Cada una de Jas lineas celulares fue Incubada con los denvados de taclonas sesquiterpénicas y
compuestos heterociclicos a una concentracion de 15 uM, durante un periodo de 48 horas, una vez

que las células habian alcanzado la fase de crecimiento exponencral
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EFECTO ANTITUMORAL DEL DMSO EN
DIFERENTES LINEAS CELULARES TUMORALES
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Fig. 4 Efecto antiproliferativo del dimetilsutidxido frente a diferentes lineas celutares tumorates El
DMSO fue adicionade al 100%, cuando el cultivo celutar tenia 48 h de crecimiento, y se mantuvo en 8l
medio de cultive durante las siguientes 48 h. El volumen administrado del DMSO se encuentra en un

itervalode 06 a 1.8 uL.
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ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL TAXOL EN
DIFERENTES LINEAS CELULARES
TUMORALES
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Fig. 5 Actividad antitumoral det taxol usado como control positivo en los experimentos, a una
concentracion de 0 25uM. El taxol se adiciond a cada linea celular después de 48 h de crecimiento, y

las lineas celulares fueron tratadas con este compuesto durante las siguientes 48 h
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Cuando Ia linea celular CALO (carcinoma de cervix), fue tratada con los derivados de
lactonas sesquiterpénicas (I-vil), se observd que solo los compuestos Hl y IV presentaron
una inhibicion del crecimiento celular de 35.4 % y 37.4 % respectivamente, sin existir una
diferencia significativa, entre los valores de inhibicién producidos por estos dos compuestos,
mientras que el resto de los compuestos presento un efecto antiproliferativo no considerable.
De los compuestos helerociclicos probados (VIII-X) en esta linea celular, se observa que
ninguna de ellos presenta un efecto antiproliferativo significativo (Fig. 6.

La linea celular Hel.a (adenocarcinoma de cervix), la cual se sabe es muy resistente
a la accion de algunos farmacos antitumorales, fue sensible unicamente a los compuestos 1]
y IV, que pertenecen a los derivados de lactonas sesquiterpénicas, con una inhibicion del
crecimiento de 38.2% y 47.1 % respectivamente, mientras que con los deméas compuestos
incluyendo los compuestos heterociclicos, la Inhibicion fue irrelevante o practicamente nula
(Fig. 7).

Para las lineas celulares de cancer de colon, los resultados obtenidos muestran que
en las células SW620, los derivados de lactonas sesquiterpénicas IH y IV son los dnicos que
presentaron una actividad antiproliferativa considerable, con un intervalo de inhibicion del
crecimiento de 33-37 % aproximadamente, sin haber diferencias estadisticamente
significativa de la inhibicién producida por estos dos compuestos, mientras que el resto de
los compuestos inciuyendo a los compuestos heterociclicos, presentaron actividad

antiproliferativa no considerable o despreciable (Fig. 8).
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De los detivados de lactonas sesquiterpénicas probados en la linea celular SW480
(cancer de colon), los compuestos ll y IV nuevamente fueren los Gnicos gue mostraron una
considerable actividad anfiproliferativa de 27 1 % y 29.6 % respectivaments, sin existr
tampoco ninguna diferencia estadistica la inhibicion del crecimiento producida por ambos
compuestos, mientras que de los compuestos heterociclicos el VIll'y IX presentaron solo una
ligera actividad inhibitoria del crecimiento celular, con un intervalo de inhibicion del
crecimiento promedio de 11-13% aproximadamente, sin existir tampoco una diferencia
estadisticamente significativa entre la actividad inhibitoria de estos dos compuestos (Fig 9).

Finalmelnte para la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama, solo los
compuestos lactonicos Il y IV, mostraron una actividad antitumoral considerable con valores
de 46.2 % y 42.5 % respectivamente, mientras que el resto de los compuestos incluyendo a

los compuestos heterociclicos presentaron una inhibicion no considerable {Fig. 10).
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EFECTO ANTITUMORAL DE NUEVAS MOLECULAS
EN CELULAS CALO
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Fig. 8 Inhibicion del crecimiento de la linea celular CALQ frente al tratamiento ¢on nuevas moléculas,
probadas a una concentracién de 15 uM, usando como disolvente DMSQ, A las 48 h de crecimiento,
las células fueron tratadas con los compuestos durante las siguientes 48 h

Los compuestos |-VIi son derivados de lactonas sesquiterpénicas.

Las compuestos VIHI-X son compuestos heterociclicos
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EFECTO ANTITUMORAL DE NUEVAS MOLECULAS
EN CELULAS Hel.a
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Fig. 7 Inhibicidn del crecimiento de las células Hela frente al fratamiento con nuevas meléculas,
probadas a una concentracién de 15 uM, usando como disolvente DMSO A las 48 h de crecimiento,
las células fueron expuestas a los compugstos durante 48 h

Los compuestos I-V)] son derivados de lactonas sesquiterpénicas

Los compuestos VIII-X son heterociclicos,
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EFECTO ANTITUMORAL DE NUEVAS MOLECULAS
EN CELULAS SW620
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Fig. 8 Efecto inhibitoria del crecimiento de nuevas moléculas probadas a una concentracion de 15
uM, en células SW620 Para preparar las soluciones se usd como disolvente DMSO, A las 48 h de
crecimiento, las célutas fueron expuestas con los compugstos durante 48 h

Los compuestos I-VIi son denvados de factonas sesquiterpénicas.

Los compuestos heterociclicos son VHI-X
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EFECTO ANTITUMORAL DE NUEVAS MOLECULAS
EN CELULAS SW480
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Flig. 8 inhibicion del crecimiento de la linea celular SW430 tratadas con nuevas motéculas, probadas
a una concentracién de 15 uM, usande como disolvente DMSO A las 48 h de crecimiento, las céluias
fueron expuestas a los compuestos durante las sigutentes 48 h

Los compuestos 1-VII corresponden a derivados de lactonas sesquiterpénicas

Los compuestos heterocichicos son VII-X
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EFECTO ANTITUMORAL DE NUEVAS MOLECULAS
EN CELULAS MCF-7
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Fig. 10 Inhibicidn del crecimiento de las células MCF-7 frente a nuevas moléculas, probadas a una
concentracidon de 15 pM, usando comao disolvente DMSO A las 48 h de crecimiento, ias céluias fueron

axpusstas a los compuestos durante las siguientes 48 h.
Los compuestos I-VH son dervados de lactonas sesquiterpénicas
Los compuestos VIIl-X son compuestos hetercciclicos.
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E! intervalo de inhibicion de! compuesto H, va de aproximadamente 27-46%, en
donde la linea celular MCF-7 es la mas sensible y las células SW4B0 las mas resisfentes al
tratamiento (Fig. 11) Para el compuesto IV |a actividad inhibitoria del crecimiento celular, se
encuentra en un intervalo de aproximadamente 30-47 %, siendo la linea celular Hel.a la mas
sensible al tralamiento y las mas resistentes nuevamente son las células SWA480 (Fig 12}).

Analizando los indices lactonaftaxol calculados para los compuestos Il y IV se
observa que estos compuestos, a una concentracion de 15 uM tiene una actividad
antiproliferativa igual o ligeramente mayor, a la presentada por et taxol a una concentracion
de 0.25 uM, en las células Hel.a, SW480 yMCF-7, mientras que en las células CALO y
SW620, los derivados de lactonas sesquiterpénicas presentan una actividad inhibitoria

menor a la presentada por el taxol (Tabia 3)
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ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL COMPUESTO i
EN DIFERENTES LINEAS CELULARES
TUMORALES
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Fig. 11 Actwidad antitumorat del derivado de lactonas sesquiterpérucas il (JLNZ-108) en fas
diferentes lineas celulares usadas, probado a una concentracion de 15 pM usande DMSO como
disolvente. El compuesto se adiciont a cada linea celular despuss de 48 h da crecimiento, y las lineas

celulares fueron tratadas con &l compuesic durante 48 h.
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ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL COMPUESTO IV
EN DIFERENTES LINEAS CELULARES
TUMORALES
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Fig. 12 Actividad antitumoral del compuesto IV {EDAG-IV-SMe} a una concentracion de 15 uM,
usando como disclvente DMSO, en las diferentes lineas celulares empleadas. Las lineas celulares
fugron tratadas con el compuesto durante 48 h, y el compuesto se administro a cada tinea celular en

la fase exponencial de crecimiento a las 48 h
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TABLA 3
INDICE LACTONA/TAXOL

T CALG ] HeLa | Swe20 | Sw4s0 MCF-7
COMPUESTOI[ 086 | 100 ] 075 43 [T 103
COMPUESTO V| 070 | 124 oea | 148 | 113

Se caleuld el coiente de la retacion derivado de lactona sesquiterpénica / taxol, para determinar la
eficacia de las compuestos lactonicos Il (JLNZ-108) y IV {EDAG-IV-SMe) con respecto al taxol

Por su parte los compuestos heterociclicos {VII, X y X), probados a una
concentracién de 15 uM, muestran una ligera actividad antitumoral, frente a algunas de las
lineas celulares empleadas, mientras gue en otras el efecto antiproliferativo es practicamente

nulo,

Debido a que ninguno de los compuestos heterociclicos probados a una
concentracién de 15uM, mostré un efecto inhibitorio del crecimiento en todas las lineas
celulares empleadas, se decidié probarlos a una conceniracion de 25 uM. En este
experimento se observé que el efecto antiproliferativo del compuesto Vill, se hace nulo en
las células CALO, mientras que en el resto de las lineas celulares, permanece practicamente
inalterado con el aumento de la concentracion. Al aumentar la concentracion del compuesto
heterociclico 1X se aumenta ligeramente la actividad inhibitoria, pero solo en las células
SW620. En el caso del compuesto heterociclico X, se ve un aumento en ta actividad
inhibitoria del crecimiento con el aumente de la concentracion en las células SW480,
disminuyendo dicho efecto en las células SW620, mientras que en las lineas celulares CALO

y MCF-7 dicha actividad permanece précticamente sin cambio (datos no mostrados)
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Determinacion de los valores de ICs,. De los resuliados obtenidos en fa evaluacion
de la actividad antitumoral, se observa que solo los derivados de lactonas sesquiterpénicas
I y IV, mostraron una actividad antitumoral considerable en todas las lineas celulares
empleadas Posteriormente se pens6 en investigar la potencia de los compuestos lil y IV, a
través de su valor de ICs, en las lineas celulares Hela y SW480. Para la e\;aluacién de ia
ICs los compuestss Il y IV fueron probados en un amplio intervalo de conceniraciones,
desde una concentracion de 12.5 uM hasta de 80 pM. El periodo de exposicién con los
compuestos fue de 72 horas Las actividades inhibitorias del crecimiento celular de los
detivades de lactonas sesquiterpénicas |l y IV, probados en las lineas celulares Hela y
SW480 a diferentes concentracionas, se resumen en las tablas 4 y 5 de manera respectiva
para cada linea celular. Los valores de iCy obtenidos para cada uno de los compuestos, en

cada una de las lineas celulares empleadas se muestran en la tabla 6.

JABLA 4

EFECTO ANTITUMORAL DE LOS COMPUESTOS I Y IV EN LINEA CEULAR Hela

CONCENTRACION (uM) | COMPUESTO 1l [COMPUESTO IV
12.5 46,6+ 2.5 269450
25 56.3 2.7 439116
i 50 T T eaBx16 | B67.2£1.7
80 762102 759+0.2
100 T 784109 76.0+12

Las células Hela fueron incubadas a las 24 horas de crecinuento con los compuestos Il (JLNZ-108) y
Iv (EDAG-IV-SMe) a las diferentes concentraciones durante un perfodo de 72 h
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TABLA S

EFECTO ANTITUMORAL DE LOS COMPUESTOS Il Y IV EN LINEA CELULAR SW480

CONCENTRACION (M) | COMPUESTO I | COMPUESTO IV |
T TTAzE T T 7|7 s03+42 | 208+20
25 422:19 301419
T 50 | 7T as5%10 422+18
80 " 500+£18 492146
100 o 532+1.9 546 + 3.

A las 24 h de crecimignto las células SWA480 fueron incubadas con cada una de las concentraciones
de los dervados de factonas sesquiterpénicas It (JLNZ-108) y IV (EDAG-IV-SMe) El periodo de

exposicion con los compuestos fue de 72 h

TABLAG

VALORES DE IC;, DE LOS COMPUESTOS N Y IV

LINEA CELULAR COMPUESTO Il | COMPUESTO IV
Hela 16.4 M 30.3 uM
SWiso 73.5 uM 80.4uM |

Los valores de ICso para los compusstos (Il (JLNZ-108) y IV (EDAG-IV-SMe), fueron determinados
incubando cada linea celular después de 24 h de crecimiento con diferentes concentraciones de [os,
compuestos (12 5 M ~ 100 pM), durante 72 h
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En a linea celular Hela los efectas antiproliferativos de los compuestos Hi y IV, son
dependientes de la concentracion hasta 80 yM, después de esta concentracion la actividad
antiproliferativa permanece sin cambio El compuesto lil produce mayor inhibicién del
crecimiento que el compuesto IV, a concentraciones menores de 25 uM en esta linea celular,
sin embargo a intervalos de concentracién mayores y hasta 100 pM, ambos detivados de
lactonas sesquiterpénicas presentan una actividad inhibitoria similar (Fig. 13).

Los valores de 1Cs, presentados por los compuestos 1IF y IV son 16 4 pM y 30.3 uM
respectivamente para las células HelLa De acuerdo a los valores de 1Cs,, el compuesto Il
(Fig. 14) es mas potente para inhibir el crecimiento celular que el compuesto IV (Fig. 15}, en

esta linea celular
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La actividad inhibitoria de los compuestos 11l y 1V en la linea celular SW480, al igual
que en las células Hela, se ve aumentada con el aumento de la concentracion, hasta 80 uM,
mientras que a concentraciones mayores la actividad permanece practicamente sin
variacién, como se muestra en la Fig. 16. En la misma figura se observa que los compuestos
Il y IV a concentraciones menores de 25 uM, muestran diferente actividad inhibitoria en las
células SW480, tal camo ocurre en las células Hela, siendo mayor ef efecto antiproliferativo
del compuesto l1l, mienfras que a concentraciones mayores y hasta 100 uM, la actividad
antituroral de ambos derivados de lactonas sesquiterpénicas son simitares.

Los valores de ICs para los compuestos Hl y IV son 735 uM y 804 uM
respectivamente para esta linea celular De los valores de ICs, obtenidos para los
compuestos derivados de lactonas sesquiterpénicas Nl y IV, se puede observar que el
compuesto Il (Fig. 17) tiene un efecto inhibitorio del crecimiento ligeramente mayor que el
compuesto IV (Fig. 18}, en las celulas SW480.

Del conjunto de resultados obtenidos del ensayo para determinacion de los valores
de ICs,, Se observa que de los derivados de lactonas sesquiterpénicas (compuestos Il y V),
el compuesto 1l presenta mayor efecto antiproliferativo que el compuesto IV, en las fineas

celulares HelLa y SW480.
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7. DISCUSION.

Los compuestos utilizados en la guimioterapia del cancer presentan algunas
desventajas, de entre las cuales destacan la induccién de la resistencia al tratamiento y los
efectos adversos severos, por 1o que la introduccion de nuevos compuestos con actividad
antitumoral seria de gran utiidad.

En el presente trabajo se evalus la posible actvidad antitumoral, de aigunos
derivados de lactonas sesquiterpénicas y compuesios heterociclicos, en diferentes lineas
celulares. De los derivados de lactonas sesquiterpénicas evaluados solo los compuestos Hl
y IV, mostraron una actividad antitumoral relevante en todas las lineas celulares tumorales
empleadas. Para los compuestos heterociclicos probados, se observa que estos solo tienen
una ligera actividad antitumoral a una concentracion de 15 uM, en algunas de las lineas
celulares usadas y que con el aumento de la concentracion, la actividad inhibitoria aumenta
solo en algunos casos, sin embargo este efecto no fue generalizado.

En cuanto al indice lactonaftaxol calculado para los compuestos I y IV que
presentaron actividad antitumoral, se observa que los derivados de lactonas
sesquiterpénicas presentan una inhibicién de crecimiento de 0.66-1.48 veces la presentada
por el taxol, sin embargo es importante considerar que la concentracion empleada de los
compuestos lactonicos, es 60 veces mayor a la utilizada del taxol, lo cual indica que los
compuestos I y IV son menos activos que el taxol para inhibir la prolferacion celular.

Con relacion a los valores de ICx, obtenido para los compuestos il y IV, en las lineas
celulares Hel.a y SW480, puede observarse que el derivado de lactonas sesquiterpénicas
ill, tiene mayor efecto antiproliferativo gue el [V en ambas lineas celulares, y que la linea

celular Heba es mas sensibie a cada uno de los compuestos que las células SW480,
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En la literatura se reportan los valores de [Cs para algunas lactonas
sesquiterpénicas, probadas en lineas celulares de cancer de colon (COLO 320), y células
pequefias de carcinoma de pulmén humano {GLC,), en donde los valores de ICs para
compuestos con buena actividad antitumoral, son de 0.44-146 pM a dos horas de exposicion
con estos compuestos, y a 96 horas de exposicidn los valores son de 0.17-15.4 2
Beekman, et, al.,"® ademas reportan Jos valores de ICs, para lactonas sesquiterpénicas,
probadas a 48 horas en diversas lineas celulares tumorales tales como células de cancer de
colon, melanoma, leucemia, céncer de ovario, cancer renal, cancer de prostata, cancer de
mama, etc., en donde el valor reportado tiene un intervalo de 0.013-22 yM. En ef caso de fos
derivados de lactonas sesquiterpénicas IH y IV, los valores obtenidos de ICx son de 16.4 uM
y 30.3 uM en la linea celular Hela, y de 73.5 nM y 80.4 uM en las células SW480,
respectivamente a 72 horas de exposicién. De acuerdo a lo expuesto anteriormente se
puede decir que el compuesto Ill, presenta una actividad antitumoral mayor que el
compuesto V. Sin embargo de acuerdo a fos valores de Cso obtenidos y & los reportados,
se observa que los compuestos evaluados en el presente trabajo, son menos potentes a los
reportados en la literatura.

En el ensayo para determinar los valores de 1Cs, se observa que la actividad
antiproliferativa de los compuestos Il y 1V aumenta con el aumento de la concentracion,
pero solo a concentraciones menores de 80 M, ya que en el intervalo de 80-100 uM la
actividad de estos compuestos es practicamente la misma, esto puede ser indicativo de que
en este intervalo de concentraciones, los sitios enzimaticos alquilados por las lactonas
sesquiterpénicas ya han sido saturados, o bien que se trate de un mecanismo de resistencia
que presenten las células tumorales empleadas, cuando son incubadas con concentraciones
elevadas de los compuestos. Sin embargo con los experimentos realizados en este trabajo,
no puede conocerse cual es la razén de que en dicho intervalo de concentraciones, no se

presente aumento de la actividad antiproliferativa.
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De ias lactonas sesquiterpénicas reportadas en la literatura, las mas activas son
aquellas que tenen un grupo metileno en la posicién « a la lactona. La actividad antitumorsal
presentada por algunos de los compuestos derivados de lactonas sesquiterpénicas, y no por
ofros puede explicarse en base a las diferencias estructurales presentadas por estos
compuestos. De los resultados obtenidos v en base a las estrucluras presentadas por los
compuestos (H y IV, pueden observarse que estos dos compuestos son los Unicos derivados
de lactonas sesquiterpénicas, que presentaron actividad antitumoral considerable, y también
los Unicos que poseen un grupe acetilo en la posicién 2, por lo cual este grupo quizé sea el
Onico requerimiento estructural necesaric en los compuestos evaluados, para que se
presente la actividad antitumaral. La importancia del grupo acetilo en la molécula, puede ser
debida a que esle grupo le confiere mayor lipofiicidad a la molécula, lo cual le permite
atravesar facimente las membranas celulares y llegar a los sitios blance en donde debe
ejercer su accién. Aqui cabe hacer notar la orientacion del grupe acetilo, el cual esta hacia
atrds del plano, en donde la estereogquimica presente en el carbono 2, dada por la
orientacion del grupo acetilo tal vez pudiera también estar involucrada en la actividad
presentada por estos compuestos. Sin embargo para conocer si el grupo acetilo que esta
en la posicién 2 de la molécula ylo la estereoquimica presente en dicha posicién, son
esenciales para que se presente dicha aclividad son necesarios estudios posteriores.

Sin embargo existen otras diferencias en las estructuras de los derivados de lactonas
sesquiterpénicas evaluados, que pudieran influir para que se presente o no la actividad
antitumoral. Dentro de estas diferencias pueden mencionarse las siguientes:

« De los siete derivados de laclonas sesquiterpénicas evaluados, los compuestos | y Vi a
diferencia del resto, no presentan el grupo carbonilo o,B-insaturado, el cual ha sido
reportado por Beekman®® como un requerimiento estructural necesario para que se
presenta la actividad aniitumoral, ya que a través de este grupo los compuestos pueden
interactuar con algunos nucledfilos biologicos, tales como los grupos sulfhidrilo libres de
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residuos de cisteinas de algunas proteinas, interfiriendo asi con la funcion de estas. Dichas
protelnas estan involucradas en procesos celulares claves, necesarios para la funcion
celular, las cuales al ser blogueadas bloquean |a proliferacién celular. Por lo que la falta del
grupo carbonilo o,p-insaturado, puede impedir que dichos compuestos presenten actividad
antitumoral,

« Por otro lado los compuestos [y Vi presentan un anilio cicloheptano unido a la y-lactons, el
cual al ser un anillo de siete carbonos es menos estable que ¢l ciclohexano presente en los
compuestos [l y 1V, lo que tal vez impide que se manifieste la actividad antiproliferativa de
estos compuestos, por problemas de estabilidad de la molécula,

« Adicionalmente los compuestos anteriormente mencionados {i, VI, VIl} tiene como
sustituyente un anillo pirimidina en el cual existe un grupo amino libre, que le confiere
menor lipofilicidad a la molécula, y capacidad para formar puentes de hidrégeno, lo que
disminuye su entrada a las células, en relacion a los compuestos derivados de lacionas
sesquiterpénicas Il y IV. Beekman® y Jizaka® han encontrado en cuanto a |a polaridad de
los compuestos con actividad antitumoral, que a medida que aumenta la lipofilicidad de
estos compuestos, también se aumenta su citotoxicidad.

o La falta de la actividad antitumoral por parte del compuesto I, puede ser explicada por que
este carece de la presencia de la y-lactona, que segln lo reportado por Jisaka®’ es un
grupo importante para que los compuestos desarrollen dicha actividad.

« En la Fig. 1 se puede observa que de los derivados de lactonas sesquiterpénicas que no
presentan actividad antitumoral, el compuesto V es el que guarda mayor relacion estructural
con los compuestos activos lll y IV El hecho de que este compuesto no presente actividad
inhibitoria del crecimiento, también puede ser debido tal vez a la polaridad de la molécula,
en donde se ve que el derivado de lactonas sesquiterpenicas V, presenta un grupo alcohol
en lugar del grupo acetilo de los compuestos Il y IV en la posicidn 2 con fa misma

orientacion que la del grupo acetilo, lo que le confiere menor lipofilicidad a ta molécula, de
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igual manera el alcohol presente en el anillo pirimidinico que esta como sustituyente en este
compuesto, disminuye el caracter lipofilico del compuesto V con respecto a los compuestos
ly v,
« Finaimente los resultados de los dos derivados de lactonas sesquiterpénicas que
presentan actividad antitumoral, muestran que el compuesto Il es més potente
antiproliferativo que el compuesto V. Aunque estructuralmente los compuestos Hly IV son
muy parecidos, existen algunas diferencias estructurales que pueden ser las responsables,
de las diferencias de actividades presentadas por estos compuestos, en donde el nitrégeno
de! anilic pirimidinico en el compuesto 1lt, tiene unido un grupo isopropilo que e confiere
mayor lipofilicidad a la molécula, en relacion al hidrégeno gue esta en el compuesto V. Otra
diferencia estructural entre ambas moléculas es que, entre los dos nitrégeno del anillo
pirimidina en el derivade lactonico I esta presente un grupo carbonilo, mientras que en el
compuesto IV el oxigeno de este grupo es sustituido por un azufre (ligeramente menos polar
que el oxigeno), o cual no modifica considerablemente la polaridad de la molécula. Por
Gltimo, otra diferencia entre las estructuras de ambos compuestos, es que en la posicién o al
grupo carbonilo del anillo piridimina, esta como sustituyente un grupo trifliorometilo en ef
compuesto lIl, el cual es cambiado a un grupo metilo en el compuesto 1V, lo cual conduce a
la perdida de la lipofilicidad del compuesto lll, sin embargo esta perdida puede ser
contrarrestada por la presencia del grupo isopropilo, dando como resultado una mayor
lipofilicidad y por tanto mayor toxicidad del compuesto Il en retacion al IV,

Con todos los resultados obtenidos puede mencionarse que fa presencia del grupo
acetilo en la posicién 2 de la estructura base de la lactona, parece ser un requerimiento
estructural esencial para que se presente la actividad antitumoral, mienfras que el grupo

carbonilo o, B-insaturado y €1 grupo y-tactona, son importantes pero no esenciales para que

pueda llevarse a cabo dicha actividad.
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Por su pare los compuestos heterociclicos evaluados presentan un  anillo
pirimidinico, et cual se ha sido reportado por Gangjee”, como un grupo importante para que
los compuestos heterociclicos presenten actividad antitumoral  Ninguno de  estos
compuestos presenté aclividad antitumoral, debido quiz4 a que el anillo pirimidinico presente
en cada uno de ellos, esta fusionado con otro(s) anillos lo cual podria de alguna manera
impedir que se llevara a cabo la actividad antitumoral, por bloquear estructuralmente al anillo

pirimidinico y por tanto su funcién.
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8. CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos durante el desamollo del presente trabajo, pudo
observarse que de los derivados de laclonas sesquiterpénicas probados, solo los
compuestos 1l y IV presentaron una actividad inhibitoria, en todas las lineas celulares
tumorales empleadas. Mientras que de los compuestos heterociclicos evaluados ninguno
presentd actividad antiproliferativa significativa,

La posible relacién existente entre la estructura de los derivados de lactonas
sesquiterpénicas, con la actividad antitumoral presentada por estos compuestos, muestra
gue e grupo acetlo en la posicidn 2, el grupo carbonilo a,f3-insaturado y el grupo y-tactona
son requerimientos estructurales )importantes para que se presente la actividad antitumoral,
dentro de los cuales el grupo acetilo parece ser el que tiene mayor importancia.

En cuanto a los valores de ICs obtenidos para los derivados de lacionas
sesquiterpénicas Il y IV y en base a los valores de iCs reportados en fa literatura para ofras
lactonas sesquiterpénicas,®™ ¥ puede concluirse que ambos compuestos evaluados, son
menos activos a los reportados en la literatura, en donde ademas el compuesto IV es menos

activo que el lil.
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8. PERSPECTIVAS.

La identificacion de nuevos compuestos con actividad antitumoral es de gran
impottancia, ya que pueden representar una alternativa mas a los farmacos que ya se
encuentran en el mercado con ciertos beneficios adicionales, y de esta forma ampliar el
campo de la quimioterapia en una enfermedad tan ampliamente difundida como es el
cancer, ademas que el mercado actual de tos agentes usados en el fratamiento de cancer
incluye compuestos que tienen un costo muy elevado por o que nuevos farmacos podrian
tener ventaja sobre los ya existentes.

De tal manera que de los compuestos probados, el lll (JLN-108) y el IV (EDAG-IV-
SMe), pueden representar una buena alternativa como compuestos con actividad
antitum~ral que pueden ser sometidos a investigaciones posteriores para tener un mejor
seguimiento del mecanismo involucrado en su actividad, y aclarar si estos compuestos

pudieran o no ser aplicados en la clinica como medicamentos para el tratamiento del cancer

ESTA TESIS NO OEE
SAUR BE LA &5 (aTECH
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9. ABREVIATURAS.

cAMP
c.b.p.
cels
DHFR
DNA
D-MEM
DMSO
DRPs
EDTA

Fig

Go

G

G2

Absorbancia

Adenosina 5'-difosfato

Adenosina 5'-triiosfato

Concentracion

Grados centigrados

Adenosina 5'- monofosfato ciclico

Cuanto haste para

Células

Dihidrofolato reductasa

Acide desoxitribonucleico

Medio Eagle Modificado de Dulbecco

Dimetilsuifdxido

Proteinas relacionadas con la muerte celular

Acido etilendiaminotetracético

Figura

gramo

Fase del cicio celular en donde las células se
encuentran es estado no proliferativo

Fase del ciclo celular que representa el espacio entre la
divisién celular y |a sintesis de DNA

Fase del ciclo celular que representa el espacio entre la
sintesis del DNA vy la divisitn celular

Horag
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Log

mg
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mL
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MTT
NF-kB
nM
PBS
PDE
pH

RZ

r.p.m.

Acido N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etansulfénico
Concentracion del compuesto que produce 50% de
inhibicion del crecimiento celufar
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Interleucina

Litro

Libra

L.ogaritmo base diez

Micra

Microlitro

Micromoiar
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Molar
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Minuto

Mililitro

Acido ribonucleico mensajero '

Bromuro de 3-(4,5-dimetittiazol-2-i1)-2, 5-difeniltetrazolio
Factor de transcripcién nuclear kappa B

Nanomolar

Solucién amortiguadora de fosfatos

Fosfodiesterasa

Potencial de hidrogeno

Coeficiente de correlacidén al cuadrado de una linea
recta

Revoluciones por minuto
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