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Resumen

Las acetogeninas de la familia Annonaceae (ACG) son potentes inhibidores del
complejo | mitocondrial y son citotoxicas en células tumorales en cultivo. Sin
embargo, no existen reportes acerca de la relaciéon entre su actividad inhibitoria en

los cultivos celulares y su efecto antitumoral en animales.

Las ACG laherradurina y la cherimolina-2 aisladas de Annona diversifolia
inhibieron la proliferacion de las células tumorales humanas de cervix (Ca Ski, SiHa y
HelLa), mama (MCF-7) y colon (SW-480) de manera dependiente de la concentracion
y del tiempo de exposicion. La Concentracion Efectiva 50 de las acetogeninas (CEsp)
fue menor o semejante a la del farmaco oncolégico doxorubicina, siendo

laherradurina el compuesto mas activo.

Lotes de ratones atimicos implantados con células HeLa o SW-480 recibieron
diferentes dosis de acetogeninas. La dosis inicial correspondié a la CEsp de la ACG
multiplicada por el peso del animal. Laherradurina a 2.4 y 12 ymol g'1 dia™ redujo en
53 y 65 % el desarrollo de los tumores de células HeLa y en 44 y 60 % los de SW-
480. Por su parte la cherimolina—2 a 7.8 y 39 ymol g™ dia™ inhibi6 el desarrollo de los
tumores de células HelLa en 30 y 40% pero no mostro efectos significativos sobre los
de SW--480.

Las células de hepatoma de rata AS-30D expuestas a las ACG, redujeron el
consumo de oxigeno de manera concentracion-dependiente en tanto que las
mitocondrias expuestas a las ACG y estimuladas con acido glutamico, ADP y Pij,

mostraron disminuido el estado 3 respiratorio asociado a la sintesis de ATP.

La reduccién de los niveles de ATP causados por laherradurina y la
cherimolina-2 puede comprometer los procesos celulares dependientes de energia;
asi, la proliferacion disminuida en los cultivos celulares y el menor desarrollo de los
tumores en los ratones atimicos pueden explicarse. Los resultados sefialan a las

ACG como buenas candidatas en el desarrollo de farmacos antineoplasicos.



Summary

Acetogenins from Annonaceae (ACG) are potent inhibitors of mitochondrial complex |
and they show cytotoxic activity on culture tumor cells. However, no information is
available regarding the relationship between their inhibitory activity in cell cultures and

their antitumoral effect in animals.

Laherradurin and cherimolin-2 acetogenins isolated from Annona diversifolia,
showed a time- and concentration-dependent inhibition on human tumor cells from
cervix (Ca Ski, SiHa and Hela), breast (MCF-7) and colon (SW-480). The ACG
Effective Concentration 50 (ECsy) was smaller or similar to the oncology drug

doxorubicin, being laherradurin the most active compound.

Groups of athymic mice implanted with HeLa or SW-480 cells received
different doses of acetogenins. The acetogenin ECso multiplied by the weight of the
animal was taken as the initial dose. Laherradurin at 2.4 and 12 pmol g'1day'1
significantly reduced in 53 and 65 % HelLa and in 44 and 60 % SW-480 tumor
developments, respectively. On the other hand, doses of 7.8 and 39 umol g™ day™ of
cherimolin-2 had inhibitory effect of 30 and 40 % on HelLa tumors, but showed no

significant effect on SW-480 tumor development.

Rat hepatoma AS-30D cells exposed to the ACG, showed concentration-
dependent reduced oxygen consumption, meanwhile the mitochondria exposed to
ACG and stimulated with glutamate, ADP and Pi, showed the rate of state 3

respiration associated with ATP synthesis decreased.

The ATP levels reduction caused by laherradurin y cherimolin-2, could
compromise the energy-dependent cellular processes; thus, the decreased
proliferation in cell cultures and the lesser development of tumors in athymic mice can
be explained. The results point out that the ACG are good candidates in the

development of antineoplastic agents.



Introduccion

El conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas es inmemorable, por
lo que no es sorprendente que en los textos mas antiguos encontrados en la antigua
Mesopotamia (actual Irak), se describan en caracteres cuneiformes, la preparacion
de poécimas y remedios con diferentes partes vegetales para fines curativos
(Margotta, 1972). Actualmente, se conoce un numero aproximado de 300 000
especies de plantas y de ellas, las que son cultivadas o explotadas por el hombre
constituyen un porcentaje muy pequefo, con lo cual el potencial de la mayoria de las
plantas se desconoce o en el mejor de los casos, se encuentra en la farmacopea de

los pueblos autéctonos (Cowan, 1999).

Las plantas producen una variedad de moléculas de bajo peso molecular
denominadas metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides, taninos, cumarinas,
esteroides, alcaloides y otros compuestos) cuya funcién se ha relacionado en la
comunicacion de las plantas con su entorno; también al ser quimicamente activos,
pueden interaccionar con receptores o moléculas blanco de otros sistemas bioldgicos
modificando sus procesos fisioldgicos y exhibiendo de manera natural actividades
biolégicas como la antifungica, antimicrobiana, insecticida, citotoxica etc. (Anaya y
Espinosa-Garcia, 2006) convirtiéndose para el hombre en compuestos de gran
interés biotecnoldgico. Algunas de sus aplicaciones se encuentran en la industria
farmacéutica (como antibidticos y antineoplasicos), alimentaria (saborizantes y
colorantes), cosmética (esencias y perfumes) y agroquimica (insecticidas y

repelentes), entre otros.

En las ultimas décadas los avances tecnoldgicos han ayudado al aislamiento y
purificaciéon de algunos metabolitos secundarios, lo que a su vez ha permitido la
identificacion y su caracterizacion como principios activos (Butler, 2005). El potencial
de los productos naturales como fuente primaria de farmacos o en su desarrollo
puede ser apreciado durante el periodo 1981-2002, en el cual 877 moléculas fueron
sefaladas como recursos para nuevas farmacos. Si bien el 67% de ellos podian ser

sintetizados, 16% contenian farmacoforos derivados de productos naturales y 12%



fueron modelados sobre estructuras de inhibidores naturales (como inhibidores de
ATP) (Newman et al., 2003).

Se ha estimado que aproximadamente un cuarto de los medicamentos que
son prescritos para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas, cardiovasculares,
metabdlicas, del sistema inmune, infecciosas, parasitarias y neoplasicas, contienen
extractos de plantas o ingredientes activos obtenidos o modelados de productos
naturales. Entre los farmacos de origen natural mas conocidos por su utilidad clinica,
se encuentran la morfina y la codeina, alcaloides extraidos del opio o latex de la
capsula de la amapola Papaver somniferum; los glucésidos cardiotonicos: digoxina
obtenido de las hojas de Digitalis lanata y la digitoxina de Digitalis purpurea, asi
como los alcaloides con efecto antimuscarinico: atropina (o dI- hioscina), extraida de
las plantas Atropa belladona y Datura stramonium y la escopolamina (o /- hioscina)
obtenida de Hyoscyamus niger; asimismo la aspirina, profusamente consumida como
analgésico y util para prevenir la trombosis e infartos, es un derivado del acido
salicilico que se encuentra naturalmente en las especies de sauce Salix y Spiraea

(Anaya y Espinosa- Garcia, 2006).

En el area oncoldgica, el 67% de los medicamentos utilizados tiene un origen
natural. Entre ellos se incluyen a agentes derivados de las plantas como los
alcaloides vinblastina y vincristina aislados de Catharanthus roseus, planta originaria
de Madagascar (Huan et al., 2004), el paclitaxol (taxol), aislado de la corteza de los
arboles del noroeste del Pacifico, Taxus brevifolia, y su analogo docetaxol, un
etopdsido derivado semisintéticamente de la podofilotoxina, aislada de las raices de
las especies de Podophyllum, (Huang y Fan, 2002) y la camptotecina, aislada de la
corteza de Camptotheca acuminata, un precursor de la droga semi-sintética
topotecan (Brantley-Finley et al., 2003).

Algunas otras estan en fase de pruebas clinicas como la homoharringtonina,
un alcaloide de Cephalotaus harringtonia; el flavopiridol, un compuesto sintético
basado en estructuras de Dysoxylum binectariferum y la combretastina A4 obtenida

de la planta del sureste africano Combretum caffrum (Butler, 2005; Cragg, 2006).



Adicionalmente, existen farmacos anticancerosos de origen microbiano como las
antraciclinas, actinomicinas, bleomicinas y mitomicinas, entre otros (Minotti et al.,
2004; Bredel, 2001).

Desde 1991 el National Cancer Institute, de Estados Unidos de Norteamérica
(NCI), ha analizando extractos de diversas familias de plantas y entre las que se
consideran interesantes por el numero de especies “activas” se encuentran:
Fabaceae, Myrsinaceae, Annonaceae, Apocynaceae, Meliaceae, y Solonaceae. Las
familias Clusiaceae, Flacourtiaceae, Myrtaceae y Sapindaceae son moderadamente
activas. Dentro de la familia Annonaceae, los moléculas denominadas “acetogeninas
de anonaceas” pudieran tener un papel importante por su actividad citotoxica (Cragg
et al., 2006).

Si bien la busqueda de nuevos medicamentos anticancer es una de las areas
mas dinamicas de la farmacologia, uno de los mayores retos es la busqueda de
compuestos que durante su administracion sean lo menos agresivos y no produzcan
efectos indeseables, tengan especificad a las células neoplasicas y de manera
importante, que no induzcan mecanismos de multiresistencia a los farmacos o que
actuen sobre los tumores que los expresan; esto ultimo reduciria en gran medida la
mortalidad de los pacientes con cancer y podria ser de vital importancia en el control

de las neoplasias.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. Las acetogeninas de la familia Annonaceae

1.1.1. La familia Annonaceae

La familia Annonaceae (anonacea) se ubica dentro de las Angiospermas
primitivas, en la subclase Magnoliidae y orden Magnoliales y aunque el numero de
géneros y especies incluidos esta en debate, Hutchinson (1964) reconoce 122
géneros y 1100 especies. Las plantas se distribuyen en regiones tropicales y con
menor frecuencia en las subtropicales, hasta el norte de Australia y las islas del
Pacifico y solo algunas de los géneros Asimina y Deeringothamnus se encuentran
en zonas templadas de Norteamérica. Existen pocas coincidencias en la
distribucion de las plantas entre los continentes siendo Xilopia el unico género que
se presenta en los trépicos de ambos Hemisferios; Guatteria en América y una
especie en Africa Occidental; Anaxagorea es comln en el centro y noreste de

América del Sur y en el Indomalaya (Figura1.1) (Gonzalez Esquinca, 2005).

Las anonaceas son plantas dioicas, raramente monoicas o androdioicas,
que presentan hojas simples, alternas, disticas. Las flores son generalmente
bisexuales, simples o en inflorescencias terminales o axilares; de color verde,
amarillento o purpureo, frecuentemente con tres sépalos y seis pétalos en dos
verticilos de tres; los pétalos son libres o fusionados; la mayoria de las especies
tienen mas de 12 estambres. Los frutos son de diverso tamano, pueden ser lisos
0 con proyecciones; las semillas son lisas o tuberculadas con o sin tapdn
micropilar (Standley y Steyermack, 1946). La polinizacion la efectuan
frecuentemente pequefos escarabajos que llegan a utilizar las flores como lugar
de puesta, mientas que escarabajos mas grandes destruyen partes florales al
alimentarse de ellas. Para defenderse de estos ultimos, algunas especies impiden
el acceso a los carpelos mediante el cierre de los pétalos internos, produciéndose
autopolinizacion. La dispersion de frutos y semillas la efectian fundamentalmente

animales frugivoros. (Coates-Estrada y Estrada, 1988)



Figura 1.1 Distribucion de la familia Annonaceae.

El principal interés economico de la familia se centra en la extraccion de
esencias de las flores del "ylang-ylang" (Cananga odorata) de origen asiatico, las
cuales son ampliamente utilizadas en la industria perfumera, asi como en los
frutos comestibles de algunas especies de Annona de origen americano. Otros
usos importantes incluye a las semillas de Monodora myristica como sustituto de
la nuez moscada y las de Xylopia aethiopica en lugar de pimienta ("pimienta de
Guinea") en Africa; algunas maderas como la "yaya" (Oxandra lanceolata) son de
interés en la fabricacion de mangos y de tacos de billar y otras son de uso local en
la construccién y para postes. Muchas especies tienen usos en la farmacopea
local de culturas asiaticas y americanas para curar diversas enfermedades
(Morton, 1987). En México, las anonaceas fueron usadas desde tiempos
prehispanicos, entre ellas la "orejuela" o "flor de oreja" (Cymbopetalum
penduliflorum) que es la "xochinacaztli", o flor sagrada de los aztecas, ademas
de que existen indicios del consumo de sus frutos por los antiguos mayas
(Pincemin, 1999)

Los estudios fitoquimicos muestran que en las raices y tallos se producen
alcaloides bencilisoquinolinicos y aporfinicos en grandes cantidades (Waterman,
1984). Asimismo, los aceites fijos y aceites esenciales, terpenos, flavonas,
flavinas y glucésidos son compuestos abundantes en la familia (Pérez Amador et

al., 1997). Otras moléculas de interés filogenético y caracteristicos de la familia



son las acetogeninas, ya que compuestos semejantes a sus precursores
biogenéticos han sido aislados de esponjas (Guerriero et al., 1998) y hepaticas
(briofitas) (Asakawa, 2001) lo que tiende a confirmar el arcaismo de la familia;
ademas de presentar diversas actividades citotoxicas sobre células, parasitos y

bacterias lo que las convierte en moléculas de gran interés biotecnoldgico.
1.1.2 El género Annona

En América la familia Annonaceae comprende 38 géneros y 740 especies; de
ellos Annona es el mas abundante (120 especies) agrupando plantas que
producen frutos de delicado sabor como las “anonas” (A. lutescens), la
“‘guanabana” (A. muricata), la “papausa” (A. diversifolia) y las “chirimoyas” (A.

cherimolia) (Gonzalez-Esquinca, 2005).

El nombre “anona” deriva del latin “cosecha anual” y las especies que
integran este género presentan caracteristicas en comun como su altura, sistema
radicular, corteza, tallo, biologia floral, polinizacion, fijacion y tipo de fruto. Son
arbustos o arboles pequenos, cuya altura varia de 5 a 11 metros dependiendo de
la especie y de factores como el clima, suelo y manejo del cultivo; erectos o algo
ramificados, con corteza café-grisacea, a menudo aspera o arrugada, tomentosos
cuando son jévenes y mas tarde llegan a ser glabros; con pocas excepciones son

deciduos, incluso las especies tropicales (Pinto et al., 2005).

A. cherimola A. muricata

Chirimoya Guanabana

A. reticulata A.Cﬁyrpurea
Anona colorada incuya

Figura 1.2 Especies fruticulas de anonas.



Las flores son hermafroditas, usualmente algo fragantes, solitarias o en
fasciculos de 2 a 4 flores, con sépalos verdes y seis pétalos ordenados en dos
verticilos. El verticilo externo y el interno tienen tres pétalos. Las flores poseen
varios conglomerados de estambres distribuidos espiralmente debajo y alrededor
de una cupula de carpelos unidos, los cuales tienen un 6vulo cada uno. Después
de la fertilizacion, los carpelos unidos formaran un sincarpo o fruto compuesto
(Ibidem) (Figura 1.2).

La floracion inicia a los cuatro afos, aunque puede ocurrir antes
dependiendo de las condiciones ambientales. La antesis comienza lentamente,
con la separacion del apice de los pétalos externos y toma de seis a ocho horas
en completarse. La polinizacion se realiza principalmente por insectos o algunas
veces mediante anemocoria. El hecho es que las flores son protdginas (los pistilos
estan maduros antes de que el polen sea liberado desde las anteras) sugiriendo
que la autopolinizacion no es una regla para la anonas. Debido a las flores
protéginas, la fijacién de los frutos puede ser pobre cuando las poblaciones de
insectos polinizadores son pequefias y pueden producirse frutos asimétricos y
pequenos, ya que el tamafo y la forma del fruto dependen del niumero y posicion

de los 6vulos fertilizados (Pinto et al., 2005).
1.1.3 Annona diversifolia Safford

El origen de esta especie se ubica entre el sur de México, Guatemala y El
Salvador; aunque relativamente poco difundida, es muy apreciada por sus frutos
en las regiones donde existe. En México se distribuye entre los 0 y los 800 msnm,
desde el Centro hasta al Sureste de México (Figura1.3). El cultivo de la anona es
considerado rustico y soporta condiciones adversas, propio de suelos arcillosos y
pedregosos. La planta requiere de un clima calido, con temperaturas entre 24 y
37°C con una estacion seca y otra humeda. Algunos de sus nombres comunes
en México son ilama, ilama zapotl (“zapote de las viejas” en nahuatl), hilama, o
papusa; en Guatemala se le denomina anona blanca o papausa, y en El Salvador

anona blanca (De la Cruz. 2001).

Annona diversifolia es un arbol pequefio, de ramas glaucas,

completamente glabras. Presenta dos clases de hojas: las ordinarias de 4-6 cm



de ancho con peciolos de 8-18 mm de largo, redondeadas o subacutadas en el
apice, acutadas o redondeadas en la base, glabras por abajo; y otras que son
inferiores a los brotes florales en forma de bracteas, orbiculares y cordado-
cefidas de 2-4 cm de longitud. Las flores son solitarias de color rosa a purpura,
con 3 pétalos exteriores de 2.5 cm de longitud y cerca de 6 cm de ancho en la
base; linear-oblongas, obtusas, minuciosamente pubescentes por fuera y 3
pétalos internos rudimentarios; los sépalos de 2-3 mm de longitud son
redondeados a triangulares, ferruginoso-pilosos en la superficie de arriba. Los
pedicelos de 3-5 cm de longitud son adelgazados, glabros, recurvados o

pendulosos (Standley and Steyermark, 1946).

Golfode

MEXICO México

2

Figura 1.3 Distribucion geografica de Annona diversifolia.

Los frutos son ovoides, tomentosos, generalmente 13-15 cm de longitud y
12-15 cm de ancho, cubiertos con ligeras protuberancias. Los frutos cuando
maduran, tienden a abrirse en su base, dejando al descubierto parte de su pulpa
carnosa y eventualmente las semillas. La pulpa es aromatica, blanca o rosa, con
un sabor ligeramente acido y rica en carbohidratos, lo cual la hace susceptible a
los hongos. Las semillas son oblongo-ovoides de 2 cm de largo y 1 cm de ancho
y tomadas del fruto maduro presentan un periodo de latencia por varias semanas

0 meses hasta por un afio (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Arbol y frutos de Annona diversifolia.

En Chiapas los frutos se cosechan de agosto a octubre y se comercializan
en el mismo lugar de produccidon o llevandolos al mercado local. Debido a sus
caracteristicas perecederas, éstos se consumen uUnicamente en fresco o en
bebidas, helados y paletas, (De la Cruz. 2001). Su clasificacion taxonémica se

presenta a continuacion.

Cuadro 1.1 Clasificacion taxonémica de A. diversifolia (Hutchinson,1964).

Reino Plantae
Subreino Magnoliophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona
Especie diversifolia

1.1.4 Los metabolitos secundarios de las plantas
Las plantas producen y liberan compuestos quimicos que son producto de su

adaptacion al ambiente y que pueden afectar de manera significativa a otros

organismos, estableciendo interacciones quimicas entre ellos; estas sefales
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(compuestos nitrogenados, terpenos y compuestos fendlicos) estan constituidas
por moléculas de bajo peso molecular, originadas en las vias metabdlicas
secundarias. Debido a que las moléculas precursoras son utilizadas para
sintetizar compuestos del metabolismo primario (carbohidratos, lipidos, proteinas,
acidos nucleicos), ambos metabolismos estan interconectados en una amplia
extension que dificulta establecer una clara division entre ellos (Bode y Mdller,
2003).

En las plantas se han descrito alrededor de 50,000 metabolitos secundarios
considerandose que este numero pudiera ser de cientos de miles y cuya variedad
de estructuras aun se desconoce (Pichersky y Gang, 2000). Su papel en las
ultimas décadas ha sido relacionado con la interaccion de los organismos con su
ambiente; su biosintesis y/o liberaciéon pueden ser de manera constitutiva o bien
inducida por dafio mecanico, presencia de parasitos, herbivoros y por factores

ambientales. (Espinosa-Garcia, 2001).

Entre las funciones documentadas de estos compuestos esta la accion de
repeler a los insectos, desalentando su ovipostura o alimentacion, interferir con su
desarrollo o causar su muerte. También se conoce la liberacibn de compuestos
volatiles (terpenoides, aceites esenciales, fenil-propanoides etc.) que pueden
movilizar a los depredadores de sus atacantes en lo que se ha llamado defensa
indirecta (Dudareva et al., 2004; Kant et al., 2004).

Su gran complejidad espacial y temporal podria explicar por qué una
poblaciéon vegetal puede soportar conjuntos de consumidores diferentes, y su
heterogeneidad quimica y diferentes mezclas, ofrecer efectos sinérgicos o aditivos
entre ellos lo que dificultaria la adquisicidn de la resistencia de los atacantes e
incrementaria la competencia de los herbivoros y patdgenos por los recursos
vegetales (Cates, 1996). Asi, las interacciones entre las plantas y sus

consumidores ha llevado a estrategias de adaptacion y coevolucion ente ellos.

Todas las especies ocupan un nicho ecolégico y estan sujetas a un
equilibrio inestable con su ambiente (factores climaticos, biolégicos, o una
alteracion en el equilibrio presa-consumidor), por lo que deben adaptarse, emigrar

o extinguirse. Como las plantas no pueden emigrar, excepto por la via de
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dispersion de las semillas, es probable que esta sea una de las razones de la
presencia y diversificacion de las rutas metabdlicas secundarias, lo que les
permiten hacer frente a los desafios del ambiente y a la defensa contra sus
consumidores y otros competidores. Todo ello tiene costos (en ultima instancia de
energia), lo que permite suponer que la biosintesis de los metabolitos secundarios
y su variabilidad debe estar regulada por las condiciones del entorno ecoldgico,
que a su vez se traduce en la trascripcion y regulacion oportuna de elementos
genéticos (Doebley y Lukens, 1998) que inducen una plasticidad metabdlica con

consecuencias ecologicas y evolutivas.

1.1.5 Actividad bioldgica y potencial farmacologico de extractos y metabolitos

secundarios de las anonaceas

Siendo las anonaceas una familia ampliamente distribuida en el planeta, no es
sorprendente que fueran utilizadas como recursos herbolarios importantes en Asia
y América. Por ejemplo, las semillas en polvo y los extractos de las hojas de
Annona sp. son empleados en Asia para matar piojos, mientras que la corteza de
Goniothalamus sp. para repeler mosquitos (Leatemia e Isman, 2004). En México
el jugo de la fruta de A. purpurea se utiliza para aliviar fiebres y escalofrio; el
cocimiento de su corteza es efectivo contra la disenteria y un té de la corteza

interna se administra para aliviar edemas (Morton, 1987).

El estudio de los extractos obtenidos de las diferentes partes de las
plantas, indica la presencia de metabolitos con actividades biologicas y
farmacoldgicas interesantes. Asi, algunos extractos han sido evaluados contra
plagas en busca de insecticidas ambientalmente seguros. Por ejemplo, los
extractos acuosos de las hojas de A. squamosa produjeron descensos en la
oviposicion, eclosion y emergencia de Anastrepha oblicua (Perales y Martinez
1999) y los acetdnicos y etandlicos sobre los huevos, larvas y adultos del gorgojo
del garbanzo Callosobruchus maculatus, (Dharmasena et al. 2001); la
combinacion del polvo de semillas de A. squamosa con piperonil butdxido redujo
la fecundidad, eclosién y sobrevivencia de los caracoles Lymnaea acuminata
(Singh et al., 2005). Su efecto toxico es también significativo sobre insectos
vectores de enfermedades tropicales como los extractos etanolicos de semillas A.

muricata que produjeron un 100% de mortalidad en larvas del mosquito Aedes
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aegypti L., el principal vector del dengue (Bobadilla et al., 2005); los extractos
acuosos de semillas de A. squamosa sobre Culex quinquefasciatus (Pérez-
Pacheco et al., 2004) y los extractos etandlicos de semillas de A. cherimolia 'y A.

muricata sobre las larvas del IV estadio de Anopheles sp. (Bobadilla 2002).

Mas aun, los extractos tienen buena actividad para el control de
microorganismos como protozoarios, bacterias y virus de importancia médica,
destacando los etandlicos de tallo de Enantia polycarpa sobre Plasmodium
falciparum y Trypanosoma brucei rhodesiense (Kamanzi et al., 2004); los
metandlicos y acuosos de hojas y tallos de A. squamosa sobre Plasmodium
falciparum (El Tahir et al., 1999); los hexanicos y de acetato de etilo del pericarpio
de A. muricata contra promastigotes de Leishmania braziliensis y L. panamensis
(Jaramillo et al., 2000); los etandlicos de tallos de A. muricata sobre los aislados
clinicos del virus Herpes simple-1 (HSV-1) (Padma et al., 1998) y los hexanicos y
de acetato de etilo de las raices de Uvaria hookeri y Uvaria Nahum sobre
bacterias, hongos y el helminto adulto de bovinos Haemonchus contortus
(Padmaja et al., 1993).

Los metabolitos aislados también tienen efectos importantes y pueden
actuar de manera individual o en sinergismo con otros compuestos para
producirlos. El heptapéptido ciclico cherimolaciclopeptido C de semillas de A.
cherimola presenta actividad citotéxica sobre las células del carcinoma
nasofaringeo (KB) (Wélé et al., 2004) y el acido traquilobanico obtenido de X.
frutescens, X. amazonica y A. ambotay tiene actividad bactericida contra B.
subtilis y S. aureus (Takahashi et al., 2006). Los aceites esenciales extraidos de
semillas de Monodora myristica son citotoxicos sobre protozoarios y bacterias de
pacientes con infecciones clinicas (Cimanga et al., 2002) y los del fruto de
Dennetia tripetala sobre los microorganismos que habitan en diversos alimentos
(Ejechi y Akpomedaye, 2005).

Debido a que las anonaceas sintetizan grandes cantidades de alcaloides
bencilisoquinolinicos y aporfinicos, el estudio de su actividad biolégica ha sido uno
de los campos de mayor interés, mencionandose que la R-roemerina de A.
senegalensis interacciona con las P glicoproteinas de células cancerosas

multiresistentes a los farmacos evitando su funcionamiento, actividad que la
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propone como un buen adyuvante en la terapia anticancer. La oxopurpureina y la
O- metilaterolina de A. purpurea son citotoxicas para las células tumorales 9-KB
al igual que la kuafumina de Fissistigma glaucescens. El alcaloide liriodenina que
se encuentra en diversas familias botanicas, es citotoxico para las células de
carcinoma nasofaringeo (KB), de pulmén (A-549), intestino (HCT-8) y leucemia
(P-388 y L-1210) (Stévigny et al., 2005) y los alcaloides annonanina, asimilobina y
nornuciferina de las semillas de A. muricata tienen efectos sedativos y son afines
a los receptores 5-HT1A del sistema nervioso central, involucrados en la

modulacién de las emociones (Hasrat et al., 1997).

Otros compuestos importantes, son las acetogeninas, las cuales son
caracteristicas de esta familia botanica. EI hecho de que muestren actividad
antitumoral, citotoxica, antiparasitaria, insecticida, antimicrobiana, antifungica e
inmunosupresiva, ha dado un gran impulso a las investigaciones bioquimicas vy

farmacoldgicas de estas moléculas (Zafra-Polo et al., 1998).

1.1.6 Las acetogeninas de la familia Annonaceae

1.6.1.1 Estructura general

Las acetogeninas estan consideradas dentro del grupo de los policétidos y junto
con los acidos grasos, son los principales compuestos originados a partir de la
AcetilCoA (Pifiol y Palazon, 1993). Los policétidos son compuestos de cadena
lineal, cuya disposicion estructural se caracteriza por una alternancia de atomos
de carbono con o sin oxigeno, en unidades ceto y metilo alternantes (-CH»-CO)-n
0 (CH3-CH,-CO-)-n formando cadenas policetometilénicas del tipo (-(CH2-CO) n-),
conocidos como cetopolimeros, que frecuentemente se modifican por la
introduccidn de grupos hidroxilo, metilo, atomos de halégenos o por procesos de

ciclacion (Gros et al, 1985).

En 1982, Joland report6 al primer miembro de una nueva clase de
metabolitos secundarios en las plantas, la uvaricina, aislada de las raices de
Uvaria acuminata (Annonaceae). El nombre de acetogeninas fue una terminologia
basado en su origen biosintético (ruta de los policétidos). En la actualidad y dentro
del mismo grupo, se han identificado a mas de cuatrocientos compuestos

naturales bien definidos y unicamente encontrados en las especies de la familia
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Annonaceae, por lo que se les conoce genéricamente como acetogeninas de

anonaceas (ACG) (Bermejo et al., 2005).

La estructura general de las acetogeninas muestra una cadena alifatica de
35 6 37 atomos de carbono con un anillo lactona metil sustituido, a, B insaturado
terminal, que en ocasiones estd arreglado como ceto-lactona. (Fig.4.1).
Adicionalmente pueden poseer uno, dos o tres anillos tetrahidrofuranicos (THF) y
algunos sustituyentes oxigenados (hidroxilos, acetoxilos, cetonas y epoxidos); en
algunos casos existen dobles enlaces. También, en menor proporcion, se han
descrito compuestos con anillos tetrahidropiranicos (THP) y compuestos lineares
(Cavé y col., 1997; Zafra-Polo et al., 1996).

Lactona terminal

Anillos THF

Cadena alifatica

Figura 1.5 Estructura general de las acetogenina de anonaceas.

1.1.6.2. Clasificacion de las acetogeninas

De aproximadamente 122 géneros de la familia Annonaceae (Hutchinson, 1964),
las acetogeninas han sido aisladas en unicamente 10 % de ellos, siendo el género
Annona el que hasta ahora presenta mayor diversidad, quizas porque ha sido el
mas estudiado. Se conocen cerca de 420 estructuras naturales y es probable que
esta cifra se eleve con el reporte de nuevos compuestos en géneros poco
estudiados; asimismo, el aislamiento de nuevas moléculas que difieren de los
patrones establecidos ha hecho que su clasificacion se modifique continuamente.
A continuacion se presenta la descrita por Bermejo et al. (2005) la cual esta
asociada al sistema THF o THP y al tipo de lactona terminal en cada grupo
(Cuadro 1.2; Figura 1.6).
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Cuadro 1.2 Clasificacion de las acetogeninas de Anonaceas (Bermejo et al., 2005).

Grupo

Descripcion

Sistema Lactona
THF o terminal
THP

Acetogeninas lineares (grupo 1). Se incluyen cuatro subgrupos con diferente grado de

insatauracion e hidroxilacion de su cadena alifatica:

Con dos grupos hidroxilo adyacentes u oleofinicas; L-A
1a algunas presentan uno o dos dobles enlaces. Se incluyen L-B1
a veintiun compuestos (tipo giganina). L-D
Con uno o dos grupos hidroxilo (o cetona) no
1b adyacentes. Se incluyen tres compuestos (tipo L-A
reticulatamol).
L-A
Olefinicas y acetilénicas. Sin grupos hidroxilo en la L-C
1c cadena alifatica. Se incluyen catorce compuestos (tipo
muridienina-1). L-E
L-F
Lineares bis-lactonicas. Contienen 1 6 2 grupos hidroxilo
1d y presentan una lactona en ambos lados de la cadena L-A
alifatica. Se incluyen dos compuestos (tipo rollicosina)

Acetogeninas oleofinicas con anillos epoxi (grupos 2-4). Estos compuestos probablemente

se originan por oxidacion de acetogeninas lineares y oleofinicas; se consideran metabolitos
clave en la biosintesis de ACG mono-, bis- y tri- THF

> Con un grupo epoxi. Se incluyen seis compuestos (tipo E-A L-A
epoximurina-A).
Con dos grupos epoxi. Se incluyen nueve compuestos

3 . ) o E-B L-A
(tipo diepomuricanina-A)
Con tres grupos epoxi. Solo un compuesto ha sido

4 . . AR E-C L-A
aislado (tipo tripoxirollina).

Acetogeninas con un anillo tetrahidrofurano (mono-THF) a, a’-dihidroxiladas (Grupos 5-8);

a’ 6 a-hidroxiladas (Grupo 9); isoacetogeninas (ceto-acetogeninas) posiblemente formadas
por translactonizacion de acetogeninas 4-hidroxil durante los procesos de extraccion y por
lo tanto no naturales (grupo 10) y acetogeninas con una lactona- B-hidroxil (grupo 11)

Con dos grupos hidroxilo. Se incluyen diecinueve

5 . R T-A L-A
compuestos (tipo uvariamicina-l).
Con grupos ceténicos y dos o tres grupos hidroxilo. Se

6 . > . e T-A L-A
incluyen veintiséis compuestos (tipo murisolina).
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Con grupos cetdnicos y tres o cuatro grupos hidroxilo; un
7 grupo OH en el C4 (tipo annonacina) o ausente T-A L-A
(plagionicina-A). Se incluyen sesenta y tres compuestos.

Con grupos cetbnicos, tetra-hidroxiladas y poli-
8 hidroxiladas. Se incluyen veintisiete compuestos (tipo T-A L-A
annomonicina).

Con anillo THF a-monohidroxilado; Con un grupo OH
9 presente en el C4 (tipo gigantetrocina-A) o ausente (tipo = T-B L-A
gigantriocina). Se incluyen treinta y cinco compuestos.

10 Iso-acetogeninas  (cetoacetogeninas). Se incluyen T-A L-B1
veintidés compuestos (tipo isoannonacina). T-B L-B2
Con un grupo hidroxilo en posicion B (tipo jeteina) o en  _5 L-C
11 C34 6 C36 en el anillo lactona (tipo donnaienina-A). Se T8 LD

incluyen catorce compuestos.

Acetogeninas con dos anillos tetrahidro furano (bis-THF) adyacentes (grupos 12-15), no
adyacentes (grupos 16-18) o presentar lactonas saturadas (grupos 19 y 20).

Con dos grupos hidroxilo. Se incluyen a nueve compuestos

12 : - T-C L-A
(tipo uvaricina).
Con tres o cuatro grupos hidroxilo (con OH en C4). Incluye

13 e . L T-C L-A
veintiséis compuestos (tipo asimicina).
Trihidroxiladas o dihidroxiladas con grupos cetdnicos,
tetrahidroxiladas y pentahidroxiladas. Sin grupos OH en el

14 . : . T-C L-A
C4 (tipo esquamocina), o estar presentes en el C5 (tipo
panalicina). Se incluyen cincuenta y tres compuestos.
Acetogeninas  a-monohidroxiladas. Incluye  quince

15 . ) ) T-E L-A
compuestos (tipo goniodenina).
Bis-THF no adyacentes con un OH en el C4. Se incluyen

16 ) : o T-D L-A
diez compuestos (tipo silvaticina).
Bis-THF no adyacentes sin OH en el C4. Se incluyen seis

17 : . T-D L-A
compuestos (tipo almunequina).
Con los anillos THF no adyacentes en posiciones 4-7/16—

18 19. Se incluyen tres compuestos (tipo aromina). T-H L-A
Con lactona saturada ¢ “Iso”-acetogeninas bis-THF. Se T-C

19 incluyen veinte compuestos (tipo bullatacinona). ?E L-BI

20 Con B-hidroxil-y-lactona saturada. Se incluyen cuatro T-C L-C

compuestos (tipo laherradurina). T-D
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Acetogeninas con tres anillos THF (Tri-THF). Solo un compuesto ha sido aislado de la
corteza de Goniothalamus giganteus

Tri-THF. Solo un compuesto ha sido aislado (tipo

21 .
goniocina).

T-F L-A

Acetogeninas con anillos tetrahidropirano (THP) en la cadena alifatica. Son denominadas
no clasicas

Acetogeninas Mono-THP (tipo piranicina); con un sistema T-G1
22 THF-THP adyacente (tipo muconina) o no adyacente (tipo | T-G2 T-A
mucocina) Se incluyen ocho compuestos. T-G3

Sistemas de anillos THF o THP
OH OH OH OH OH QH
\(J\G)\,’ AO)Y w W
OH OH
T-A TE TL TD
OH OH
- o] o]
IW -W ;W
o] OH OH
TE T-F T-H
OoH OH
OH OH OH
T-G.1

oH
T-G.2 TG.3

Sistemas de anillos epoxi

E-A E-B EL
i | M A i A
\A/E\f \A/A\_/A\/\
¢ —
Tipos de ¥ lactona
— o o
R 54 By oy
Lo X .
R=H or OH 1
LA L-B4 LB, L-C

H,CO, 4

HO = .

HOH,C H:C To

R=H or OH
LE LF

4
L-b

Figura 1.6 Tipos de anillos encontrados en las acetogeninas de anonaceas (Bermejo et
al., 2005).
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1.1.6.3 Biosintesis

Aunque la biosintesis de las acetogeninas aun no ha sido descrita, se ha
propuesto con base en sus precursores y hemisintesis biomimética, que el anillo
lacténico se forma por la condensacién alddlica de un precursor de tres carbonos
y un acido graso. Se cree que la formacion de anillos tetrafurano es posterior a la
lactonizacidbn ya que se han encontrado acetogeninas lineales (sin anillos
tetrafurano) pero con grupos hidroxilo, cetona, y epoxi, que se consideran los
precursores biogenéticos de las acetogeninas. Esta hipétesis es favorecida por la
presencia en la misma planta de acetogeninas con diferentes niveles estructurales

incluyendo las lineales (Cavé et al., 1997; Gleye et al., 1998).

El descubrimiento de las muridieninas (consideradas como precursoras de
las mono-THF) y de las chatenaitrieninas (propuestas como precursoras de las
bis-THF), ha hecho que algunos autores sugieran que las ACG derivan de acidos
grasos como el laceroico (C-32) y el geodoico (C-34), que se unen con una
unidad de tres carbonos. Sin embargo, los acidos grasos mencionados aun no

han sido encontrados en los extractos vegetales (Alali et al., 1999).

Compuestos semejantes a los precursores biogenéticos se han aislado de
esponjas (Guerriero et al., 1998) y hepaticas (briofitas) (Asakawa, 20001)
(Figura1.7) y aunque son de gran importancia filogenética su biosintesis tampoco

ha sido dilucidada.

Figura 1.7 Acetogeninas de Briofitas.
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1.1.6.4 Actividad bioldgica

Las acetogeninas de las anonaceas presentan actividades insecticidas y
repelentes a dosis muy bajas, o que pudiera explicar su permanencia durante la
evolucion de las plantas como parte de su mecanismo de defensa (Cavé et al.,
1997; Dharmasena et al., 2001). Mas aun, el efecto inhibitorio de las acetogeninas
sobre el complejo | mitocondrial, con reduccion en la respiracién celular fue
descrito inicialmente sobre las células del intestino de larvas de 5° instar de O.
nubilalis utilizando la annonacina (Lewis et al., 1993) y de Manduca sexta con la
bullatacina (Ahammadsahib et al., 1993).

La asimicina es toxica al pulgdn del melén (Aphis gossypii) y al gorgojo del
frijol (Epilachna varvestis) en tanto que la esquamocina y la neoannonina exhiben
una fuerte actividad larvicida sobre Drosophyla spp. (Cavé et al., 1997); la
actividad de las acetogeninas puede ser mas potente que la de algunos
insecticidas convencionales, como la cipermetrina (de origen piretroidico), el
clorpirifos (de origen fosforado), la hidrametiinona (con base en la
amidinohidrazona), el propoxur y el bendiocarb (con estructuras quimicas
basadas en el carbamato) (Alali et al., 1999). Ademas pueden tener efectos
diferentes en una misma especie de insecto como es el caso del escarabajo de la
papa (Leptinotarsa decemlineata Say) en donde la esquamocina tuvo una
actividad insecticida en tanto que la annonacina fue antialimentaria (Guadafio et
al., 2000).

Las acetogeninas también presentan actividad contra bacterias gram (+)
(Staphylococcus y Bacillus) y gram (-) (Escherichia y Proteus), algunos hongos
(Candida y Trichophyton) (Hasan et al., 1994; Takahashi et al., 2006), leishmania
(Raynaud-Le Grandic et al., 2004), plasmodio (Rakotomanga et al., 2004) o
moluscos (Singh et al., 2005).

1.1.6.5 Mecanismo de accion

Se han propuesto algunos mecanismos para explicar la actividad biologica de las
acetogeninas, describiéndose que actuan como potentes inhibidores de la NADH

ubiquinona oxidoreductasa (complejo 1) en la mitocondria y de la NADH oxidasa
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de la membrana plasmatica (Morré et al., 1995; Estornell et al., 1997; Tormo et al.,
1999b).

Las consecuencias de la inhibicion del complejo | son evidentes si se
considera que una molécula de glucosa que ingresa a la glucdlisis acoplada al
ciclo de Krebs produce 10 NADH+H, 2 FADH,, 2 GTP y 2 ATP; cada NADH+H
que entra a la cadena respiratoria por al complejo | produce aproximadamente 2.5
moléculas de ATP (25 totales) en contraste con el FADH, que entra por el

complejo Il y que genera 1.5 moléculas de ATP (3 totales) (Lodish et al., 2003).

Asi, la amplia actividad biologica de las acetogeninas se fundamenta en la
reduccion de los niveles de ATP y como consecuencia sobreviene la muerte
celular. Se postula que las células cancerosas requieren de altos niveles
energéticos al estar en continuo crecimiento y reproduccién, por lo que son mas
sensibles a estos inhibidores que las células normales, siendo lo anterior, una de
las razones de la actividad antitumoral selectiva observada en ellas (Zafra-Polo et
al., 1996; Tormo et al., 2003a)

1.1.7 Lineas de investigacion asociadas a la actividad antineoplasica de las

acetogeninas

Desde el primer reporte en 1982 de la actividad citotdxica de la uvaricina sobre la
linea tumoral de leucemia murina P388, los estudios sobre las acetogeninas se

han incrementado de manera sostenida, debido a varias razones como:

1. El amplio y potente rango de actividad exhibida por estos compuestos
como la antiparasitaria, insecticida, antimicrobiana, antifungica, citotéxica y
antitumoral.

2. Su mecanismo de accion que los sitia como uno de los grupos inhibitorios
del complejo | mitocondrial mas eficaces que se conoce.

3. La variacion estructural de las moléculas al existir cerca de 420
compuestos naturales que permiten estudios de estructura-actividad, y este
numero continua incrementandose.

4. El perfeccionamiento de los procedimientos de semi-sintesis que permiten

aumentar la variacion natural de estos compuestos
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El potente efecto citotoxico de las acetogeninas sobre las células
neoplasicas fue sefalada desde los primeros trabajos y el descubrimiento de que
esta actividad no es afectada por los mecanismos de resistencia a los farmacos
(MDR) desarrollados por algunas lineas cancerosas, ha favorecido que se les
considere como compuestos atractivos para el desarrollo de nuevos
quimioterapéuticos (Oberlies et al., 1997). Bajo estos criterios, las principales
lineas de investigacion asociadas a su actividad sobre las células cancerigenas

son:

1. Estudios sobre su actividad citotoxica y mecanismos de accion sobre las
células neoplasicas y normales. Estudios in vitro e in vivo.

2. Estudios para establecer la estructura 6ptima de la molécula que permita
su mayor actividad bioldgica (estructura-actividad).

3. Determinacion de la estereoquimica absoluta y sintesis de las

acetogeninas.

1.1.8 Actividad citotoxica y mecanismos de accidn sobre las células

neoplasicas y normales.

La mayoria de los estudios se han realizado en cultivos de lineas celulares
neoplasicas expuestas a las acetogeninas en diferentes concentraciones o
tiempos de exposicién y comparando su efecto con el producido por algunos
farmacos utilizados en la terapia anti-cancer. Los estudios se han dirigido a

establecer:

1. Cual(es) de estos compuestos, presentan la mayor actividad inhibitoria
sobre el crecimiento de las lineas celulares cancerigenas.

2. La concentracion que permita el mayor efecto en las lineas celulares
cancerosas.

3. La selectividad sobre las lineas tumorales humanas sin afectar a las
normales

4. Su efectividad contra las células tumorales resistentes a los farmacos
utilizados en la quimioterapia actual y

5. Lainduccion de la muerte celular programada o apoptosis.
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1.1.8.1. Estudios in vitro

Los estudios de actividad en lineas celulares en cultivo (in vitro) muestran que
aunque la mayoria de las acetogeninas son citotéxicas, algunas presentan una
inusual potencia. Por ejemplo, en las vesiculas de membranas plasmaticas de
células cervicouterinas cancerosas humanas (HelLa) y de leucemia promielocitica
(HL-60), la NADH oxidasa fue inhibida por la bullatacina de manera
concentracion-dependiente (1nM-1uM) y con una dosis eficaz media (DEsp) entre
5 a10 nM; por el contrario, las derivadas de las células normales de higado de
rata, no fueron afectadas a esas concentraciones, mostrando asi una selectividad

en su actividad (Morré, et al. 1995).

Debido a que los estudios han sido realizados con diversas lineas celulares
o0 que las condiciones en ellos han sido diferentes, es dificil establecer
comparaciones con todas las moléculas, sin embargo, el cotejo de la actividad de
53/433 de ellas (3/41 lineales, 0/16 epoxi, 26/215 mono-THF, 20/133 bis-
adyacentes, 7/19 bis-THF no adyacentes, 0/1 Tri-THF y 3/8 THP) analizadas en
las lineas celulares de tumores s6lidos humanos de pulmon (A-549), mama (MCF-
7), colon (HT-29), rifidn (A-498), prostata (PC-3) y pancreas (PaCa-2) y como
control el farmaco antineoplasico adriamicina (Cuadro 1.3), permite corroborar
algunas observaciones hechas por otros autores, entre ellas, que la mayoria de
las ACG son citotoxicas y algunas presentan una actividad inusual, aunque
también existen diferencias notables de susceptibilidad a ellas (Bermejo et al.,
2005; Alali et al., 1999; Tormo et al., 1999b). Asi, en el cuadro 1.3 se observa que
la mono-THF, longifolicina tuvo una dosis efectiva media (DEsp) de 4.22x10™"
pMg/mL en las células de pancreas, en tanto que en las de colon aument6 a 1.23
ug/mL (Ye et al., 1996a) y la bis-THF parviflorina mostré una DEs; de 2.83x10™'y
«1x10™2 pg/mL en las células de pulmén y mama respectivamente, en tanto que

en las de colon fue de 2.5 pg/mL (Ratnayake et al., 1994).

Algunas acetogeninas superan la actividad del farmaco control como las
mono-THP piranicina y piragonicina que tuvieron una actividad 10 veces mayor
que la adriamicina sobre las células de carcinoma pancreatico (DEsy 1.3x107
ug/mL), en tanto que la mono-THF goniotrionina (DEsy 5.3x10°) fue 1x10° mas

potente en las de mama (Alali et al., 1998); las bis-THF trilobacina y la
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trilobacinona fueron 1x10° mas activas en las células de carcinoma de pulmén y
de mama respectivamente (DEso de 10 pg/mL), (He et al., 1997); y la asimirina
(DEso 1.72x10°) y la 4-hidroxitrilobina (DEsy 1.54x10°) entre 1x10°-1x10* mas

potentes que la droga antineoplasica mencionada (Kim et al., 2005).

Las ACG pueden inhibir la proliferacion de las células con mecanismos de
resistencia a los farmacos (MDR) y esta inhibicion puede ser incluso mayor a la
exhibida por las lineas originales. En particular las lineas P-gp+ se caracterizan
por tener proteinas que atraviesan la membrana celular y cuya funcién es actuar
como bombas que expulsan los farmacos al exterior, evitando su concentracién
intracelular. Este mecanismo es dependiente de ATP por lo que a las
glicoproteinas involucradas también se les denomina por sus siglas en Inglés
transportadores ABC (ATP binding cassettes) (Lage, 2003).
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Cuadro 1.3. Dosis efectivas medias (ug/mL) de las acetogeninas de anonaceas sobre lineas celulares de tumores sélidos humanos.

Dosis efectivas medias (DEs)*

Acetogenina A-549° MCF-7° HT-29°¢ A 498° PC-3° PaCa-2f Referencia

Acetogeninas lineares

Annojahnina 1.5 2.8 0.06 4.9 0.016 1.123 Colman-Saizarbitoria et al., 1998
Venezinona 1.04x10" 1.24 1.55 3.48 2.50x10™ 2.22 Colman-Saizarbitoria et al., 1996
Longanina 4.9x10% 3.4 6.0x10™ 3.9x10%  4.0x10" 1.1x10 Alali et al., 1999

Acetogeninas Mono-THF

Goniotrionina 7.7x10° 5.3x10° 3.4x10™ 2.0x10° 3.6x10™ 5.4x107 Alali et al., 1988
Muricoreacina 0.23 1.3 0.57 0.71 0.025 2.3 Kim et al., 1998
Murihexocina C 1.1 3.8 1.3 2.5 0.86 0.49 Kim et al., 1998
Muricatetrocina C 5.55x10° 3.19 1.98 3.9x10% 1.5x1077 5.7x107 Shi et al., 1996
Annopentocina A 1.7x10" 17.93 1.63 6.07x10"  1.14 3x10? Zeng et al., 1996a
Annopentocina B 2.7x107 3.56 1.64 3.8x10™ 2.1x10™ 1.6x10™ Zeng et al., 1996a
Annopentocina C 2.6x1072 2.97 1.24 2.7x10™ 2.28x10™ 4.28x10"  Zeng et al., 1996a
Longifolicina 1.13x10°® 1.23x10°  1.23 4.55x10" < 1x107 42x10™  Yeetal, 1996a
Goniotalamicina 8.0x10°° 5.7x10 1.1x107 Ratnayake et al., 1994
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Longicina 1.77x10° > 1 2.4x10° 1.99x10*  4.26x107 1.25x10°  Yeetal., 1995
Gigantransenina-A 0.16 1x1072 1.5 1.5 0.18 0.17 Zeng et al., 1996b
Gigantransenina-B 0.21 2.1x10 14 1.6 0.71 1.5 Zeng et al., 1996b
Gigantransenina-C 0.18 2.2x10 1.3 1.5 1.5 1.1 Zeng et al., 1996b
Murisolina 5.9x10° 3.15 6.16x10%  1.09x10° 2.36 1.5x107 Zeng et al., 1995
Longicoricina 1.04 2.31 1.36x10°  1.71 3.04x10° 1.26 Ye et al., 1996a
Asitrilobina B 1.65x107 1.69x10°  4.4x10" 2.19x10°  1.06 2.9x10* Woo et al., 1999
Annonacina 1x10® 1x1072 1x107 Ratnayake et al., 1994
4-acetil annonacina 3.38x10° 2.65x10"  1.85x10° 3.59x10*  3.56x10 1.4x1073 Ye et al., 1996¢
4-Acetyl Xilomaticina 1.25x10°® 3.04x10"  1.12x10° 2.6x10* 3.51x10™ 6.22x10*  Ye et al., 1996¢
Annomolona A 1.29 3.03x10"  1.93x107  9.3x10™ 1.98x10™" 3.12x10°  Son et al., 2003
Annomolona B 1.37 4.7x102 7.19x102  3.77x10"  5.53x1072 7.48x10°  Son et al., 2003
4-desoxi annomontacina  6.45x107 5.8x107 1.41x107  1.50x10"  1.73x10™ 1.0x10° Alali et al., 1999
Asitrilobina A 4.39x1073 2.11x10°  2.09 2.78 2.28 3.99x10°  Woo et al., 1999
Annomontacina 0.13 »1.0 »1.0 0.1 1.11 0.21x107 Colman-Saizarbitoria et al., 1998
Asitrilobina C 1.12x10™" 1.85 3.77x107  2.24 1.77 1.29x10"  Woo et al., 2000
Asitrilobina D 1.76x10" 1.10 2.18x107  1.00 3.94 1.02x10"  Woo et al., 2000
Bis THF-adyacentes
Mucoxina 3.6x102 3.7x10°® 6.1x10™ 8.4x10™ 3.1x10™ 3.3x10™ Alali et al., 1999
Longimicina C 4.55x10" 8.8x1072 1.0 1.27x107  2.96 1.09 Ye et al 1996b
Longimicina A 2.59x10™ 8.89x10" 5.25x10" 5.44x10"  7.01x107 1.73x10%  Ye et al 1996b
Longimicina B 1.43x10" 154x10°  3.32x10°  6.4x107? 2.2 7.92x102  Ye et al 1996b
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Rollidecina C 1.32 1.07 6.26x102  1.44 2.86x10™ 1.08x10"  Guetal., 1997
Rollidecina A 1.04x10? 1.78 1.42 5.40x10"  1.65x10™ 1.41x10®  Shiet al., 1996
Rollidecina B 3.73x10° 1.32 1.69 2.28x10°  1.7x10° 1.41x10°  Shi et al., 1996
Parviflorina 1x107"2 1.72 5.49x10™ Ratnayake et al., 1994
Molvizarina 1x10™"? 2.77x10°  1.67x10°® Ratnayake et al., 1994
Longimicina D 4.93x10™ 2.15x10"  1.16x102  3.53x10%  2.42x10™ 1.69x107  Ye et al., 1996b
Rollidecina D 5.9 5.0 5.4 4.0 1.9 1.0 Gu et al., 1997
2,4-cis-trilobacinona 4.64x10® 1.25x10®  1.57 491x10" 275 6.86x102  He et al., 1997
10-OH trilobacina 1.0x10® 1.9x10°® 1.4 1.0x1072 3.8x10™ 2.0x10™ Alali et al., 1999
Trilobacina 5.8x10° 1.59x107  2.28 5.97x10?  9.8x10™ 2.75x10"  Zhu et al., 2002
10-OH asimicina 6.73x10™ 3.27x10"  7.58x10° > 1 2.6x107 » 1 Alali et al., 1999
10-OH trilobacina 1.0x10® 1.88x10°  1.39 1.0x1072 3.78x10" 1.96x10"  Alali et al., 1999
Bullatacina 1x107"2 1x1072 «1x1072 Ratnayake et al., 1994
Asitribina 2.25x107° 1.24x10"  7.04x10°  1.69 1.3 1.25x10*  Woo et al., 1995
Asimitrin 1.19 2.12 1.19x10*  7.5x10" 1.7x10°® 2.11x10*  Kim et al., 2005
4-OH trilobina 1.54 3.79 1.54x10°  3.62x10%  2.01x10™ 2.01x10*  Kim et al., 2005

Bis THF no adyacentes
Gigantecinona 2.1x10™ > 1 2.1x10™ 1.1x10%  2.6x10™ » 1 Alali et al., 1999
Goniotriocina 3.3x10% 3.3x10° 1.2x107 1.1 2.6x10" 1.4 Alali et al., 1999
Parvifloracina 2.8x10™" «10x10™ 25 Ratnayake et al., 1994
Trilobalicina 5.78x10° 1.59x107  2.28 5.97x102  9.8x10™ 2.75x10"  Heetal., 1997
Bullatacinona 1.8x10° 2.16 1.29x10°® Tormo et al., 1999
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Cherimolina-2

; <1.0x10 6.0x107 <1x108 Tormo et al., 1999
(bullatanocina)
Cherimolina-1 1.8x10™" > 1 > 1 Tormo et al., 1999
(bullatalicina)

Acetogeninas no clasicas

Muconina THF-THP 5.5x10°3 24x10*  3.9x107  1.08x10"  5.8x10" 54x104  Alali ef al., 1999
adyacente
Piragonicina Mono THP 20 1.6 2.8 1.3 1.2 5.8x1072 Alali et al., 1988
Jimenezina THF-THP 1.6x107 ,10x10"  43x10°  1.9x102  2.8x10* 1.7x10%  Alali et al, 1999

adyacente

DES50 Dosis efectivas capaces de inhibir el 50% de la proliferacién celular; a Carcinoma de pulmén; b carcinoma de mama; ¢

adenocarcinoma de colon; d carcinoma de rifidn; e adenocarcinoma de préstata; f Carcinoma pancreatico
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Debido al mecanismo de accion de las ACG, la expresiéon de Pgp+ en las
células expuestas a estos compuestos, pudiera ser desventajosa o bien volverlas
ineficientes lo que fundamentaria su mayor sensibilidad. De esta manera, la
proliferacién de las lineas cancerosas de mama humanas (MCF-7/Adr) resistentes a
la adriamicina, vincristina o vinblastina fue inhibida por la bullatacina de manera
dosis- dependiente en el rango de 1.0 a 1x10™ ug/ml. (Dlso de 1x1072 pg/ml).
Sorprendentemente las células originales (MCF-7) mostraron una estabilidad en su
crecimiento a esas mismas concentraciones. Cuando la bullatacina fue retirada a las
24 h de tratamiento, las células originales recuperaron su actividad proliferativa en
contraste con las adriamicina-resistentes que permanecieron inhibidas, indicando
que la actividad de esta acetogenina pudiera ser citoestatica en las primeras y
citotoxica en las segundas, sugiriendo los autores la utilidad de este compuesto
como un adyuvante en los pacientes con tratamiento largos de adriamicina o drogas
similares (Oberlies et al, 1997b).

En estas mismas lineas celulares pero tratadas con esquamocina, los
resultados fueron similares, adicionalmente, se encontré el ciclo celular bloqueado en
la fase G1, un decremento en la concentracion de ATP y por el contrario una
elevaciéon de lactato; esto ultimo pudiera reflejar un mecanismo de salvamento
temporal de las células, al aumentar la glicélisis en busqueda de energia (Raynaud et
al., 1999). La estabilidad en el crecimiento celular también fue observada en la linea
de carcinoma ovarico humano 1A9 expuesta a 28 acetogeninas a pesar de que la
concentracion de la acetogenina fue elevada hasta 100 000 veces (Nakanishi et al.,
2003).

La rotenona, el clasico inhibidor del complejo | mitocondrial, induce en
roedores parkinsonismo con degeneracion de las células doparminérgicas, lo que ha
llevado a investigar si las acetogeninas como inhibidores de este complejo pudieran
tener el mismo efecto. Mas aun, en un estudio de casos y controles realizado en la
Isla de Guadalupe, se establecié una alta relacion entre el porcentaje de enfermos
con parkinsonismo resistente a levodopa y el uso y consumo de anonaceas,

particularmente de Annona muricata que contiene cantidades importantes de
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annonacina (Caparros-Lefebve et al, 1999) (Caparros-Lefebvre et al., 2005; Champy
et al., 2004, 2005).

Para encontrar algunas claves de este fendmeno, se expusieron a annonacina
células dopaminérgicas derivadas del mesencéfalo de embriones de rata, la cual
inhibio su proliferacion a las 24 horas de exposicion (Dlsp, 0.18 pM). Buscando
proteger a las células del efecto inhibitorio de la acetogeninas mediante la adicion de
agentes antioxidantes como el NAC (N-acetilcisteina) o el trolox a los cultivos, se
encontré que esta accion fue ineficaz, en tanto que el retiro de la acetogenina antes
de 6 h de tratamiento o con la adicion de 50 mM de glucosa o manosa al medio, fue
efectivo. Lo que al parecer indico que la estimulacion de la glicdlisis por altas
concentraciones de glucosa previene la muerte neuronal inducida por este

compuesto (Lannuzel et al., 2003).

El hecho de que inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial como la
rotenona, la antimicina A y la oligomicina induzcan la apoptosis (muerte celular
programada) y niveles bajos de ATP (Wolvetang et al., 1994); asi como que la
rotenona incremente los aniones super oxido y peroxido de hidrogeno (ROS) que
pueden atacar los complejos de la cadena respiratoria, la membrana y el genoma
mitocondrial (Sherer et al., 2003) ha abierto la posibilidad de buscar aproximaciones
bioquimicas y genéticas para explicar como se manifiesta la citotoxicidad de las
acetogeninas que conlleva a la muerte celular, y responder a la pregunta si ésta es
una muerte necrotica u apoptética, debido a las implicaciones inmunoldgicas que

pudieran suscitar su administracion en los individuos.

En general, las células que mueren por necrosis presentan aumento en el
tamano celular, ruptura de la membrana plasmatica y liberacion del contenido celular
al exterior, lo que desencadena un proceso inflamatorio que puede danar a las
células vecinas; la cromatina se observa condensada de manera irregular y se
degrada en sitios al azar. Por el contrario, la muerte celular programada, es un
proceso altamente coordinado que permite la homeostasis eliminando las células

redundantes o potencialmente peligrosas, y en donde la célula que ha sido inducida,
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pierde la sefial de contacto con las células vecinas; la membrana pierde su asimetria
exponiendo al exterior fosfolipidos que unicamente se localizan en el lado
citoplasmico; en la mitocondria, el transporte de electrones se desacopla con la
sintesis de ATP, se libera el citocromo c y se activan los factores pro-aoptéticos; en
el nucleo, la cromatina se fragmenta en porciones mas o menos constantes y
finalmente se realiza la desintegracion celular con formacion de cuerpos apoptaticos.
Estas células son fagocitadas, lo que evita la liberacién de desechos al exterior y la
respuesta inflamatoria. Estos eventos son generados por una transduccidon de
sefnales en cascada, en donde la activacion de las proteasas de la familia de las

caspasas, tienen un papel fundamental (Kaufmann y Earnshaw, 2000).

La muerte por apoptosis fue asociada al tratamiento con bullatacina en células
del hepatocarcinoma humano (2.2.15), transfectadas con el virus B de la hepatitis y
en donde los cambios de la membrana plasmatica aparecieron antes de las 24 h de
exposicion, con la fosfatidil- serina en su lado externo (normalmente confinado al
lado citoplasmico) y la cromatina condensada y marginada. Adicionalmente se
manifestd una inhibicion de la proliferacion con una Dlsy de 7.8 ng y el decremento
de antigenos Hb liberados al medio (Chih et al., 2001). Seis horas antes de la
transposicion de la fosfatidil- serina, las concentraciones de AMPc y GMPc se
encontraron bajas y no fue efectiva la adicién al medio de cultivo de foskrolina,
(activador de las adelinato ciclasas) o de GSNO, (activador de guanilato ciclasas)

para incrementarlas (Chiu et al, 2003).

La activacion de proteasas de la familia de las caspasas relacionadas con la
apoptosis, se puso de manifiesto en las células de leucemia HL-60 expuestas a 10
Mg de esquamocina por periodos de 2 h a 6 h. En ellas, se observé un incremento de
la concentracién de la caspasa-3 aunque no se encontré evidencia en la expresion
de las proteinas bcl 2 (antiapoptotica) o bax (proapoptotica) y cuyo cociente
pudiera explicar la muerte por apoptosis mediante esta ruta. Por el contrario, el
incremento en la proteina JNK supone que pudiera darse a través de la activaciéon de

otros intermediarios de la misma, posiblemente JNK/SAPK (Zhu et al., 2002).
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La expresion de los genes proapoptoticos Bad y Bax fue reportada en las
células cancerosas de vejiga T24 tratadas por 4 horas con 10 pg/ml de annonacina.
La fase S del ciclo celular fue la mas vulnerable a la accion de la acetogenina
impidiendo la progresion de la fase G1 a S en las células estudiadas (Yuan et al,
2003). Estos mismos efectos fueron observados cuando las células se trataron con
esquamocina. (Yuan et al., 2006). La annonacina también incrementd en las células
de leucemia K562, los niveles de las proteinas inhibidoras de la progresion del ciclo

celular (CDKIs) p21 y p27 de manera dosis dependiente (Lu et al., 2006).

Los extractos organicos y acuosos de A. squamosa presentan una actividad
selectiva en las lineas tumorales humanas de mama (MCF-7), leucemia eritrocitica
(K-562) y de colon (COLO- 2059. En las dos primeras se encontrdo condensacion
nuclear, fragmentacién del ADN, induccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
la reduccion de los niveles intracelulares de glutation, signos indicativos de
apoptosis. Por el contrario en la linea de COLO- 205 la muerte celular fue semejante
a la necrosis. (Pardhasaradh 2005). Sin embargo, hay que considerar que este
estudio se realizd con extractos cuya composicion implica otras moléculas de

diferente naturaleza quimica a las acetogeninas.

1.1.8.2 Estudios in vivo

Si la actividad antitumoral se define como una accién en contra de las células
neoplasicas sin que exista toxicidad al hospedero, entonces los resultados

publicados con este criterio son escasos.

En ratones atimicos implantados con la linea celular de carcinoma ovarico
humano A2780, la bullatacina por via intraperitoneal a dosis de 0.1 mg/kg/dia, logré
una inhibicion del desarrollo de los tumores del 68 % cuando se compard con
cisplatina a 5 mg/kg por dia como farmaco control (Ahammadsahi et al., 1993). La
annonacina a 10 mg/kg durante dos semanas en ratones BDF-1 con carcinoma de
pulmon (LLC), logré una inhibicion del crecimiento de los tumores del 57.9 %

(tratados/controles) y comparable a adriamicina a 2 mg/kg (54.6 %). El numero de
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animales vivos en el grupo tratado con la acetogenina fue mayor (6/6) al de
adriamicina (5/6) (Wang et al., 2002).

Los estudios muestran que la actividad de las acetogeninas esta limitada por
su toxicidad cuando su via de administracién es intraperitoneal, o que se reduce por
el uso de isoacetogeninas (con lactona saturada terminal) o acetogeninas de menor
toxicidad. Por ejemplo, en ratones con la linea murina de leucemia L1210, la bis-
THF-bullatacina administrada intraperitonealmente a razéon de 50 pg/kg por dia,
posibilitd una sobrevida del 38 %, en tanto que la bullatacinona (isorolliniastatina-2) a
400 pg/kg lo hizo en el 44 %; en ratones atimicos y de acuerdo con los resultados
anteriores, la isorolliniastatina-1 presenté una DLs, de 200 mg/kg, considerablemente

menos toxica que la rolliniastatina-1 (DLso de 5 mg/kg) (Duret et al., 1999).

1.1.9 Estudios para establecer la estructura éptima de la molécula de las

acetogeninas que permita la mayor actividad biolégica (estructura-actividad)

Uno de los retos en el estudio de cualquier farmaco con fines preventivos o curativos,
es establecer la estructura optima de la molécula que permita ejercer su mayor
actividad biolégica. Como ya se menciond, las acetogeninas tienen una estructura
molecular relativamente sencilla, aunque presentan diversos centros quirales que
determinan su conformacién espacial, asi como una flexibilidad de la cadena
alifatica, que pueden influir en su actividad. En este sentido, se han examinando las
acetogeninas a fin de evaluar la contribucion de los diferentes grupos que conforman
su estructura: el sistema THF, la cadena alifatica espaciadora que lo une al grupo
lactona y el arreglo molecular de este ultimo, buscando los factores esenciales que
puedan explicar su accion inhibitoria sobre la NADH-U-oxidoreductasa, la NADH
oxidasa y finalmente sobre el crecimiento de células neoplasicas. Los estudios
dirigidos a establecer la relacion estructura- actividad se han realizado con todas las
variaciones estructurales de las acetogeninas y con derivados semisintéticos que

pueden desarrollar potencias inhibitorias semejantes a la bullatacina.
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Sistema tetrahidrofurano

Los trabajos iniciales pusieron de manifiesto que, aunque las acetogeninas
estudiadas son citotoxicas en general, algunos arreglos moleculares dentro de ellas
pueden potencializar su accion (Zafra-Polo et al., 1998). En la prueba de difusion en
gel con las lineas cancerosas murinas de pancreas (PO3), linfoma de células B
(P388) y mamario resistente a la adriamicina (M17/adr); con las lineas humanas de
colon (H8) y de pulmén (H125) asi como las epiteliales G1 de rata inmortalizadas (no
cancerosas) como control, se encontré que todas fueron inhibidas por las 10 AGG
representativas de los tres tipos estructurales de anillos tetrafurano (THF) (bis-
adyacentes, bis no adyacentes y monotetrafurano). Sin embargo y de manera
general, las acetogeninas bis THF mostraron ser mas potentes que las bis THF no
adyacentes y estas a su vez que las mono THF. En particular la bullatacina (bis-THF)
mostré ser 10 veces mas potente que el farmaco adriamicina, con selectividad frente

a las células normales (Oberlies et al., 1995).

Esta misma tendencia fue reportada en 20 acetogeninas sobre la inhibicion del
consumo de oxigeno de mitocondrias de higado de rata. Nuevamente, las
acetogeninas bis THF adyacentes o bis THF no adyacentes, presentaron una
potencia 10 veces mayor que las mono THF. La asimicina, bullatacinona, bullatacina
y trilobacina fueron las mas efectivas (DEsq 32-76 nM/mg), pero perdieron su potencia
10 veces cuando se deshidroxilaron en el C4, en relacibn a sus homodlogos
hidroxilados (Landolt et al., 1995).

La débil actividad inhibitoria de compuestos semisintéticos como las
esquamostolidas (4R,15R,16R,21S)- y (4R,15S,16S,21S)-rollicosina (compuestos
con dos y lactonas y sin sistema THF) en comparacion con acetogeninas como la
bullatacina, refuerza la idea de la necesaria presencia del sistema THF para la

potente actividad de las acetogeninas naturales (Makabe et al., 2005).
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Los grupos hidroxilo flanqueando el sistema THF.

Los estudios en ensayos de inhibicion sobre el complejo | mitocondrial
utilizando analogos de la bullatacina con diferente nuamero de grupos OH
franqueando el sistema THF, mostraron que la presencia de cualquiera de ellos (o
ambos) es suficiente para mantener su actividad inhibitoria (Abe et al., 2004). Sin
embargo, resultados contradictorios se reportan con derivados aminoacil tri- esteres
en C15, C24 y C28 de la esquamocina, los cuales redujeron notablemente su
actividad inhibitoria sobre el complejo | y la citotoxicidad en el carcinoma humano

nasofaringeo KB-1 en relacion con el compuesto original (Duval et al., 2005a).

Los derivados lineares como la dihidroxi-cohibina (derivado de la ACG linear
cohibina A, con un grupo tetraol en lugar del sistema THF muestran que los grupos
OH si son esenciales, aunque no tan efectivos como si co-existieran con el sistema
THF (Konno et al., 2004).

Polaridad de la molécula

La hidrofobicidad de las acetogeninas pudiera ser un factor crucial debido a
que el sitio de su interaccion en el complejo | parece estar inmerso en la membrana
mitocondrial; una excesiva hidrofobicidad (-polaridad) ocasionaria la retencién del
compuesto por la bicapa lipidica de la membrana, en tanto que una gran hidrofilicidad
(+polaridad) implicaria la parcial exclusion de la molécula. Lo anterior se analizd con
seis acetogeninas mono-THF con diferentes arreglos oxigenados en la cadena
alifatica de las moléculas y en donde la annonacina (la menos hidrofébica; +p) y la
solamina (la mas hidrofébica; -p) presentaron la menor actividad inhibitoria sobre la
NADH:U oxidoreductasa y NADH oxidasa. Una hidrofobicidad media incrementé la
accion inhibitoria. Sin embargo, algunas acetogeninas tuvieron incrementos
(annonacinona vs. annonacina) o decrementos (crossolona vs. crossolina)
dramaticos en su accién, y cuya minima diferencia en polaridad no es factor
suficiente para justificarla (Tormo et al., 1999a). Asi, ademas del numero de grupos

OH, la posicién de ellos en la cadena alifatica puede ser crucial.
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Cadena espaciadora que une el anillo y-lactona con el sistema THF

Con el fin de encontrar la estructura 6ptima de estas moléculas sobre las
células de adenocarcinoma mamario resistente a adriamicina, vincristina y vinblastina
(MCF-7/adr), se analizaron 13 acetogeninas en ensayos de proliferaciéon celular; en
este estudio, el mayor efecto se encontrd con las ACG de 13 carbonos en la cadena
espaciadora (tipo bullatacina) y cuya actividad fue de hasta 250 veces mayor que la
adriamicina. Sin embargo, la gigantetrocina A (mono-THF) con solo 7 carbonos fue la
mas activa, e inclusive dos veces mas potente que la bullatacina (Oberlies et al.,
1997a)

Utilizando compuestos semisintéticos derivados de la bullatacina y midiendo
su actividad inhibitoria sobre la NADH oxidasa (Cl), se encontr6 que ni la
estereoquimica del grupo y lactona o de los anillos THF, ni la presencia (o0 ausencia)
del C4-OH y otros grupos del tallo hidrofébico fueron factores estructurales
esenciales para su actividad. La estructura esencial encontrada fue el largo de la
cadena alifatica espaciadora con 13 atomos de carbono (Clsg 1.2 nM), que permitiria
flexibilidad a fin de posicionar correctamente el anillo y lacténico y el sistema THF,
para que actuaran sobre el complejo | mitocondrial. Las cadenas alifaticas del
espaciador mayores de 13 atomos de carbono (16 y 19) presentaron decrementos
significativos (Clsp 15-250 nM), en tanto que menores (11 y 7 atomos de carbonos)
los disminuyeron aunque en menor proporcion (Clsp 1.9-14 nM). La presencia de los
grupos OH libres adyacentes a los anillos THF podrian favorecer la actividad
inhibitoria (aunque no sean cruciales) proporcionando grupos polares (hidrofilicos)
alrededor de los anillos de THF reteniendo al inhibidor (acetogeninas) en el complejo
enzimatico (Takada et al., 2000; Motoyama et al., 2002; Abe et al., 2004) (cuadro
1.4).

Asimismo, la presencia de dobles enlaces no parece ser critica en la
flexibilidad de la molécula, lo que sugiere que su conformacion activa no es en
estado extendido (Abe et al., 2005).
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Cuadro 1.4 Actividad inhibitoria de algunas acetogeninas sobre la NADH oxidasa.

Acetogenina

Rolliniastantina-2
(Bullatacina)

Rolliniastantina-1
Esquamocina
Esquamocina B
Parviflorina
Longimicina D
Longimicina C
Semisintético

Semisintético

Cadena
espaciadora
(No de
carbonos)

v metil y lactona no saturada

13

11

16
19

Posicion de grupos
OH en cadena
alifatica

C4, C15,C24

C4, C15, C24
C15, C24, C28,
C13, C26, C26
C4, C13, C22
C10, C13, C22
C4, C9, C18
C18, C27
C21, C30

*Clso (nM)

1.2

1.2
1.6
1.8
1.9
5.5
14
15
250

y lactona B-hidroxil y-metil- saturada

Referencia

Takada et al., 2000

Tormo et al., 2001
Miyoshi et al., 1998
Miyoshi et al., 1998
Takada et al., 2000
Miyoshi et al., 1998
Takada et al., 2000
Takada et al., 2000
Takada et al., 2000

Laherradurina

13

C15,C24

1.6

Tormo et al., 2001

Itrabina

11

C13, C22

3.4

Tormo et al., 2001

*Clso (nM)= Concentracién necesaria para reducir a la mitad la actividad de la NADH oxidasa

El anillo lactona

La mayoria de las acetogeninas naturales comparten una o B insaturada y

metil y lactona terminal y sélo los grupos 11 y 20 presentan lactonas saturadas (18

compuestos en total) Las isoacetogeninas o cetoacetogeninas (grupos 10 y 19) se

consideran artefactos producidos durante los procedimientos de extraccion, pero que

exhiben una buena actividad inhibitoria que inclusive puede superar a las moléculas

originales (Tormo et al., 2003b; Tormo et al., 2005). Pese a lo anterior, se ha

encontrado que el anillo y metil y lactona de la bullatacina puede ser substituido por
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un anillo de ubiquinona reteniendo su actividad y cuestionando su papel como factor
esencial para su potencia inhibitoria (Yabunaka et al., 2003). La introduccion de un
grupo amino terminal en la lactona insaturada de esta acetogenina, la convierte en

un inhibidor dual de los complejo | y Il (Duval, 2005b).

Los analogos heterociclicos de la esquamocina como el hibrido esquamocina-
benzimidazol ilustran una analogia funcional entre el butendlido terminal de las
acetogeninas y las subestructuras heteroaromaticas de los inhibidores clasicos del

complejo | (Duval, 2006).
1.1.10. Determinacion de la estereoquimica absoluta y sintesis de acetogeninas

Una de las lineas de investigacion mas fructiferas en el estudio de estos compuestos
naturales, ha sido el establecimiento de métodos que permitan dilucidar la
estereoquimica absoluta de las diferentes acetogeninas, su sintesis y la elaboracion

de nuevos compuestos con propiedades bioldgicas importantes.

Debido a la naturaleza grasa de estas moléculas, no es facil la obtencién de
cristales para su analisis por cristalografia de rayos X, lo que ayudaria a determinar
su configuracion absoluta. La estereoquimica de los centros estereogénicos, puede
influenciar la potencia relativa y la especificidad biologica de las moléculas,
determinando su actividad. Mas aun, algunas acetogeninas pueden diferenciarse una

de otra, solo por su configuracion.

Los métodos para elucidar su estructura generalmente se basan en la
preparacion de esteres de Mosher (R y S) aunado ala '"H-NMRy "C-NMR y otro
tipo de determinaciones espectrométricas. De esta manera, la estereoquimica
relativa de estos compuestos, ha sido ratificada en algunos casos o revisada en
otros. (Warmerdam, et al., 1998., Bermejo et al., 2005). La sintesis total, la semi-
sintesis de sus derivados (aminos, esteres, o unidas a azucares) asi como los
analogos estructurales (quimeras o compuestos miméticos) han posibilitado muchos

de los estudios de estructura-actividad sobre el complejo | mitocondrial.
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Por ejemplo, se ha reportado la sintesis del fragmento hidroxibutendlido de la
murisolina (Gudipati, et al, 2006), unidades trans- mono- tetrafurano, trans-bis-
tetrafurano y trans- tri- tetrafurano, relativas a la estructura de los anillos THF de la
gigantetrocina A, asimilobina y goniocina respectivamente, lo que representa un
papel central para la sintesis total de estas moléculas (Tian et al., 1999); la
construcciéon de unidades bis-hidroxil-THF (Ramu et al., 2006; Mertz et al., 2005;
Kojima et al., 2004) incluyendo 36 diferentes estereoisémeros (Das et al,, 2005) y la

construccion de unidades mono-THF (Prestat et al., 2004),

Mas de 70 acetogeninas pueden ser sintetizadas totalmente (Bermejo et al.,
2005), entre las que se encuentra la (-)muracatacina (Baylon et al., 2000), la
+longicina (Hanessian et al., 2006; He et al., 2005), solamina (Wang et al., 2005), cis
solamina (Hu et al., 2006; Makabe et al.,2004a) y reticulataina (Makabe et al.,
2004b), asi como varios estereoisomeros de rollicosina, (Makabe et al., 2005; Quinn
et al., 2005) entre otras. También se reporta la sintesis de moléculas lineales (Fujita
et al., 2005) y acetogeninas no clasicas con anillos THP como la piranicina y

piragonicina (Strand et al., 2006).

Los derivados lineales de la bullatacina (sin sistema THF) designados AA005
presentan una alta citotoxicidad en lineas cancerosas sin afectar a las normales,
sugiriéndose que la posible incorporacion de deuterio en su molécula, las podria

convertir en potentes drogas antitumorales (Liu et al., 2005).

Otros derivados importantes de la bullatacina son las denominadas deltalac-
acetogeninas que poseen dos tallos alifaticos sin anillo lacténico terminal y que
mantienen una alta actividad inhibitoria sobre el complejo I. En ellos, la longitud de 11
carbonos en ambos tallos es esencial para su actividad que es comparable a la
bullatacina. En contraste con las acetogeninas naturales, es necesaria la presencia
de los anillos a’a dihidroxilados bis THF adyacentes, la estereoquimica semejante a
la bullatacina (Hamada et al., 2004; Ichimaru et al., 2005), el balance en la

hidrofobicidad, y la simetria de las cadenas laterales (Ichimaru et al., 2006).
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1.2 La cadena respiratoria mitocondrial

La fosforilacion oxidativa (sintesis de ATP impulsada por la transferencia de
electrones al oxigeno) y la etapa fotoquimica de la fotosintesis (sintesis de ATP
impulsada por fotones) son las dos transducciones de energia mas importantes en la
biosfera y significan la mayor parte del ATP sintetizado por los organismos aerébicos.
Todos los pasos enzimaticos de la degradacion oxidativa de glucidos, grasas y
aminoacidos en las células aerdbicas convergen en una etapa final, en donde los
electrones fluyen desde los intermediarios catabdlicos al O, produciendo ATP a
partir del ADP y Pi (Lehninger, 2005)

1.2.1. La mitocondria

La mitocondria es el organelo productor de energia y el lugar en donde se realiza la
fosforilacion oxidativa. Estructuralmente presenta dos membranas: la membrana
externa permeable a moléculas pequefas y a iones, con canales transmembrana
que permiten el paso de moléculas de hasta 5,000 Da y la membrana interna con
pliegues o crestas que se proyectan hacia la matriz, es permeable solo a pocos
compuestos como el agua, Oy, CO, y NH;. Otros metabolitos hidrofilicos asi como
iones de importancia biolégica, pueden cruzar la membrana por medio de canales
especificos y de proteinas transportadoras; entre las Ultimas y de especial
importancia se encuentran las transportadoras de fosfato (PJ), de los nucledtidos de
adenina ADP y ATP y de los substratos mono-, di- y tricarboxilicos de la respiracion.
Debido a su permeabilidad selectiva, separa a los intermediarios y enzimas de las
rutas citosolicas de los procesos metabodlicos que se producen en la matriz
mitocondrial y aloja a los componentes de la cadena respiratoria y al complejo

enzimatico responsable de la sintesis de ATP (ATP sintetasa) (Lodish et al., 2003).

Muchos compuestos lipofilicos se introducen libremente en la membrana
interna, entre ellos se encuentran los acidos grasos. Las moléculas de cadena larga
pueden llegar facilmente mediante mecanismos de “flip-flop”; en contraste, el
cruzamiento de la bicapa lipidica por los acidos grasos anionicos es extremadamente

lento debido a la carga negativa de su grupo polar carboxilico; su paso es
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probablemente facilitado de manera inespecifica por proteinas transportadoras de
aniones. De esta manera muchas farmacos lipofilicos y anfifilicos son buenos

penetrantes de la mitocondria (Szewczyk y Wojtczak, 2002).

La matriz, -el espacio acotado por la membrana interna- contiene el ADN
mitocondrial que es una doble cadena circular con 37 genes, incluidos 13 que
codifican para proteinas de la cadena respiratoria, al complejo de la piruvato
deshidrogenasa, las enzimas del ciclo de Krebs, la ruta de la B-oxidacién de los

acidos grasos y de oxidacion de los aminoacidos (Lodish et al., 2003).

La mayor parte de los electrones que entran a la cadena respiratoria provienen
de la accion de las deshidrogenasas que captan electrones de las reacciones
oxidativas de las ruta metabdlicas de la matriz. Estas deshidrogenas utilizan
nucleétidos de piridina (NAD o NADP) o nucleétidos de flavina (FMN o FAD) como

aceptores electronicos.

La cadena respiratoria mitocondrial esta constituida por el complejo | (NADH-
ubiquinona oxidoreductasa), el complejo Il (succinato-ubiquinona reductasa), el
complejo Il (ubiquinol-citocromo ¢ reductasa), y el complejo IV (citocromo oxidasa)
que son en su mayoria, proteinas integrales de membrana con grupos prostéticos
capaces de aceptar y donar uno o dos electrones. Los tipos de transferencia
electrénicas que se presentan son: 1) transferencia directa de electrones (reduccién
Fe*" a Fe?"), 2) transferencia de un atomo de hidrogeno (H* + e) y 3) transferencia

de un ion hidruro (:H") portador de dos electrones) (Lehninger, 2005).

La denominacion de cadena respiratoria es descriptiva, ya que el proceso
esta constituido por una secuencia acoplada de reacciones que dan como resultado
la respiracion o consumo de oxigeno. Este sistema multienzimatico es conocido
también como cadena de transporte de electrones, lo que pone énfasis en que las
reducciones y oxidaciones son fendmenos caracterizados por la ganancia o pérdida

de electrones (Figura 1.8).
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El producto final de la cadena respiratoria es la generacién de agua por parte
del complejo IV mitocondrial (citocromo oxidasa) al ceder cuatro electrones

provenientes de la cadena transportadora de electrones al oxigeno molecular.

Succinato NADH

COMPLEJO II FfD

Succinato Q- Fs-S
reductasa v
Clt S

250 kDa

NADH :
ubiquinona
Fe-S oxidoreductasa

[ EMN COMPLEJO |
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Coenzima Q 566 ATP Sintasa
oxidoreductasa =
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Cit a,

l——@@>
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Figura 1.8 Esquema de la cadena respiratoria acoplada a la sintesis de ATP.

Una proporcion menor de O, puede estar involucrada en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como el anién superdxido O712, el perdxido de
hidrégeno H,O, y el extremadamente reactivo radical HO". Si bien la generacion de
ROS ocurre en su mayoria en el complejo Il debido al ciclo de protones entre la
ubiquinona, los citocromos b y ¢1 y las proteinas con centros de hierro-sulfuro, el
complejo | también puede ser un importante generador de ROS. Estas especies de
oxigeno reactivas son toxicas y como tales deben de ser descompuestas por
enzimas especializadas como las catalasas, peroxidasas y las superoxido
dismutasas. Sin embargo, algunas de ellas pueden escapar de su remocion y tener
efectos dramaticos sobre la mitocondria asi como activar la cascada de eventos que

induce la muerte celular programada o apoptosis (Szewczyk y Wojtczak, 2002).
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1.2.1.1 Los estados respiratorios de la mitocondria

Las reacciones de oxidacion de los sustratos en las mitocondrias dependen de la
presencia de ADP y fosfato inorganico. En condiciones fisioldgicas normales la
membrana mitocondrial tiene una alta concentracion de Pi, de manera que la
concentracion de ADP es la reguladora de la velocidad de los procesos. La
respiracion mitocondrial medida con métodos adecuados (por ejemplo, polarografia
de oxigeno) permite observar que en ausencia de ADP la actividad es limitada,
mientras que después de anadirlo la respiracion se activa a velocidades que pueden
llegar a ser cinco o diez veces mayores que en su ausencia. Cuando todo el ADP
afadido es convertido en ATP, la actividad respiratoria retorna a una velocidad

similar a la inicial (Figura 1.9) (Alvarez et al., 1994).
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Tietnpo (minatos)

Figura 1.9 Estados respiratorios en la mitocondria.

Al estado metabdlico caracterizado por la presencia de sustrato oxidable,
ausencia de ADP y consumo lento de oxigeno se le denomina estado controlado o
estado 4. La adicion de ADP establece un consumo rapido de oxigeno y por ello este
estado se designa estado activo o estado 3, que se mantiene hasta que todo el ADP
es transformado a ATP, retornando entonces al estado 4. La relacion entre la
respiracion en estado 3 y la correspondiente al estado 4 se denomina control

respiratorio (ibidem.).
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El control respiratorio y el indice P:O (relacion entre el fosfato incorporado al
ATP y el oxigeno utilizado) se usan para expresar el grado de acoplamiento entre los
procesos de oxidacion y de fosforilacién. Valores bajos o extremadamente altos de
control respiratorio o de indice P:O indican mitocondrias dafiadas o desacopladas
(Cuadro 1.5) (Alvarez et al., 1994; Boveris, 1998).

Cuadro 1.5 Caracteristicas de los estados respiratorios 3 y 4 mitocondriales.

Estado Disponibilidad| Nivel | Nivel de | Velocidad de | Factor determinante de
metabdlico de O, de ADP | sustrato | respiracion | la actividad respiratoria
3 Si alto alto rapida cadena respiratoria
4 Si bajo alto lenta ADP

1.2.2. La NADH ubiquinona oxidoreductasa o complejo | mitocondrial

La NADH-ubiquinona oxidoreductasa (Complejo | mitocondrial) (EC 1.5.6.3) es la
primera de los tres complejos enzimaticos que forma parte de la cadena
transportadora de electrones del NADH al oxigeno. Este complejo acopla la oxidacion
del NADH vy la reduccion de la ubiquinona para la generacién de un gradiente de
protones que es utilizado posteriormente en la sintesis de ATP. El complejo es muy
semejante en las mitocondrias de los organismos eucariontes, en tanto que los
procariotes poseen una contraparte estructuralmente simple pero altamente
homodloga en secuencia, funcién y grupos prostéticos, denominada NDH-1 (Kao et
al., 2004)

El complejo | de los mamiferos esta formado por cuando menos 46
subunidades, 7 de Iss cuales (N1 a N6 mas ND4L) son codificadas en el genoma
mitocondrial y los otras son de origen nuclear. Contiene una molécula FMN y centros
Fe-S binucleares (2) y tetranucleares (6) como grupos prostéticos. (Bai et al., 2004).
Los estudios bioquimicos y de microscopia electronica, revelan un complejo

enzimatico en forma de “L inversa” que puede ser disociado en dos regiones
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principales. Una regién vertical orientada hacia la matriz mitocondrial que contiene
los sitios de acoplamiento para el NADH y una region horizontal embebida en la
membrana, formada por proteinas hidrofdbicas codificadas por el genoma
mitocondrial. En la ultima regién es posible que se encuentre el sitio catalitico donde
la ubiquinona se reduce asi como el sitio de uniéon de los diversos inhibidores
(Matsuno-Yagi and Yagi, 2001)

El complejo | cataliza la reaccion global:
NADH + Q + H" + nH'enprada <> NAD™ + QH2 + nH'saiga (Q=quinona; n=3-5)

en la que la ubiquinona oxidada (Q) acepta un ion hidruro (dos electrones y un
protén) desde el NADH y un proton desde el agua disolvente de la matriz. El
complejo enzimatico transfiere un par de equivalentes de reduccion del NADH a su
grupo prostético FMN, los cuales posteriormente viajan por los centros Fe-S en su
camino hacia la ubiquinona. El amital, la rotenona vy la piericidina A inhiben el flujo de

electrones desde estos centros Fe-S a la ubiquinona.

El ubiquinol (QH2) que es la forma totalmente reducida, difunde en la
membrana desde el complejo | al complejo Il en donde nuevamente se oxida a Q. Lo
anterior va acompafado del movimiento de protones desde la matriz mitocondrial al
lado exterior (citosdlico) de la membrana interna (espacio intermembrana) (Miyoshi,
2001)

Algunos de los defectos estructurales y funcionales del complejo |, han sido
involucrados en diversas enfermedades como la neuropatia 6ptica hereditaria de
Lebers, relacionada con mutaciones en las subunidades mitocondriales ND1, ND4 y
ND6 y la enfermedad de Parkinson inducida por rotenona y por 1- metill-4-
fenilpiridinium (MPP*), entre otras (Orth y Schapira, 2002; Procaccio et al., 1999).

Si bien se ha avanzado sobre el conocimiento de la estructura del complejo |,
todavia existen aspectos poco claros en los caminos internos de transferencia de los

electrones y en el acoplamiento energético que involucra al grupo N2-Fe-S y una o
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mas subunidades a la quinona. Se ha postulado que la subunidad PSST y su
homologo bacteriano NQOG6 pudieran ser los componentes proteicos involucrados en
la transferencia de electrones desde el grupo N2 a la quinona y posiblemente los
sitios de union de los inhibidores como la rotenona, piericidina A bullatacina y

rolliniastantina-1, piridaben, etc. (Schuler et al., 1999).
1.2.3. Lanzadera para la oxidacion mitocondrial del NADH citosdlico.

La membrana interna mitocondrial no es permeable al NADH citosdlico y el complejo
I mitocondrial s6lo puede aceptar electrones del NADH de la matriz, por lo que
existen sistemas especiales de lanzadera que transportan equivalentes de reduccion
desde el NADH citosolico a la matriz mitocondrial mediante una ruta indirecta. En las
células del higado y corazon, la lanzadera mas activa es la malato-aspartato. En ella,
los equivalentes de reduccion del NADH citosélico se transfieren primero al oxalato
citosolico, obteniéndose malato por la accion de la deshidrogenasa citosdlica. El
malato pasa a través de la membrana interna a la matriz, via el sistema de transporte
malato-a cetoglutarato. Dentro de la matriz, los equivalentes de reduccion pasan por
accién del malato deshidrogenasa al NAD de la matriz formando NADH, el cual
puede pasar los electrones al complejo |. El oxaloacetato citosdlico se regenera via
reacciones de transaminacién, asi como la actividad de los transportadores de

membrana para iniciar un nuevo ciclo (Lehninger, 2005).
1.2.4. Inhibidores de la NADH- ubiquinona oxidoreductasa.

Alrededor de 60 familias de compuestos sintéticos o naturales son conocidos como
inhibidores del complejo | mitocondrial e incluyen a diversos tipos de antibidticos,
insecticidas, agroquimicos y neurotoxinas y cuya potencia se expresa generalmente
con relacion a la rotenona, que es clasico inhibidor del complejo |. Las mitocondrias
de los insectos y peces parecen ser particularmente sensibles a la inhibicién del
complejo |, en contraste, las mitocondrias de los hongos y plantas son naturalmente
resistentes. Entre las bacterias, Rhodobacter capsulatum y Paraccoccus denitrificans

presentan sensibilidades semejantes a las de los mamiferos, pero Escherichia coli es
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extremadamente insensible a la rotenona y otros inhibidores (Yagi et al., 1998;
Dupuis et al., 1998).

En esencia, la estructura de los inhibidores del complejo | es similar a la
ubiquinona, con una “cabeza” ciclica que corresponde al anillo de la ubiquinona y un
“tallo” hidrofdbico. Las variaciones naturales dentro de cada familia de inhibidores
estan normalmente restringidas a substituciones y al grado de oxigenaciéon sobre el
tallo (Degli Esposti, 1998).

Tomando en consideracion las caracteristicas estructurales y funcionales del
complejo | no es sorprendente que la estructura-actividad de los inhibidores también
presente dificultades. La caracteristica comun de ellos, es que son moléculas
lipofilicas debido a que parte del complejo | -donde la ubiquinona recciona- parece
estar inmerso en la membrana mitocondrial interna o al menos su acceso. Por lo
tanto la potencia inhibidora de cada compuesto esta determinada por las
interacciones especificas con la enzima, y por factores no especificos que afectan su

acceso al sitio de unién (Miyoshi, 2001).

Muchos de los inhibidores del complejo | han sido empleados para tratar de
identificar los sitios de transferencia energética en este complejo multienzimatico. A
pesar del gran numero de reportes, aun no esta claro si la unién de estas moléculas
se realiza en un sitio activo amplio, donde las zonas de reaccién pueden
sobreponerse, o bien en diferentes dominios cercanos, en los que la ocupacion de

uno de ellos, pueda causar cambios conformacionales en otros.

Se postula que dentro del dominio membranoso de la enzima, pudiera existir
tres sitios (0 zonas) de reaccion de la ubiquinona. Dos de ellos (A 6 NAy B 6 P1
respectivamente) ligados a la transferencia de protones a través del intermediario
ubisemiquinona, y el tercero (C 6 NB) asociado a la formacién del ubiquinol sin

desplazamiento de protones (Degli Esposti, 1998).

En paralelo, los inhibidores también pueden ser clasificados en dos o tres tipos

funcionales acorde con el modelo anterior. Uno de los dos sitios de acoplamiento
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energético es bloqueado por el inhibidor rotenona y otros inhibidores que actuan

sobre el sitio B 6 P4. La piericidina A, y la ACG rolliniastatina-1 son capaces de inhibir

ambos sitios de acoplamiento energético. En tanto que las ACG rolliniastatina—2

(bullatacina) y cherimolina-1 bloquean el sitio mas interno de traslocacion de

protones o sitio (A 6 Na) (Tormo et al., 1999c) (Cuadro 1.6 y Figura 1.10).

Cuadro 1.6 Clasificacion funcional de los inhibidores del complejo | mitocondrial. Modificado

de Degli 1998.
Tipo de inhibidor y accién
Tipo A—

Antagonistas de la quinona

Tipo B—
Antagonistas de la
semiquinona

Tipo C—
Antagonistas del quinol

Inhibidores representativos

Rolliniastatina-2
Piericidina A (primer sitio)?
Idebenona

Rotenona

Piericidin A (segundo sitio)
a

Piericidina B

Amital

Fenoxan

Productos del Quinol
Q-2 reducido®
Mixotiazol
Estigmatelina

TDS

Meperidina Demerol

Piericidina A presenta dos sitios de unién.
®Q-2 reducido también actua en el sitio del quinol.
“Analogos del 4-alquil del MPP presenta dos sitios de interacion.

Otros inhibidores

Otras acetogeninas de
anonaceas

Eritrosina, iodoacetamida
Penalamida

Ranolazina

Otros rotenoides
Ubicidinas

Q-2 reducidas®
Acaricida pirazole
Quinolonas

Anéalogos de 4’-alquil-MPP °
4" -alquil-piridinas
Mixalamida

Vacor

Colorantes de carbocianina
DNP y otros desacoplantes
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Cherimolina-2
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Figura 1.10. Posibles sitios de union de los inhibidores al complejo | mitocondrial. Modificado
de Tormo et al., 1999b.

1.2.5. Efecto de las acetogeninas sobre la respiracion celular

A pesar de que la gran mayoria de los estudios de inhibicion con las acetogeninas
han sido realizados en particulas submitocondriales, su actividad inhibitoria sobre el
complejo | fue reportada inicialmente con el uso de polarografia de oxigeno y

midiendo la respiracion de las mitocondrias expuestas a estas moléculas.

De esta manera, la respiracién de las mitocondrias aisladas de higado de rata
y del intestino medio de larvas del 5° instar del gusano del tabaco Manduca sexta
expuestas a bullatacina, procedi6 a velocidades normales en presencia del substrato
oxidable del complejo lll, el succinato, sin embargo, la respiracion fue abatida y
completamente inhibida cuando el sustrato se cambidé a acido glutamico que es
oxidable por el complejo |. La adicion de succinato a las mitocondrias inhibidas, liberd
el bloqueo del consumo de oxigeno inducido con acido glutamico. La bullatacina tuvo
una potencia inhibitoria del doble de la rotenona y su Clso fue de 9nM en las células
de higadoy de 11 nM en M. sexta. (Ahammadsahibb et al., 1993).

Resultados semejantes fueron obtenidos con las células del intestino de larvas
del 5° instar de Ostrinia nubilalis expuestas a asimicina. Esta acetogenina redujo el
estado 3 de la respiracion cuando se utilizaron los substrato oxidables del complejo |,

malato o piruvato (Clsp de O.55 nM/mg de proteina mitocondrial) sin modificacion en
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el cociente ADP:O. En las mitocondrias parcialmente inhibidas el consumo de
oxigeno fue restablecido y el estado 3 se normalizé cuando fue afiadido succinato
(Lewis et al., 1993).

En un estudio de relacion entre la estructura y la actividad de 20 acetogeninas
naturales y semisintéticas sobre la respiracion de mitocondrias aisladas del higado
de rata, los resultados analizados como valores del control respiratorio (CR),
indicaron una variacion en la Clsp de 15 a 800 nM/mg de proteina mitocondrial. La
tendencia de acuerdo a la estructura de las acetogeninas sefalé que las bis THF
adyacentes y no adyacentes poseen una actividad 10 veces mayor que las mono
THF. La acetogenina natural mas activa fue la bullatacina con una Clso = 71 nM/mg
de proteina (Landolt et al., 1995).

1.2.6. Las acetogeninas como inhibidores del complejo | mitocondrial

Para medir la potencia de los inhibidores sobre el complejo |, el sistema mas
empleado es el de las particulas abiertas de mitocondrias (SMP) a las que se les
agrega concentraciones crecientes de los inhibidores y se mide espectrométicamente
la oxidacion de una cantidad constante de NADH. Dependiendo del aceptor de los
electrones, los ensayos son de inhibicién de la NADH:ubiquinona oxidoreductasa o
de inhibicion de la NADH oxidasa (Figura 1.11).

En el primer tipo de ensayo, el NADH soluble en agua cede sus electrones al
complejo | y éste los transfiere a un aceptor (quinona) artificial. Adicionalmente se
utilizan otros inhibidores para bloquear la accion del complejo Ill como la antimicina y
del complejo IV como el KCN. Debido a que las quinonas fisiolégicas son
compuestos insolubles en el agua, la decil ubiquinona (DB) ha sido la mas utilizada
como aceptor de los electrones ya que reacciona completamente con los sitios del
complejo |, es soluble en agua y tiene disponibilidad comercial, por lo que también se

denominan ensayo de NADH: DB oxidoreductasa (Tormo et al., 1999b)
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a) b)
Figura 1.11. Esquema de la prueba de inhibicion de la: a) NADH: decilubiquinona
oxidoreductasa y b) de la NADH oxidasa (modificado de Tormo et al., 1999b).

Por otro lado, el ensayo de inhibicion de la NADH oxidasa representa una
actividad integrada, en donde el NADH se oxida y los electrones son transferidos a lo
largo de la cadena respiratoria y finalmente aceptados por el oxigeno molecular, por
lo que se considera con condiciones mas cercanas a las fisiolégicas. Debido a que
hasta el momento no se ha reportado que las ACG actuen sobre otros complejos
mitocondriales, la inhibicion de la actividad de la NADH oxidasa es directamente

atribuida a la inhibicion de la NADH ubiquinona oxidoreductasa (ibidem).

Es posible que las diferentes formas de inhibicion de las ACG se deban a los
diversos arreglos moleculares en su estructura, por lo que se han convertido en
herramientas valiosas para estudiar este complejo mitocondrial e intentar
comprender mejor su mecanismo. En comparaciéon con otros inhibidores, se ha
postulado que existen grupos quimicos en la cadena alifatica que pueden modular su

actividad inhibitoria.

Bajo este esquema, en los ensayos de inhibicién de la NADH oxidoreductasa,
la cherimolina-1, (bis-THF no adyacente) mostré una curva de titulacion hiperbdlica,
un comportamiento acompetitivo respecto a la quinona substrato y un sitio de unién
que no se sobrepone con la rotenona. Estas caracteristicas, semejantes a la
rolliniastatina—2, situaron a estos compuestos dentro del escaso tipo de inhibidores

que bloquean el primer sitio de acoplamiento de la energia (A 6 Na) sugiriéndose que
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el grupo OH situado en el C4 pudiera influir en su union a este sitio (Estornell, et al.,
1997).

La rolliniastatina—1 (bis-THF eritro/ cis/ treo/ cis/ treo), la rolliniastatina—2 (bis-THF
eritro /trans/ treo/ trans/ treo) y la crossolina (mono-THF; treo/ trans/ treo), con
semejanza estructural pero estereoquimica diferente, presentaron discrepancias con
relacion a su comportamiento en los ensayos para la inhibiciéon del complejo I, las
cinéticas de Michaelis Menten y las cinéticas de desplazamiento con la rotenona,
indicando que cada una de ellas puede actuar sobre diferentes sitios en el complejo
I. Sin embargo estos estudios no pudieron definir si las acetogeninas inhiben en
diferentes sitios o si el sitio de inhibicidon es suficientemente amplio con varios puntos
de unién (Tormo et al., 1999c) (Cuadro 1.7). Si bien se ha descrito que la actividad
de las ACG mono-THF es menor que la exhibida por las bis-THF sobre
NADH:ubiquinona oxidoreductasa, cuando se bloquea la NADH oxidasa ambos tipos
de ACG lo hacen en el mismo rango de concentraciéon. Lo anterior es senalado como
una caracteristica compartida con otros inhibidores del complejo |, incluyendo la

rotenona.

Cuadro 1.7 Clasificacion funcional de las acetogeninas como inhibidores del complejo |
mitocondrial*.

: : Curva de . C Exclusién con
Tipo Funcional Titulacion Tipo de inhibicion Rotenona
Rolliniastatina —2 . . .
Inhibidor del sitio A Hiperbdlica Acompetitiva No
Crossolina
Tipo general de ACG Hiperbdlica No competitiva Si

Inhibidor del sitio B

Rolliniastatina —1
Tipo dual, Sigmoidal Acompetitiva Si
Inhibidor de ambos sitios

La rolliniastatina —1 es mutuamente excluyente con la rolliniastatina -2

*De acuerdo a Tormo et al., 1999c
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1.3 El cancer y los farmacos utilizados en su tratamiento

Las neoplasias malignas son la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cronico-degenerativas y supera a las defunciones conjuntas de SIDA,
tuberculosis y malaria; 24.6 millones de personas en el mundo viven con cancer y
segun las proyecciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de la Union
Internacional Contra el Cancer (UICC), el numero de casos nuevos por afo
aumentara de 10.9 millones en el afio 2000 a 16 millones para el 2020 (Ochoa,
2008).

Se estima que mas del 40% de los canceres se pueden prevenir. Sin
embargo, el aumento de algunos factores de riesgo, como el consumo de tabaco y la
obesidad, contribuyen a aumentar la incidencia de la enfermedad, sobre todo en los
paises de ingresos bajos y medios. Otros factores de riesgo prevenibles son los
carcindbgenos ambientales y las infecciones que causan el virus de la hepatitis B y el

virus del papiloma humano (VPH) (/bidem).

En México, el cancer constituye un problema importante de salud publica y la
mayor letalidad se presenta en los hombres con tumores malignos de traquea,
bronquios y pulmén (16%), prostata (14.8%) y estdmago (9.6%) en tanto que en las
mujeres, los cervicouterinos (14%) y los de mama (13%) son los mas frecuentes.
(IMSS, 2005).

El término “cancer” agrupa a una coleccion de enfermedades con la
caracteristica comun de la reproduccion incontrolada de tejido, producto de una
acumulacién de diversas alteraciones genéticas que les permiten superar los puntos
de control del ciclo celular (Vogelstein y Kinzler, 1993); el espectro de alteraciones
respecto al de las células de origen, determina el comportamiento bioldgico y la

agresividad de cada tumor (Marx, 1994).

La mayoria de los farmacos oncoldgicos tienen como blanco de actividad al
genoma o al metabolismo celular, por lo que actuan sobre las células transformadas

pero también sobre tejidos normales; por ello, los pacientes bajo tratamiento
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presentan diversos efectos adversos que incluye desde la caida de cabello, nauseas
y cefaleas hasta defectos en los fetos, toxicidad, disminucion del numero de células
blancas y dafio severo en la médula 6sea; frecuentemente se presenta supresion
gonadal con deterioro de la funcién testicular u ovarica. Debido a su toxicidad, su
administracion es usualmente combinada a fin de atenuar sus efectos indeseables,
asi como para evitar en las células neoplasicas la induccién de mecanismos de
multiresistencia (MDR) que les permita evadir la accion de los agentes oncoldgicos
(Volk et al., 2000).

1.3.1 El proceso de la carcinogénesis y sus fases

La carcinogénesis puede resultar de la accion de gran variedad de inductores
quimicos, fisicos, bioldgicos y/o genéticos o de una combinacion de estos; las células
adquieren la ventaja de una expansion clonal como resultado de la activacion de

proto-oncogenes y/o inactivacion de genes supresores de tumores.

Cuando se produce una alteracién del ADN se advierten 3 posibilidades para
la célula: pueden actuar los mecanismos de reparacion del dafo y la célula regresar
a la normalidad, la célula puede morir, o puede pasar a ser una célula iniciada en la
transformacion. En la ultima posibilidad y durante la evolucion de normales a
cancerosas, las células transitan por eventos o fases de carcinogénesis

denominados: a) iniciacion, b) promocion y c) progresion (Vogelstein y Kinzler, 1993).

a) La iniciacion, resulta de una alteracién genética irreversible, probablemente
a partir de una o mas mutaciones simples, transversiones, transiciones y/o pequefas

supresiones de ADN con las siguientes caracteristicas:

e Las células iniciadas son el resultado de una exposicién subletal a un
agente iniciador (p. ej. un carcinégeno quimico).

e Las células iniciadas tienen un dafio genético permanente y sostenido
el cual es transmitido a su progenie. El dafo celular no debe ser tan

severo que incapacite a la célula para replicar su ADN y llevar a cabo la
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division celular. Después de una ronda de replicacion, el dafo en el
ADN se "fija" y por lo tanto es permanente.
Las células iniciadas no estan transformadas, pero tienen un riesgo

mayor de volverse neoplasicas bajo circunstancias apropiadas.

b) La promocion involucra procesos donde la célula iniciada sufre una

expansion clonal selectiva y desarrollan tumores benignos e incluye:

La produccién y el mantenimiento de una hiperplasia crénica especifica.
La proliferacion celular sostenida tiene una combinacién de replicaciéon
celular incrementada y una muerte celular disminuida.

La proliferacion celular permanece dependiente de la presencia
continua del estimulo promotor por lo que el crecimiento no es
autonomo (los tumores benignos, que representan el producto final de
la promocidén, pueden exhibir crecimiento no-regulado pero no
crecimiento autonomo).

La promocion resulta de mecanismos epigenéticos y no involucra
cambios en la estructura del ADN, sino en la expresion del genoma
mediante las interacciones del agente promotor con algunos receptores
celulares. Aunque los promotores no sean mutagénicos (no causen
cambios directos en el ADN), pueden ocurrir mutaciones adicionales
debido a que las células en rapida division son genéticamente
inestables y porque algunos promotores inducen la formacién de
radicales libres e inician el dafo celular oxidativo. Lo anterior puede
dafiar el ADN y las enzimas que participan en la replicacion y

reparacion del genoma.

c) La progresion constituye la conversiéon maligna e involucra la modificacion

de lesiones premalignas hacia lesiones malignas; se acumulan cambios genéticos

que incrementan la velocidad de crecimiento, la capacidad de invasién y de

metastasis celular. La fase final e irreversible de la progresion se caracteriza por
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inestabilidad cariotipica y crecimiento maligno. (Vogelstein y Kinzler, 1993; Loeb,
1994)

1.3.2 La invasion y la metastasis

La invasion y la metastasis son la culminacién de un proceso de carcinogenésis. El
criterio de malignidad consiste en la capacidad de una neoplasia de invadir y generar

tumores en sitios distantes del origen primario.
Las rutas para la diseminacion de las células cancerosas incluyen:

e Los vasos linfaticos, los cuales no tienen membrana basal.

e Los vasos sanguineos, a nivel capilar donde la barrera es limitada a
una capa de células endoteliales y la membrana basal subyacente.

e Transceldmica: Esta se lleva a cabo en las cavidades del cuerpo a

través de diseminacion por continuidad a lo largo de la superficies.

Los patrones de colonizacion revelan que los sitios de metastasis estan
influenciados por la irrigacién sanguinea y las propiedades especificas de los tejidos.
Para formar una metastasis las células cancerosas deben de ser capaces de pasar

por una serie de eventos que se denomina “la cascada metastatica” que incluye:

e La formacion de un nddulo neoplasico primario con angiogénesis que
permita el aporte sanguineo.

e La invasion de las membranas basales epiteliales y/o endoteliales
mediante la alteracién y degradaciéon de los contactos entre célula-
célula y célula-matriz extracelular.

e La diseminacion y supervivencia dentro de la circulaciéon sanguinea.

e La invasion y proliferacibn en nuevos microambientes con
neovascularizacion.

e Evasion de las respuestas inmunes antitumorales que puedan
encontrarse en cualquiera de los pasos anteriores. (Cotran et al., 1999;

Aznavoorians et al., 1993).
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1.3.3 La resistencia de las células cancerosas

Uno de los mayores problemas clinicos en los pacientes con cancer, es la falta de
respuesta de los tumores a uno o varios agentes oncoldgicos que pueden diferir en
su estructura quimica, blancos farmacolégicos o inclusive rutas metabdlicas,
denominado sistema de resistencia multiple a los farmacos (MDR). Esta resistencia
puede aparecer durante el curso de la evolucion de la enfermedad (resistencia
intrinseca) o en respuesta a la quimioterapia (resistencia adquirida) (lllmer et al.,
2000; Bredel, 2001), como resultado de alteraciones genéticas que les permite a las
células transformadas evadir la accion de uno o varios farmacos (multifarmacos). La
utilizacion de algunos farmacos para sensibilizar a las células para la quimioterapia o
para bloquear algun mecanismo de resistencia (varapamil o ciclosporina A), puede
resultar en la adquisicion de nuevas vias de salvamento celular, lo que indica que
este sistema no sélo es complejo sino también multifactorial (Harker et al., 1986). Los

mecanismos de resistencia identificados in vitro caen en tres categorias principales.

Reduccidén intracelular de los farmacos asociada a la sobreexpresion de

proteinas transportadoras como: (a) proteinas transportadores pertenecientes a la
familia que une e hidroliza ATP (ATP-binding cassettes o transportadores-ABC),
entre las que se han descrito la P-glicoproteina de membrana (P-gp), la proteina
asociada a la resistencia multiple (MRP) y la proteina de resistencia del cancer
mamario (BCRP). Estas proteinas funcionan como bombas dependientes de ATP,
reduciendo la acumulacion intracelular de los farmacos. (Lage, 2003; Juranka et al.,
1989). (b) La sobre-expresion de la proteina mayor de cupulas (LRP) asociada a las
particulas de 13 MDa de ribonucleopoteinas, involucradas en el transporte bi-
direccional de substratos entre el nucleo y el citoplasma y que han sido relacionadas

con la redistribucion y secuestro de los farmacos (Sunnaram et al., 2003).

Alteracién de los blancos de actividad de los farmacos. Muchos farmacos

tienen como blanco de accion al ADN, y un mecanismo de resistencia es el
incremento en su nivel de reparacion. Por ejemplo, la sobre-expresiéon de la enzima

reparadora MGMT permite la remocién de grupos metil unidos en el O° de guaninas,
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resultantes de de la quimioterapia con nitroureas. Otro mecanismo es la alteracion en

la expresion de la ADN topoisomerasa Il (dependiente de ATP) (Bredel, 2001).

Alteracion en la apoptosis. La mayoria de los farmacos oncolégicos actuan

directa o indirectamente sobre puntos especificos de las rutas apoptoticas, por lo que
el cambio en alguna de las enzimas o0 en su expresidn, puede elevar la resistencia a
la muerte celular. La sobreexpresién de proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 y
mutaciones en la ciclina p53 son algunas de las mas documentadas. (Robert, 2001;
Lebedeva et al., 2000; Brown et al., 1999).

1.3.4 Mecanismos de accién de los farmacos antineoplasicos

La cirugia y/o radioterapia son los procedimientos recomendables para tumores
localizados y cuando la invasion a otros érganos no se ha diagnosticado; los tumores
metastaticos o diseminados son generalmente tratados con quimioterapia. La
actividad de los farmacos es heterogénea y puede o no, ser dependiente de alguna
fase del ciclo celular. A continuacién, se describe de manera sucinta la accion de los

farmacos mas utilizados, asi como los mecanismos celulares de resistencia a ellos.

Inhibidores de microtubulos como la vincristina, vinblastina y el taxol

(paclitaxel). Los microtubulos son polimetros de proteinas responsables de la
formacién del huso mitético y el movimiento de los cromosomas durante la division
celular; su componente principal es la tubulina, una proteina con dos subunidades
(alfa y beta). Los alcaloides de Vinca (vincristina y vinblastina) asi como el triterpeno
de Taxus brevifolia (taxol), bloquean las células en fase M (mitosis) especialmente
durante la metafase. Estos compuestos se unen al C terminal de la B tubulina
impidiendo la formacion de dimeros y reduciendo su disponibilidad para el
ensamblaje de microtubulos. Lo anterior provoca el desensamblaje y la formacion de
microtubulos pequefios, que da como resultado la interrupcion de la divisién celular
(Gupta et al., 2003). La resistencia a su accién esta relacionada con la sobre-
expresion de la glicoproteina transportadora de membrana Pgp, la cual puede

compartirse con otros farmacos (Kiue et al., 1990; Depeille et al., 2004) o por una
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alteracion en la estructura de la tubulina, lo que resulta en un cambio de afinidad del

compuesto por la proteina (Bredel, 2001).

Farmacos que se unen covalentemente al ADN a) Agentes alquilantes como

la_ciclofosfamida y el clorambucil. Todos los agentes alquilantes tienen grupos

electrofilicos que reaccionan con grupos donantes de electrones. Los efectos
citotoxicos de estos compuestos se relacionan con la alquilacion del ADN
especialmente en el N7 de la guanina y O de la citocina (Cai et al., 1999; Hemminki,
1985). Los farmacos pueden ser mono o bifuncionales, siendo los ultimos mas
potentes ya que producen cruzamiento intra e intercadena del ADN. Los agentes
alquilantes son generalmente considerados independientes del ciclo celular, aunque
son mas citotoxicos en las células de alta proliferacion y las consecuencias
biolégicas son mas severas cuando su interaccion es durante la sintesis del ADN
(fase S). Varios mecanismos se han implicado como causa de su resistencia: el
decremento de su concentracion en las células, el aumento de glutation (donador de
electrones) y el incremento en los mecanismos de reparacion del ADN (Gaidano et

al., 2002; Richardson y Sieman 1995). b) Coordinados de platino como el Cis platino

(cis-diclorodiaminoplatino). Los coordinados de platino trabajan diferente a los

agentes alquilantes. Intercambian iones cloruro por grupos nucleofilicos. Si bien
existen en forma cis y trans, sélo los primeros tienen actividad antitumoral,
posiblemente por tener los grupos reactivos en esa orientaciéon. Su sitio principal de
unién es N’ de la guanina y de la adenina, formando entre-cruzamientos entre el
farmaco y el ADN (Silverman et al., 2002); su actividad no parece ser dependiente
del ciclo celular. La resistencia cruzada con los agentes alquilantes no es frecuente,
pero al igual que en ellos, se presenta mediante un aumento en los mecanismos de
reparacion del ADN y un incremento de glutation o de proteinas que unen metales
(Yamada et al., 1997).

Farmacos que se unen no covalentemente al ADN como los antibiodticos

antraciclinicos doxorubicina (adriamicina) y dactinomicina (actinomicina D). Estos

farmacos interactuan con el ADN en diferentes formas incluyendo su intercalacion,

rompimiento de las cadenas del ADN e inhibicibn de la transcripcion. A bajas
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concentraciones forman un complejo con el ADN bloqueando el movimiento de la
ARN polimerasa, lo que interfiere con la sintesis del ARN dependiente del ADN. A
altas concentraciones la replicacion del ADN también puede inhibirse. Se afecta la
transcripcién de todos los tipos de ARN pero los de ARN ribosomales son mas
sensibles. Su accidn citotdxica puede ser en cualquier fase del ciclo celular, tanto en
células en division como en Go. Su resistencia se observa por la amplificacion del
gen mdr-1 que codifica para la glicoproteina transportadora de membrana Pgp y es
cruzada con otros antibioticos antraciclinicos y alcaloides de Vinca (Slapak et al.,
1994; Bredel, 2001).

Antimetabolitos como el Metotrexato. En este grupo se encuentran analogos

estructurales de compuestos que intervienen en la biosintesis de los acidos nucleicos
(Fase S) y que actuan competitivamente por los sitios de unién de diversas enzimas.
Existen tres categorias de ellos: antifolatos, analogos de purinas y antimetabolitos de
pirimidinas. El metotrexato se une a la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) e
impide que ésta reduzca al acido folico del cual se derivan una serie de cofactores
que proveen grupos carbonos para la sintesis de los precursores de ADN/ARN como
purinas y el timidilato y por lo tanto se reprime la division celular (Damaraju et al.,
2005). Los mecanismos de resistencia a este farmaco estan relacionados con la
sobre-expresion de proteinas de membrana que disminuyen su concentracion
intracelular, asi como por amplificaciones y mutaciones del gen que codifica para la
dihidrofolato reductasa (Volk et al., 2001; Bredel, M. 2001).

Otros Inhibidores: a) glucocorticoides antiestrogénicos como tamoxifen. La

terapia con estos farmacos es una de la mas utilizadas y efectivas en el manejo de
cancer de mama dependiente de estrogeno. El tamoxifen actia como un inhibidor
competitivo de la unidén del estradiol al receptor celular de estrégeno. Su unién
produce cambios en la forma tridimensional de los receptores, impidiendo su unioén
posterior a la secuencia de respuesta estrogénica en el ADN (Clark et al., 2001). b)

Inhibidores de la angiogénesis como endostatina. Estos farmacos actuan inhibiendo

al factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y por lo tanto la proliferacion de
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las células endoteliales, que son necesarias para la formacion de nuevos vasos

sanguineos en el crecimiento de los tumores y en la metastasis (Hajitou et al., 2002).

La tendencia actual es encontrar o disefar farmacos con una adecuada
selectividad o con baja accion sobre las células normales. Existen varias

aproximaciones como la utilizacion de anticuerpos monoclonales unidos a farmacos,

toxinas o radio-nucleétidos, que reconocen determinantes antigénicos asociados a

los tumores (Lin et al., 2005); modificadores de las respuestas biolégicas como

interferones e interleucinas para reforzar la respuesta inmunolégica de los pacientes
y el desarrollo de terapias enfocadas a la induccién de la muerte celular o apoptosis
(Ghobrial et al., 2005).

1.3.5 Los ratones atimicos como modelo para estudiar el efecto de los farmacos

oncologicos

El raton desnudo consigue su nhombre porque no tiene pelo, aunque la ausencia de
timo es el rasgo mas interesante. Estas caracteristicas se presentan cuando el raton

es homocigoto para el gene recesivo nu.

La ausencia del pelo es debida a una deteriorada queratinizacion que da por
resultado la fractura de los pelos dentro de los foliculos. Se considera que la
condicion sin pelo y la falta del desarrollo del timo ocurren por un defecto en el
ectodermo embrionario cuyas primeras sefiales se observan a partir del dia 11 de
gestacion. El sistema inmune de este raton se caracteriza por tener: una poblacién
pequefia de células T que no llegan a madurar; una respuesta inmune humoral
confinada a la clase de IgM; un nivel bajo de respuesta a los antigenos T-
dependientes; y un aumento compensatorio en el nivel de las células asesinas
naturales (natural killers, NK) en comparacion con los ratones normales (Sundberg,
1994).

Debido también a la ausencia de timo, no pueden desarrollar la mayoria de las

inmunorespuestas, incluyendo:
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. La formacion de anticuerpos que requieren de células T cooperadoras
(Th 6 CD+4)

. Inmunorespuestas que requieren células CD+4 y/o CD+8

. Respuestas de hipersensibilidad tardia

. Desarrollo de células citotoxicas CD+8 (Tc)

. Rechazo a injertos (requieren CD+4 y CD+8)

La ausencia de las células T evita que los ratones desnudos rechacen los
injertos de la misma especie (alloinjertos) e incluso injertos de otras especies
(xenoinjertos). Debido a su pobre respuesta inmune, su crianza y reproduccion debe
ser en condiciones libre de gérmenes ya que los animales son muy susceptibles a

microorganismos y pueden morir facilmente (Fogh y Giovanella, 1982).

Los ratones desnudos han contestado no so6lo muchas preguntas en
inmunologia, sino que su capacidad de mantener el tejido humano les ha hecho ser
modelos indispensables para investigar, entre otras, las caracteristicas de diferentes
tipos de cancer humanos y el efecto que diversas famacos tienen sobre los
organismos debido a que las interacciones multisistémicas permanecen intactas
(Figura 1.12).

Figura 1.12 Ratén atimico de seis semana de edad.
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Capitulo Il. Justificacién y objetivos

4.1 Justificacion

Los metabolitos secundarios de las plantas son una de las fuentes mas importantes
en la busqueda de moléculas activas para desarrollo de nuevos medicamentos
(Cowan, 1999). En el area oncoldgica, algunos de los farmacos mas prescritos
provienen o fueron desarrollados a partir de estructuras de productos naturales con
actividad antitumoral, entre los que se encuentran los alcaloides de Vinca, vincristina
y la vinblastina (Catharantus roseus), el taxol de Taxus brevifolia (Huan et al., 2004),
asi como los antibidticos antraciclinicos adriamicina de Streptomyces peucetius y la

bleomicina de Streptomyces verticillus (Bredel et al., 2001).

Las acetogeninas de anonaceas (ACG) constituyen un grupo bioactivo de
metabolitos secundarios aislados de la familia Annonaceae y presentan una gran
actividad inhibitoria sobre la proliferacion de lineas cancerosas; su mecanismo de
accion los sefialan como uno de los grupos de inhibidores mas potentes del complejo
| mitocondrial (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) (Zafra—Polo et al., 1996; Tormo et
al., 1999; Alali et al., 1999).

En los ultimos afios, se han intensificado las investigaciones sobre la
estructura de la molécula que permita la mayor actividad inhibitoria sobre el complejo
| mitocondrial o en las células tumorales en cultivo; sin embargo, la relacion entre su
actividad sobre el complejo | mitocondrial y su efecto citotoxico en las células
neoplasicas aun no se ha encontrado (Royo et al., 2003; Tormo et al., 2003; Tormo
et al., 2005). Este hecho pudiera deberse a que los ensayos sobre el complejo | se
han realizado en particulas submitocondriales abiertas, en donde las ACG no tienen

barreras fisioldgicas que prevengan su unién a la enzima.

La resistencia a las ACG aun no ha sido reportada, lo que pudiera ser el reflejo
de que cambios o mutaciones en el complejo | mitocondrial disminuyen
sensiblemente el transporte de electrones en la cadena respiratoria con

consecuencias severas para la sintesis de ATP y comprometiendo la vida celular
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(Degli, 1998). Un ejemplo de ello es la muerte de pacientes con mutaciones en este

complejo enzimatico en edad infantil (Procaccio et al., 1999).

Las acetogeninas reducen los niveles energéticos celulares e inducen la
apoptosis (Zhu et al., 2002; Yuan et al., 2003) y aunque aun no esta claro el
mecanismo de activacion, posiblemente acontece por la via mitocondrial con pérdida
del potencial de membrana (AWm) y liberacion del citocromo c. Lo anterior junto a su
actividad sobre las células neoplasicas con mecanismos de resistencia a las drogas,
las sefiala como moléculas importantes en el desarrollo de nuevos farmacos

antineoplasicos.

Sin embargo, una molécula para ser considerada como farmaco potencial,
debe tener una adecuada selectividad sobre las células blanco y el menor efecto
toxico para el organismo receptor. Asi, se ha investigado la actividad antitumoral in
vivo de algunas ACG (Ahammadsahi et al., 1993; Wang, et al., 2002) y aunque los

resultados son prometedores, los estudios son poco comparables.

Annona diversifolia es una especie americana cuyo cultivo en Chiapas es
apreciado en los lugares donde los frutos se consumen y comercializan. De ella se
han obtenido extractos de hojas y tallos con actividad insecticida y se han
identificaron diversas acetogeninas que pudieran ser parte del mecanismo defensivo

de la planta contra el ataque de sus predadores (Gonzalez-Esquinca et al, 2007).

Entre las acetogeninas aisladas de A diversifolia se encuentran laherradurina
y la cherimolina-2, las cuales se utilizaron para analizar interrogantes aun no
resueltas en el estudio de éstos compuestos, como la relacién entre su actividad
citotoxica en los cultivos celulares y su efecto inhibitorio en el desarrollo de tumores
en animales experimentales; asimismo, se considerd importante incursionar sobre su

mecanismo de accion en células neoplasicas que pudiera explicar su actividad.
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4.2 Hipoétesis de trabajo

Si las acetogeninas de la familia Annonaceae inhiben la proliferacion de las células
cancerosas en cultivo o implantadas en modelos murinos, entonces las acetogeninas
laherradurina y cherimolina-2 de Annona diversifolia Saff, deberan de exhibir una

actividad correspondiente en ambos tipos de ensayos.

4.3 Hipoétesis alternativa

La actividad inhibitoria de las acetogeninas laherradurina y cherimolina-2 de Annona
diversifolia Saff sobre la proliferacion de células cancerosas en cultivo, no presenta
correspondencia con el mostrado sobre el desarrollo de los tumores inducidos en

modelos murinos.

4.4 Objetivo general

Evaluar la actividad inhibitoria de las acetogeninas laherradurina y cherimolina-2 de

Annona diversifolia Saff. sobre la proliferacién de células cancerosas.

4.4.1 Objetivos particulares

1. Determinar en ensayos de proliferacion celular, la susceptibilidad de cinco
lineas tumorales humanas a las acetogeninas.

2. Analizar el efecto de la dosis efectiva media (DEsp) de las acetogeninas sobre
el desarrollo de los tumores sélidos inducidos en ratones atimicos en dos
lineas neoplasicas.

3. Evaluar el consumo de oxigeno vinculado a la sintesis de ATP en células

neoplasicas expuestas a las acetogeninas.
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CAPITULO lIl. DESARROLLO DE LOS OBJETIVOS

3.1 Susceptibilidad de cinco lineas tumorales humanas en cultivo a las

acetogeninas laherradurina y cherimolina-2

3.1.1. Descripcion general

La concentracion efectiva media (CEso) reportada para las ACG sobre las lineas
cancerosas humanas es muy variada. La trilobacina y la asiminocina presentan
valores de CEsy menores a 1x10™* pug/mL en algunas lineas celulares (Alali et al,
1999); la bullatacina tuvo un efecto citotoxico dependiente de la concentracion entre
1.0 a 1x 10~ pg/mL en células MCF-7 resistentes a los farmacos (Oberlies, 1997b); y

la esquamocina de 1x107? pyg/mL sobre la linea de leucemia HL-60 (Zhu et al., 2002).

Por esta razon, en los ensayos de proliferacion con las lineas tumorales
humanas de cérvix Ca Ski, HeLa y Si Ha, de colon SW-480 y de mama MCF-7, se
utilizé un amplio margen de concentracion molar de laherradurina y cherimolina-2. La
concentracion efectiva media (CEsp) de las acetogeninas se obtuvo a las 48 h de

exposicion de las células a los compuestos.

También se observo en las lineas celulares, el efecto de una concentracion de
las ACG y se obtuvo el porcentaje de reduccion de la proliferacion celular a
diferentes tiempos de exposiciéon durante 96 h. Como farmaco antineoplasico de

referencia se utilizo en todos los ensayos la doxorubicina (adriamicina, doxolem®).

3.1.2. Material vegetal

Los frutos de Annona diversifolia se recolectados en Copoya, Municipio de Tuxtla

Gutiérrez, Chiapas, México durante septiembre de 2003. Esta localidad se encuentra a

850 msnm y presenta un clima calido subhimedo con lluvias en verano, A (w0). Su

temperatura media anual es de 25.6° C y la precipitacion promedio de lluvia es de 882.6

mm anuales (INEGI, 2003) (Figura 3.1.1). La muestra de referencia con numero 352 se

encuentra en el herbario HEM de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas,

Chiapas, México.
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Figura 3.1.1. Ubicacion geografica de Copoya en el Municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

3.1.3. Las acetogeninas laherradurina y la cherimolina-2

La obtencion de las acetogeninas a partir de extractos hexanicos de las semillas se
realizo en el laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal de la Universidad de Ciencias
y Artes de Chiapas, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, de acuerdo con el procedimiento
reportado por Gonzalez-Esquinca (2001). Las acetogeninas purificadas fueron
identificadas como laherradurina y cherimolina-2 por el Dr. Diego Cortes del
Departamento de Farmacologia, Laboratorio de Farmacognosia de la Universidad de

Valencia, Espafia.

Laherradurina (C37HesO7; PM 624)

Inicialmente aislada de las semillas de A. cherimola (Cortes, 1983), pertenece al
grupo 20 de la clasificacion de Bermejo (Bermejo et al., 2005); posee en su cadena
alifatica dos anillos THF adyacentes (treo/trans/treo/trans/eritro) flanqueados por dos
grupos hidroxilo en los carbonos 15 y 24. El largo de la cadena del espaciador es de
13 carbonos y presenta una y lactona 3-hidroxil y-metil-saturada terminal, la cual es
poco usual en estos compuestos, (Warmerdam et al.,, 1998; Bermejo et al., 2005)
(Figura. 3.1.2).
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Figura 3.1.2. Estructura de laherradurina.

Los trabajos realizados con este compuesto reportan que la ACG es citotoxica
en los cultivos de Artemia salina (DLsp de 5 pg/mL) desde las 6 h de su incorporacion
(De la Cruz, 2001) siendo uno de los inhibidores mas potentes del complejo |
mitocondrial (Dlsp de 0.18 nM) superior a la itrabina (0.21 nM), rolliniastatina-1 (0.60
nM) y cherimolina-1 (1.84 nM) (Tormo et al., 2001). Existen reportes de su actividad
en las lineas humanas de carcinoma colorectal resistente a las drogas SW-480pgp+
(CEsp 0.64°), cérvico uterino HelLa (CEsp 0.742) y de melanoma SkMel 28 (CEso 0.14)
(Gonzéalez-Coloma et al., 2002).

Cherimolina-2 (C37HssOs; PM 638)

También conocida como bullatanocina, esta ACG ha sido aislada de las semillas de
A. cherimola, A. crassiflora, A. glabra, A. squamosa y de las hojas de A. purpurea,
pertenece al grupo 16 de la clasificacion de Bermejo (Bermejo et al., 2005) con un
sistema de anillos tetrahidrofurano no adyacentes. En su cadena alifatica se localizan
grupos OH en los carbonos 4, 16, 19 y 24; presenta un espaciador de 9 carbonos y

una y metil y lactona terminal no saturada (Cavé et al., 1977) (Figura 3.1.3).

Los reportes indican que este compuesto es citotoxico en células de
carcinoma humano de pulmén (A549), de colon (HT-29) (CEso menor de 1x10® en
ambos casos) y de mama (MCF-7) (CEso menor de 6.07 x10) (Cortes et al., 1993) y

gue reduce el consumo de oxigeno en las mitocondrias del higado de rata en el
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mismo rango de concentracion de la bullatacina (Dlsp de 69 nM) (Landolt et al.,

1995).
OH X» -0
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Figura 3.1.3. Estructura de cherimolina-2.

3.1.4 Origen y caracteristicas de las lineas celulares neoplasicas

Las lineas de células neoplasicas humanas fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Virus y Cancer del Instituto Nacional de Cardiologia, México, D.F. y algunas de sus
caracteristicas de acuerdo con la Coleccion de Células Tipo Americano (ATCC) se

presentan en los cuadros siguientes.

Cuadro 3.1.1 Caracteristicas generales de la linea celular Ca Ski.

Numero en la coleccion ATCC: RL-1550 Nombre: Ca Ski
Morfologia: epitelial Propiedades de crecimiento: adherente
Organo de procedencia: cérvix Enfermedad descrita: carcinoma epidermoide

Productos celulares: Subunidad beta de la gonadotropina coriénica humana (hCG)

Comentarios: las células tienen integradas alrededor de 600 copias del genoma del virus del
papiloma tipo 16 (HPV-16).
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Cuadro 3.1.2 Caracteristicas generales de la linea celular MCF-7.

Numero en la coleccion ATCC: HTB-22 Nombre: MCF7 [MCF-7

Morfologia: epitelial Propiedades de crecimiento: adherente
Organo de procedencia: glandula Enfermedad descrita: adenocarcinoma
mamaria mamario

Productos celulares: Proteinas de union a los factores de crecimiento (IGFBP) BP-2, BP-
4y BP-5

Comentarios: la linea MCF7 conserva algunas caracteristicas del epitelio mamario
diferenciado como el procesamiento de estradiol.

Cuadro 3.1.3 Caracteristicas generales de la linea celular SW-480.

NuUmero en la coleccion ATCC: CCL-228 Nombre: SW480 [SW-480]

Propiedades de crecimiento:
adherente

Enfermedad descrita: Adenocarcinoma
colorectal

Morfologia: epitelial

Organo de procedencia: colon

Productos celulares: antigeno embrionario-carcinogénico (CEA), queratina, factor de
transformacion beta

Comentarios: las células producen tumores soélidos en ratones atimicos y expresan
niveles elevados de p53 asi como los oncogenes c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, myb, sis
y fos.

Cuadro 3.1.4Caracteristicas generales de la linea celular HelLa.

Numero en la coleccion ATCC: CCL-2 Nombre: HelLa
Morfologia: epitelial Propiedades de crecimiento: adherentes
Organo de procedencia: cérvix Enfermedad descrita: adenocarcinoma

Productos celulares: antigeno embrionario-carcinogénico (CEA), queratina y factor de
transformacion beta

Comentarios: las células tefiidas con inmunoperoxidasa son positivas a queratina;
contienen secuencias del virus del papiloma 18 (HPV-18)
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Cuadro 3.1.5 Caracteristicas generales de la linea celular SiHa.

NUmero en la colecciéon ATCC: HTB-35 Nombre: SiHa

Propiedades de crecimiento:

Morfologia: epitelial adherentes

Enfermedad descrita: carcinoma de

Organo de procedencia: cérvix ,
9 P células esquamosas

Comentarios: las células producen carcinomas epidermoides poco diferenciados en
ratones atimicos; expresan niveles altos de p53; tienen integrados 1 6 2 copias del
genoma del virus del papiloma 16 (HPV-16)

3.1.5. Método

3.1.5.1 Mantenimiento de las lineas neoplasicas

Para mantenimiento de las lineas celulares se utilizO medio de cultivo D- MEM/F12
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco) adicionado con 10 % de suero fetal
bovino y antibiéticos (100 pg/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina)
denominado medio completo; los cultivos celulares fueron mantenidos a 37° C con
ambiente humedo y 5% de CO,. Todo el manejo de las lineas celulares se llevé a

cabo en condiciones de esterilidad.

Cuando en las cajas de cultivo las células se encontraban confluentes se

realizaron nuevas siembras con el siguiente procedimiento:

1. Se aspird y desecho el medio de cultivo; la monocapa celular se lavé con
solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.15 mM pH 7.2,
removiendo todo el suero que contenia inhibidores de tripsina.

2. Se agregd6 de 2.0 a 3.0 mL de una solucién de 0.25 % (v/v) de Tripsina-
0.53 mM de EDTA y se observo con el microscopio invertido hasta que las

células perdieran su adherencia al substrato (usualmente dentro de 5 a 15
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minutos). Las células dificiles de separar, se colocaron a 37° C por unos
minutos para facilitar su dispersion.

3. Se agreg6 de 6.0 a 8.0 mL de medio completo para inhibir la accion de la
tripsina

4. Las células se lavaron por centrifugacién a 1000 rpm por 3 min.
El sobrenadante se deseché y las células se resuspendieron en medio de
cultivo completo; se colocé una alicuota de la suspension celular en

nuevas cajas de cultivo con medio fresco.

La preservacion de las células se llevé a cabo con medio de cultivo completo
suplementado con 5 % (v/v) de dimetil sulfoxido (DMSO); las alicuotas se

almacenaron a -80° C o en nitrégeno liquido.
3.1.5.2. Conteo de células viables con azul de tripan:

El procedimiento se basa en la capacidad que tiene la membrana plasmatica
integra de no permitir la entrada de este colorante por lo que bajo el microscopio las

células vivas se observan refringentes; las células muertas aparecen tefiidas de azul.

En general, a 900 pl de una suspension celular se le agreg6 100 yL de 0.25 %
(p/v) de azul de tripan en PBS 0.15M pH 7.2 (dilucién 1/10). Las células se contaron
en los cuadrantes incluidos en las reglillas de una camara de Neubauer y su niumero

(No. de células x 10%/mL) se obtuvo mediante la siguiente férmula.

No. de células contadas
x 10, 000 (factor de conversioén) x (dilucién)

No. de cuadrantes contados

Para determinar el porcentaje de viabilidad, se conté el nimero de células en
4 cuadrantes y se compard con el obtenido de las células refringentes al azul de
tripdn obteniendo su porcentaje. Para los ensayos de proliferacion, la viabilidad

celular fue siempre mayor al 90 %.
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3.1.5.3. Cuantificacién de la viabilidad celular en los ensayos de proliferacion

celular utilizando el reactivo de MTT

El colorante 3(4,5-dimetil-tiazoil-2-yl) 2,5 bromuro de difeniltetrazolium (MTT) se
reduce por las deshidrogenasas mitocondriales activas a formazan de color puarpura.
El uso de MTT para medir la proliferacion celular es uno de los métodos reportados
con mas frecuencia ya que detecta las células vivas en una mezcla de vivas y
muertas, es cuantitativo y permite procesar una gran cantidad de muestras en poco
tiempo. (Mosmann, 1983; Yuan et al., 2003). El procedimiento se realizé de la

siguiente manera:

1. ElI MTT se disolvié a una concentracion de 5 mg/mL en PBS 0.15 M; pH 7.2y
se guardé protegido de la luz, por no mas de 15 dias a 4°C.

2. En los tiempos establecidos, una alicuota de 10 pL de la solucion de MTT se
agrego a cada microcultivo de una placa de 96 pozas y se incubo por 3 horas
adicionales.

3. El medio de cultivo con el colorante se retird y a cada poza se afiadio 100 pL
de dimetil sulféxido (DMSO) a fin de lisar las células y solubilizar el formazan
de MTT. La placa se introdujo en un lector de microplacas (Biorad 680) y se

obtuvieron las densidades oOpticas de cada microcultivo (D.O.) a 570 nm.

3.1.5.4 Ensayos de proliferacion celular

Las acetogeninas laherradurina y la cherimolina-2 asi como el farmaco anticanceroso
doxorubicina (adriamicina, doxolem®) fueron disueltos a una concentracion de 1
mg/mL en DMSO y guardados a 4° C (soluciones madre). En los ensayos de
proliferacion celular, el DMSO en ningun caso sobrepaso el 3 % del volumen final del

medio de cultivo. El flujograma de los ensayos in vitro se presenta en la figura 3.1.4.
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Figura 3.1.4 Flujograma de los ensayos de proliferacién celular.

Concentracion variable de los compuestos

Se colocaron 10,000 células en un volumen de 100 puL de medio de cultivo
completo en cada poza de una placa de microcultivos de 96 y se dejaron incubando

durante toda la noche para permitir su adherencia.

Al dia siguiente se agregaron los compuestos en 100 pL de medio de cultivo
de acuerdo a las concentraciones molares finales que se presentan en el cuadro 5.6.
Los cultivos celulares que fungieron como control de la proliferacién celular solo

recibieron 100 pL del medio completo (sin tratamiento).

Las placas se incubaron por 48 h a 37° C con ambiente himedo y 5 % de
CO; hasta su cuantificacion con el reactivo de MTT y se obtuvo los valores de D.O. a
570 nm en un lector para microplacas. Todas las condiciones se realizaron por

triplicado.
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Cuadro 3.1.6. Molaridad de los compuestos en los cultivos celulares.

Laherradurina (PM  Cherimolina-2 Doxorubicina
624) (PM 638) (adriamicina) (PM 543)
(Hg/mL) HM
20 32.0 314 36.8
10 16.0 15.7 184
1 1.60 1.56 1.84
0.1 0.160 0.157 0.184
0.01 0.016 0.016 0.018
0.001 0.0016 0.0016 0.0018
0. 0001 0.00016 0.00016 0.00018

Tiempo variable de exposicion a los compuestos

Se colocaron 5,000 células en un volumen 100 puL de medio completo en cada
poza de una placa de microcultivos de 96 pozas en las condiciones descritas

anteriormente.

Al dia siguiente se agregoé a las pozas 3.2 uM de laherradurina 6 3.12 uM de
cherimolina-2 6 3.68 uM de doxorbucina en 100 ul de medio de cultivo, por lo que la
molaridad en los cultivos se redujo a la mitad. Las placas se incubaron a 37° C con

ambiente humedo y 5% de CO,,

A las 24, 48, 72, y 96 h de exposicion, muestras por triplicado y sus controles
de proliferacion celular (sin tratamiento) se analizaron con el reactivo de MTT

obteniendo su lectura espectrométrica a 570 nm en un lector de microplacas.
3.1.5.5. Analisis estadistico de los datos

El porcentaje de inhibicibn de la proliferacion por los compuestos se obtuvo de

acuerdo a la siguiente formula:
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Inhibicion de la proliferacion (%) = 100 - [(valor de la proliferacion de cada cultivo

experimental) (100) / valor medio del grupo control].

1. La Concentracion Efectiva Media (CEsg) se obtuvo graficamente para cada
compuesto.

2. Se realiz6 la prueba estadistica de Analisis de Varianza (ANDEVA) entre los
grupos experimentales y el control de proliferacion celular considerando un

resultado significativo si P< 0.05

3.1.6 Resultados

3.1.6.1 Susceptibilidad de las lineas celulares neoplésicas a las

concentraciones variables de laherradurina, cherimolina-2 y doxorubicina.

Con el fin de comparar la actividad de los compuestos, los resultados se

presentan en concentraciones molares (UM).

Actividad en las células del carcinoma de cérvix Ca Ski

En general se observd una mayor inhibicion de la proliferaciéon celular a
medida que las concentraciones de los compuestos se incrementaron. La
concentracion molar mas baja de ambas acetogeninas que tuvo un efecto
significativo en las células CaSki (P<0.05), fue de 0.0016 uM en tanto que para la

doxorubicina correspondio a 0.018 puM.

Si bien la molaridad méas alta utilizada de los compuestos, inhibe la
proliferacion celular de manera semejante (aproximadamente un 70 %), cuando el
numero de moles se reduce, las acetogeninas son practicamente tres veces mas
activas que la doxorubicina. Asi, 0.00016 uM de laherradurina y cherimolina-2
inhibieron la proliferacién celular en 29 y 28.5 % en contraste con el 10% de 0.00018
UM de doxorubicina (adriamicina). El orden de mayor a menor actividad de acuerdo a
la concentracion efectiva de inhibicion 50 (CEsp) fue laherradurina (0.16 pM), la

doxorubicina (0.18 uM) y la cherimolina-2 1.6 uM) (Figura 3.1.5).
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Figura 3.1.5 Actividad de los compuestos en las células Ca Ski.

Actividad en las células del carcinoma de cervix SiHa

La mayor actividad sobre la linea neoplasica SiHa, la presento laherradurina con una
CEso de 0.16 uM y cuyo valor es 50 veces menor al mostrado por la cherimolina-2

(aproximado a 7.5 uM) y la doxorubicina (aproximado a 9 uM).

Todas las concentraciones molares de laherradurina tuvieron efectos
inhibitorios significativos (P<0.05) y aun la mas baja fue capaz de mantener un 34.5
% de inhibicibn en la proliferacion celular. La cherimolina-2 y la doxorubicina
mostraron efectos similares en el rango analizado, observandose que su actividad
disminuy6 notablemente a molaridad baja; asi, estos compuestos tuvieron un 16 y 15

% de efecto inhibitorio a 0.00016 y 0.00018 uM respectivamente; la menor
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concentracion molar con efectos inhibitorios significativos fue 0.016 de cherimolina-2

y de 0.018 de doxorubicina.

A molaridad alta, los tres compuestos presentaron una actividad semejante

sobre las células SiHa (Figura 3.1.6).
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Figura 3.1.6. Actividad de los compuestos en las células SiHa.

Actividad en las células del carcinoma mamario MCF-7

Laherradurina fue el compuesto con la mayor actividad inhibitoria sobre la

proliferacion de las células MCF-7 y en donde todas las concentraciones molares

analizadas tuvieron efectos significativos (P<0.05)
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La cherimolina-2 a concentracion de 0.00016 puM indujo una reduccién de 13
% en la proliferacion celular y la molaridad mas baja con actividad significativa fue de
0.0016 pM; cuando este compuesto se afiadié a los microcultivos celulares a 31.4
MM, su actividad fue cercana a la exhibida por laherradurina. Por su parte 0.00018
MM de doxorubicina provoco el 16 % de inhibicion de la proliferacion de las células
MCF-7 en tanto que 0.0018 uM fue la concentracibn menor con actividad significativa
(P=0.05);

El orden de mayor a menor actividad de los compuestos de acuerdo a la CEszg
encontrada fue de 0.016 uM de laherradurina, mayor de 0.16 pM de cherimolina-2 y
menor de 9 uM de doxorubicina (Figura 3.1.7).
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Figura 3.1.7. Actividad de los compuestos en las células MCF-7.
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Actividad en las células de adenocarcinoma de cervix HeLa

En la linea celular cérvico-uterina HelLa, laherradurina fue mas activa con valores de

inhibicion en la proliferacion celular significativos en todas las concentraciones molar
utilizada (P<0.05). Asi, 0.00016 ugM de laherradurina tuvo un efecto inhibitorio de 32
%, en tanto que 32 uM origino el 85 %. Su CEs, fue cercana a 0.024 yuM. Con valores

inferiores se encontré la accion de la cherimolina-2 con reducciones significativas (P
> 0.05) en la concentracion de 0.0016 pM; inhibié 20 % la proliferacion a 0.00016 uM

y del 80 % a 31.4 pM; su CEs puede situarse proxima a 0.078 uM (Figura 3.1.8).
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Figura 3.1.8. Actividad de los compuestos en las células Hela.

La doxorubicina con una CEsp de 0.18 uM, indujo una buena inhibicién de la

proliferacion celular y semejante a las ACG cuando se afiadié a los microcultivos

celulares en concentraciones molares altas (36.8 UM / 82.2 % de reduccion de la

proliferacion), pero su actividad decayé notablemente en molaridades bajas; asi,
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0.00018 puM del farmaco solo tuvieron un 7.8 % de efecto inhibitorio; la molaridad con

efectos significativos de inhibicién (P=0.05) fue de 0.18 uM o mayores.

Actividad en las células del adenocarcinoma colorectal SW-480

En la linea celular SW-480, la actividad inhibitoria de las ACG fue superior al exhibido
por la doxorubicina. Laherradurina fue el compuesto mas activo con una CEsg
cercana a 0.024 uM; redujo 27.1% la proliferacion celular con 0.00016 uM y de 80.
5% a 32.0 uM; la menor concentracion de esta ACG que tuvo un efecto significativo
fue de 0.0016 uM (P = 0.05).

Por su parte la cherimolina-2 presenté una actividad menor y una CEsp
cercana a 0.78 pM; mantuvo una inhibicion de la proliferacion de 10 % a la
concentracion de 0.00016 y del 76 % de a 32 uM; la menor concentracién que tuvo
un efecto significativo (P = 0.05) fue de 0.016 pgM (Figura 3.1.9).
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Figura 3.1.9 Actividad de los compuestos en las células SW-480.
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La CEso de la doxorubicina fue aproximado de 9 puM y solo inhibié el 59.3 % a
36.8 uM; la concentracion molar mas baja con efecto significativo fue 0.18 uM (P =
0.05).

Un resumen de las dosis efectiva media de los compuestos en las lineas
cancerosas humanas en concentraciones molares (UM) y de peso (pg/mL), se
presentan a continuacion (Cuadro 3.1.7).

Cuadro 3.1.7 Dosis efectiva media (CE50) de las ACG y doxorubicina sobre las lineas
celulares neoplasicas humanas.

Concentracién del compuesto

Linea celular
Laherradurina Cherimolina-2 Doxorubicina
UM pg/mL UM pg/mL Y pg/mL
Ca Ski 0.16 0.1 1.6 1 0.18 <01
SiHa 0.16 0.1 7.5 5 9 5
MCF-7 0.016 0.01 0.16 0.1 <9 5
HelLa 0.024 0.015 0.078 0.05 0.18 0.1
SW-480 0.024 0.015 0.78 0.5 9 5

3.1.6.2 Susceptibilidad de las lineas celulares neoplasicas en funcion del

tiempo de exposicion a laherradurina, cherimolina-2 y doxorubicina

En general, las células presentaron una inhibicion de la proliferacién celular que se

profundizé a medida que el tiempo de exposicién a las ACG se incrementd.
Efecto de 1.6 uM de laherradurina.

A las 24 h de exposicidon, las linea celulares presentaron una susceptibilidad

heterogénea en donde la inhibicién de la proliferacién varié desde el 9 (SiHa) hasta el
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59 % (SW-480), y aunque la diferencia entre los valores fue menor al finalizar el

tratamiento, también se observo variaciones importantes en la respuesta celular.

La inhibicion de la proliferacion de las lineas celulares HelLa, CasKi y SW-480

muestran un comportamiento casi paralelo durante todo el periodo de exposicion y

en donde en las primeras 24 h la inhibicion fue alrededor del 50 % para terminar

cercano al 85 %.

La linea MCF-7 present6 un periodo estable en su proliferacion entre las 48 a

72 h de tratamiento durante el cual, la accién inhibitoria de la acetogenina no se

incrementd (aprox.40% de inhibicién); sin embargo al aumentar el tiempo de

exposicion a 96 h la reproduccion celular fue nuevamente inhibida hasta ser cercana

al 70%.
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HelLa 45.7 62.4 68.1 81.7
SiHa 8.8 26.8 56.9 59.6
MCF-7 20 40.5 42 69.6
SW-480 59 74 78.3 86.2
CaSki 52.8 68.2 73.3 83.8

Figura 3.1.10 Efecto del tiempo de exposicién a 1.6 uM de laherradurina.
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La linea SiHa es posiblemente la menos susceptible lo que se refleja en el
poco efecto que tiene laherradurina hasta las 48 h y la proliferacion estable que
muestra entre las 72 a 96 h; asi, al final el tiempo de exposicion, Unicamente

present6 un 60% de inhibicion con relacién a sus controles (Figura 3.1.10).

Efecto 1.56 uM de la cherimolina-2.

La susceptibilidad de las lineas celulares a la exposicion de 1.56 uM de
cherimolina-2 por diferentes periodos de tiempos muestra también diferencias
importantes (figura 3.1.11). La linea con la menor susceptibilidad fue MCF/7, la cual
solo disminuy6 su proliferacién en un 18 % a las 24 h y cerca de 53 % a las 96 h. En

contraste, las otras lineas celulares tuvieron inhibiciones finales entre 65y 75 %.
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MCF-7 18.3 20.4 32.6 53.2
SW-480 42.5 52.5 65 70
CaSki 50.8 56.5 63.5 74.5

Figura 3.1.11 Efecto del tiempo de exposicién a 1.56 uM de cherimolina-2.
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Las células SW-480 y CasKi tuvieron un comportamiento semejante durante el
periodo de exposicion iniciando con una inhibicién de la proliferacién de 42y 51 % a
las 24 hy finalizando con 70y 74 % a las 96 h respectivamente.

Las células HelLa presentaron una reduccion de la proliferacion de forma
intermedia y cuyos valores fueron del 27 % a las 24 h de exposicidn y se increment6
de manera casi lineal hasta 65 % al final del tratamiento.

El efecto inhibitorio de la cherimolina-2 en las células SiHa se inici6 con un 20
% de reduccion de la proliferacion durante las primeras 24 h y aumenté casi tres
veces (57 %) a las 48 h; después de este tiempo y hasta finalizar el tratamiento, la

accion de la acetogenina solo se incremento un 13 % adicional terminando en 70 %.
Efecto de 1.8 uM de doxorubicina.

El porcentaje de reduccion en la proliferacion de las lineas celulares por efecto de 1.8
MM de doxorubicina fue muy variable dentro de las primeras 24 h y se presentd con
una amplitud desde el 7.4 % en las células SW-480 hasta 50 % en las células Hela.
A pesar de ello, al final del tratamiento todas convergen en valores cercanos entre el

75 %y 82 % de inhibicion de la proliferacion.

La linea celular MCF-7 mostro entre las 48 h a las 72 h, un periodo de
proliferacion estable en donde la accion del farmaco no se intensifico; sin embargo al
prolongarse el tiempo de exposicion, la sensibilidad al farmaco se recupero llegando

a disminuir hasta el 78 % al finalizar el tratamiento.

Un efecto semejante fue observado en las células SiHa aunque a tiempos mas
tempranos. Asi, durante 24 y las 48 h de exposicion, el efecto de la doxorubicina se
incrementd en solo 4% y es a partir de ese tiempo que la actividad inhibitoria del
compuesto fue realmente observada hasta llegar al 81.2 % de reducciéon de la

proliferacion (Figura 3.1.12).
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Figura 3.1.12 Efecto del tiempo de exposicién a 1.8 uM de doxorubicina.

3.1.7 Andlisis de los resultados

La caracteristica esencial de las células cancerosas es su crecimiento incontrolado;
las causas que conducen a ello son mutaciones acumulativas que impiden la
verificacion necesaria en los sitios de control de la division celular; los tumores se
derivan de un precursor unico (crecimiento clonal), sin embargo la inestabilidad
genética que caracteriza a las células, propicia la generacion de mutaciones
adicionales que lleva a la formacion de poblaciones con caracteristicas genotipicas
heterogéneas dentro del mismo tumor. Esto hace que en un sentido estricto, cada
“cancer” sea diferente (Cotran et al., 1999).

Las lineas celulares neoplésicas utilizadas en los ensayos de proliferacion,

provienen de diferentes eventos de carcinogénesis por lo que diversos genes pueden
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estar siendo expresados y/o suprimidos, aun en las lineas que provienen de un
mismo érgano como el caso de HelLa, CaSki y SiHa que son carcinomas del cuello
uterino. Ante esta situacion, no es sorprendente que su sensibilidad a los diferentes
farmacos sea heterogénea.

Numerosos autores han reportado que la actividad de las acetogeninas sobre
las lineas neoplasicas es dependiente de la concentracion y del tiempo de
exposicion, y que muchos de los cambios morfoldgicos y bioquimicos observados,
incluyendo la induccién de la muerte celular programada o apoptosis, se presentan a
una adecuada concentracién y después de un periodo de incubacién (Oberlies, 1995;
Zhu et al., 2002; Chiu et al., 2003; Yuan et al., 2006).

En nuestros ensayos, se observlo que todas las lineas celulares neoplasicas
fueron sensibles en diferente grado a los compuestos y la reduccion de la

proliferacion fue dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

La proliferacion de las células CaSki fue inhibida practicamente por igual
cuando los compuestos se afladieron a altas molaridades; sin embargo a
concentraciones menores, las acetogeninas tuvieron un efecto inhibitorio casi tres
veces superior al de la doxorubicina. Ademas esta linea celular fue afectada
seriamente en las primeras 24 h cuando se expuso a 1.6 uM de laherradurina y 1.56

de cherimolina-2(cerca de 50 % de reduccion) en relacién al control.

El compuesto mas activo en las células SiHa fue laherradurina la cual aun a
0.00016 pM, mostro la capacidad de inhibir cerca del 35% de la proliferacién de esta
linea celular. En los ensayos con tiempos de exposicién variable a las ACG vy
doxorubicina, las células presentaron en algin momento poca sensibilidad a los

inhibidores y su reproduccién fue poco afectada.

Las células MCF-7 redujeron su proliferacion de manera casi paralela en
presencia de las diferentes concentraciones de las moléculas probadas, siendo
laherradurina el compuesto de mayor actividad. Estas células fueron poco sensibles

a la accion de 1.6 uM de las acetogeninas durante las primeras horas de tratamiento
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y no presentaron reduccion de su proliferacion durante el periodo de 48 a 72 h de

tratamiento.

Una de las lineas de células cancerosas mas conocida es Hela, en donde a
las 48 h de exposicion, 1.8 UM de doxorubicina tiene poco efecto sobre ellas; por el
contrario, las ACG presentaron una actividad adecuada aun en la menor
concentracion molar utilizada (laherradurina 32 % y cherimolina de 20 % de inhibicion
de proliferacion celular). En los ensayos con diferentes tiempos de exposicion,
durante las primeras 24 h la capacidad proliferativa de las células se redujo en cerca
de 50 % con 1.6 uM de laherradurina y 1.8 uM de doxorubicina, y solo el 24 % por
1.56 uM de cherimolina-2.

En la linea celular SW-480, las dos ACG en el rango de concentracion molar
utilizado, mostraron efectos inhibitorios paralelos en su proliferacion, siendo
laherradurina la mas activa. En los ensayos a diferentes tiempos, su sensibilidad a
1.6 uM de laherradurina fue la mas alta, iniciando con 59 % de reduccion en la
proliferacion a las 24 h y terminando con 86% a las 96 h; fue la linea celular mas
sensible a la cherimolina-2 después de las células Ca Ski, aunque por el contrario el
afecto de 1.8 uM de doxorubicina en funcion del tiempo de exposicion fue de los

menaores.

La doxorubicina (adriamicina) ha sido ampliamente utilizada para comparar la
actividad anticancerigena de otros compuestos, debido a que su mecanismo de
accion ha sido bien estudiado y especialmente porque es uno de los medicamentos
mas prescritos en el control del cancer. El efecto inhibitorio de las acetogeninas en
las lineas cancerosas expresado como concentracion efectiva media (CEsp), es
reportado frecuentemente como superior a la de algunos farmacos antitumorales
incluyendo el mencionado y los coordinados de cis platino (Ahammadsahibb et al.,
1993; Cave et al., 1997).

En concordancia con lo anterior, las acetogeninas aqui analizadas, fueron mas
activas que la doxorubicina; en especial laherradurina que indujo buenos efectos

inhibitorios a molaridades bajas (Cuadro 5.6); esta molécula también tuvo los
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porcentajes de reduccion de la proliferacion mas altos en los diferentes tiempos de

exposicion y particularmente en las células HelLa, Ca Ski y SW-480 (Figura 5.10).

En general se considera que las acetogeninas bis-THF adyacentes son mas
activas que las no adyacentes (Oberlies et al., 1995) y aunque aun no se conocen
con precision los factores estructurales de la molécula que estéan involucrados en su
potencia, se presume que el largo de 13C de la cadena alifatica espaciadora que une
el sistema THF vy la lactona terminal es uno de ellos (Miyoshi et al., 1998; Takada et
al., 2000; Motoyama et al., 2002; Abe et al., 2005). Nuestros resultados concuerdan
con estos lineamientos ya que la laherradurina con esta longitud en la cadena
espaciadora, fue mas potente que la cherimolina-2 y cuya cadena espaciadora es de
11C.

En los ensayos con diferentes tiempos de exposicion, las células SiHa y MCF-
7 presentaron en algun momento una proliferacion estable en donde la accion
inhibitoria de los compuestos no parece incrementarse con el tiempo; graficamente
se observa como una “meseta” en la curva de proliferacion. Esta estabilidad ha sido
sefialada en lineas cancerosas expuestas a diferentes concentraciones de
acetogeninas y cuya concentracion “critica” fue variable para cada compuesto
(Nakanishi et al., 2003); sin embargo este fenomeno no se observa en las células
con mecanismos de resistencia a los farmacos en las que la inhibicién de la
proliferacion es cada vez mayor a medida que se aumenta la concentracion de la
ACG. Los autores fundamentan esta diferencia en la expresion de los mecanismos
de resistencia, los cuales al ser dependientes de ATP, incrementarian los
requerimientos energéticos celulares, siendo por ello inconvenientes en las células
expuestas a las ACG (Oberlies et al., 1997; Raynaud et al., 1999).

La resistencia a las acetogeninas aun no ha sido documentada pero es
posible que la estabilidad de la proliferacion pudiera reflejar un mecanismo de
salvamento temporal de las células, entre ellos, un aumento en la glicélisis anaerobia
caracteristico de algunas células tumorales (Lu et al., 2002) y que al aumentar los

tiempos de exposicion éste sea finalmente rebasado.
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3.1.8 Conclusiones

Las acetogeninas laherradurina y cherimolina-2 asi como el farmaco
antitumoral doxorubicina, tienen actividad inhibitoria sobre la
proliferacion celular de las 5 lineas neoplasicas y este efecto fue mayor
al aumentar la concentracidon de los compuestos o el tiempo de
exposicion.

La concentracion efectiva 50 (CEsp) de las acetogeninas fue variable en
las lineas neoplasicas analizadas.

La laherradurina fue el compuesto mas activo en las células
neoplasicas analizadas presentando una CEsp en el rango de 0.1 a
0.01 pM.

Con excepcion de la linea celular Ca Ski, la cherimolina-2 presento

valores de CEsp menores o iguales a la doxorubicina.

91



3.2 Efecto de la laherradurinay cherimolina-2 en el desarrollo de los tumores

inducidos en ratones atimicos de dos lineas neoplasicas.

3.2.1 Descripcion

Se analiz6 uno de los aspectos esenciales que define si una molécula puede ser
considerada en el desarrollo de nuevos farmacos. Su actividad sobre las células
blanco vs los efectos negativos que puede desarrollar en los organismos receptores.
En el caso de la administracion de las acetogeninas, esto es un aspecto crucial
debido a que su mecanismo inhibitorio sobre el complejo | pudiera suscitar niveles
reducidos de ATP en las células normales, impidiendo su buen funcionamiento. Asi,

es importante que las dosis terapéuticas se encuentren lejos de las nocivas.

Ratones atimicos implantados con células HeLa y SW-480 recibieron durante
20 dias diferentes dosis de acetogeninas o doxorubicina (adriamicina, doxolem®),
siendo la dosis inicial, la correspondiente al nUmero de micromoles de acetogenina
contenidos en la CEsp de los ensayos de proliferacion multiplicados por gramo de
peso del animal (umol g* dia®). Los resultados se sometieron a un anélisis

estadistico de varianza (ANDEVA) de una cola y la prueba a posteriori de Bonferroni.
3.2.2 Origen y manejo de los ratones atimicos

Los ratones atimicos con tres semanas de edad y peso aproximado de 15 g se
obtuvieron del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran” de la Cd. de México, D.F. Los ratones se mantuvieron en
microaisladores a temperatura de 22 + 2 °C, y ciclos de luz de 12 horas. Debido a su
susceptibilidad a las infecciones se les proporcioné alimento, agua y cama de aserrin
estériles. Todo el manejo fue realizado en las mayores condiciones de asepsia o de

esterilidad posibles.
3.2.3 Seleccidn de las lineas tumorales

Como ya se mencioné todas las lineas tumorales presentaron inhibiciones en su

proliferacion importantes al ser expuestas a las acetogeninas, sin embargo se
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seleccionaron las lineas de carcinoma de cervix HelLa y colorectal SW-480 para ser

implantadas en los ratones atimicos por las siguientes razones:

1. El efecto de las concentraciones molares bajas de la acetogenina con mayor
actividad (laherradurina) fue alto y la concentracion efectiva media (CEsp) en
ambos tipos celulares es de igual magnitud.

2. La concentracion efectiva media (CEso) de la acetogenina de menor actividad
(cherimolina-2) fue baja.

3. Los porcentajes de reduccion de la proliferacion a los diferentes tiempos
fueron semejantes y no presentaron periodos de estabilidad a la exposicion de
las acetogeninas.

4. Producen tumores solidos y de tamafio adecuado que pueden ser medidos

durante el transcurso del ensayo.

Un resumen del efecto de las acetogeninas en las células de cervix HelLa y

colorectal SW-480 se presenta en el siguiente cuadro 6.1
Cuadro 3.2.1. Efecto de las acetogeninas en las células tumorales de cervix HelLa y
colorectal SW-480.

Porciento de inhibicion de la

proliferacion a la concentracion

de:
Acetogenina Linea tumoral DEso (UM) 0.00016 uM 32 uM
HelLa 0.024 32.3 84.7
Laherradurina
SW-480 0.024 27.1 80.5
HelLa 0.078 19.5 78
Cherimolina-2
SW-480 0.8 11 76
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En ambas lineas, la reduccion de la proliferacion con 1.6 uM de laherradurina
fue cercana al 50 % en las primeras 24 h y del 85 % a las 96 h; con la cherimolina-2,
aunque en diferente magnitud, la reduccion se presenté graficamente de manera

paralela.

En ensayos previos se corrobor6 que estas lineas cuando son implantadas en
ratones atimicos, desarrollan tumores sélidos y de tamafios adecuados en un periodo

de dos semanas, lo cual fue un factor esencial para su utilizacion.
3.2.4 Método

El flujo de actividades se presenta en la Figura 3.2.1.

Lineas celulares neoplasicas

l

Inoculacion ratones atimicos

Experimentales

Control l v l

Doxorubicina Laherradurina | Cherimolina-2

DE,, x1 DE,, x10 DE,, X100 DE,, X500
[ [ [ |

A 4

Desarrollo de tumores
Analisis estadistico

A 4

Figura 3.2.1 flujograma para la evaluacion de los tumores inducidos en ratones atimicos.
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3.2.4.1 Inoculacion de células neoplésicas a ratones atimicos

Las células fueron implantadas a los ratones atimicos 24 horas antes del inicio del

tratamiento mediante el siguiente procedimiento:

1. Las células fueron cosechadas de un cultivo durante su fase exponencial
de crecimiento con 0.25 % (v/v) tripsina- 0.53 mM EDTA en solucién salina
amortiguadora de fosfatos (PBS) de acuerdo a lo descrito previamente.

2. Las células se lavaron por centrifugacion y se resuspendieron en medio de
cultivo completo.

3. Se contaron bajo el microscopio con una camara de Neubauer y se
establecio su porcentaje de viabilidad con el azul de tripan. Solo se
utilizaron cultivos con una viabilidad mayor al 95 %.

4. Se ajusto el numero deseado de células en un volumen de 200 pl.

Linea de carcinoma de cervix HeLa. Inoculacién 1x10° por raton.
Linea de carcinoma de colon SW 480. Inoculacién 5x10° células por

ratén

5. La inoculacién se realizo con la ayuda de jeringas de 1 mL, levantado la

piel del lomo del ratdn e inyectando las células subcutaneamente.

Después de 2 dias fué posible observar una pequefia protuberancia
subcutanea en el lugar de la inoculacién, indicativo que las células cancerosas se

implantaron correctamente.
3.2.4.2 Dosis de las acetogeninas administradas a los ratones atimicos

La dosis inicial se obtuvo a partir de la concentracion efectiva media de cada
acetogenina en los cultivos celulares, multiplicada por los gramos de peso del animal
(umoles g*) (1x). Las siguientes dosis se incrementaron 10, 100, y 500 veces a partir
de la concentracion inicial (10x, 100x y 500x). Con fines comparativos se utilizo la

doxorubicina cuyas dosis se prepararon con igual cantidad en gramos a las utilizadas
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en las dosis de las acetogeninas; sin embargo considerando la variacion en el nUmero
de moléculas, sus concentraciones en moles se especifican. El numero de micromoles
de cada compuesto que se administr6 a los animales se describe en la seccion

correspondiente para cada linea celular.

Los compuestos se diluyeron antes de su administracion en solucién salina
estéril a la concentracién requerida y se inyectaron subcutaneamente en la base del

tumor en un volumen de 100 pL diariamente, por un periodo de 19 dias.
3.2.4.3 Célculo del tamafio (volumen) de los tumores

El tamafio de los tumores se midi6 cada 48 h desde el cuarto dia de tratamiento con

la ayuda de una regla milimétrica (Vernier) y se obtuvo su diametro mayor y menor.

El célculo de la masa tumoral (mm?®) se realiz6 aplicando la siguiente férmula
(Wang et al., 2002):

Volumen del tumor (mm?) = (a x b?) /2
En donde a es el diametro mayor y b es el diametro menor de los tumores.

Los valores de los grupos tratados y del control fueron contrastados con el
analisis de varianza (ANDEVA) y la prueba a posteriori de Bonferroni, considerando

una diferencia significativa si P< 0.05.
3.2.5 Resultados

A fin de tener mayor claridad del efecto de las ACG sobre el desarrollo de los
tumores en los ratones atimicos, los resultados se muestran primero con la
laherradurina y posteriormente con la cherimolina-2. Los resultados se presentan

graficamente para su mejor comprension.
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3.2.5.1 Efecto de laherradurina

Laherradurina fue la acetogenina con mayor actividad en los ensayos de proliferacién
in vitro y cuya CEsz, fue igual en las lineas neoplésicas seleccionadas, por lo que las
concentraciones administradas a los ratones atimicos implantados con estas lineas

tumorales fueron las mismas

3.2.5.1.1 Efecto de laherradurina en el desarrollo de los tumores de células

HelLa inducidos en los ratones atimicos

Los micromoles de laherradurina en las dosis empleadas asi como los grupos de
ratones atimicos implantados con células HelLa que las recibieron, se presentan a

continuacion (cuadro 3.2.2)

Cuadro 3.2.2. Dosis administradas de laherradurina y doxorubicina en los ratones
implantados con células HelLa.

1 x 106 células Hela implantadas a ratones atimicos en el dia 0.
Las dosis se administraron por gramo de peso de los animales en un volumen final de100 pL.

No. de ratones atimicos

Concentracion de los compuestos i —
P Laherradurina Doxorubicina

0.024 umol g-1 dia-1 de laherradurina

DE5S0x1= 0. 028 umol g-1 dia-1 de doxorubicina ° :
DESOXI0= 76 bimol ot diacl de dosorbicina 5 *
DESOXI00= 56 1l ot diact de doxorubicing 5 *
DESOXS00= 13 B 1ot diact ce doxortpicina 5 *
DES0X1000= 76 BCl o) tiact de dosorcbicina 3 ’
Solucién salina (control de proliferacion) 5
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Efecto de 0.024 pmol g™ dia™* de laherradurina. Dosis 1x.

La administraciéon de

crecimiento de los tumores. Al término del tratamiento, laherradurina redujo en

promedio ell9 % del tamafio de ellos, en tanto que doxorubicina lo hizo en 28 %

(tratados/controles). (Figura 3.2.2).
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Tamario promedio de los tumores (mm?) en los dias de tratamiento

4 6 8 10 12 14 16 18 20

Laherradurina 1x 13 9.3 21 21 83.3 167 284 422 605
Doxorubicina 1x 15 5.2 14 30 71 133 246 324 540
Control 1.6 5 21 54 144 257 366 533 750

Figura 3.2.2 Efecto de 0.024 pmol g™dia™ de laherradurina y de 0.028 umol g™* dia™* de

doxorubicina en el desarrollo de tumores de células Hela.




Efecto de 0.24 pmol g™dia™ de laherradurina. Dosis 10x.

Los tumores de los animales tratados con 0.24 umol g*dia™ de laherradurina y
de 0.28 pmol gdia™ de doxorubicina se desarrollaron hasta el dia 12 de manera
semejante; a partir de ese momento, su crecimiento fue menor a los del grupo
control. La reduccién final fue de 39.6 % en el grupo tratado con laherradurina y de
33 % con la doxorubicina, siendo estadisticamente significativa para ambos
compuestos en los dias 18 y 20 (P< 0.05) (Figura 3.2.3).
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Dias de tratamiento
—e— Laherradurina 10x Doxorubicina 10x Control
Tamario promedio de los tumores (mmd) en los dias de tratamiento
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Laherradurina 10x - 11 39 51 73 152 | 222 | 322 | 452

Doxorubicina 10x 0.6 4 10 26 60 133 | 256 | 330 [ 503

Control 1.6 5 21 54 144 | 257 | 366 | 533 | 750

Figura 3.2.3 Efecto de 0.024 pmol g™dia™ de laherradurina y de 0.028 umol g™ dia™* de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células HelLa.

99



Efecto de 2.4 pmol g™*dia™ de laherradurina. Dosis 100x.

Los animales que recibieron 2.4 pmol g'dia™® de laherradurina desarrollaron

tumores de tamafio menor a partir del dia 12 de tratamiento y cuya diferencia

estadistica con el grupo control se encontré a partir del dia 16 (P< 0.05). Al final del

estudio, el tamafio medio de los tumores del grupo tratado con esta acetogenina fue

24 % menor al del grupo tratado con doxorubicina y mas de 53 % en relacion al

grupo control (Figura 3.2.4). Esta dosis corresponde a una concentracion de

laherradurina de 1.5 mg kg™de peso de los animales.

1000 -

800 -

600 -

400 -

200 -

Tamafio del tumor (mm°)

T L
| % P
T t/i/
:f/"' — :/J- B
8 10 12 14 16 18 20
Dias de tratamiento
Doxorubicina 100x Control

—e— Laherradurina 100x
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Laherradurina 100x - 7 26 46 74 132 163 244 332
Doxorubicina 100x - 2 9 19 61 77 180 284 438
Control 1.6 5 21 54 144 | 257 | 366 | 533 750

Figura 3.2.4 Efecto de 2.4 umol g*dia™ de laherradurina y de 2.8 umol g™* dia™* de

doxorubicina en el desarrollo de tumores de células HelLa.
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Efecto de 12 pmol g™'dia™ de laherradurina. Dosis 500x.

La administracion de 12 umol g'dia® de laherradurina en los ratones

implantados con células HelLa tuvo efectos inhibitorios importantes sobre el

desarrollo de los tumores con valores estadisticamente significativos a partir del 12

avo

dia de tratamiento y manteniendo esta diferencia hasta el término del tratamiento (P<

0.05). En el dia 20, el tamafio medio de los tumores del grupo tratado con

laherradurina fue 65 % menor en relacion al grupo control y cerca de 20 % menor al

del grupo tratado con doxorubicina (Figura 3.2.5).
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1.6 8 22 38 71 109 168 266

Doxorubicina 500x

1 1 4 8 22 57 130 225 323

Control

16 5 21 54 144 257 366 533 750

Figura 3.2.5 Efecto de 12 pmol g™'dia™* de laherradurina y de 13.8 pmol g dia™ de

doxorubicina en el desarrollo de tumores de células Hela.
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La dosis de 24 umoles g™dia™ de laherradurina produce efectos indeseables

en los animales. Dosis 1000x

Si bien el desarrollo de los tumores en los ratones fue minimo con la
administracién de 24 umoles g™dia™ de laherradurina, los animales manifestaron a
parir del cuarto dia de tratamiento una pérdida importante de peso, inestabilidad en
sus movimientos de y finalmente murieron (Figura 3.2.6). Por estas razones se

decidié no continuar con concentraciones mayores.

/Tumor

Figura 3.2.6 Efecto de 24 pmol g™ dia™ de laherradurina en los ratones atimicos.
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Comparacion de las dosis de laherradurina en el desarrollo de los tumores de

células HelLa inducidos en ratones atimicos

El desarrollo de los tumores de células HelLa, fue dependiente de la dosis de

laherradurina utilizada. Asi, al aumentar el nimero de micromoles de acetogenina en

las dosis administradas a los ratones atimicos implantados con las células Hela, el

desarrollo de los tumores fue menor y las diferencias estadisticas son no solo al

finalizar el tratamiento sino en tiempos cada vez mas tempranos (Figura 6.7).
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laherradurina 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1x 13 9.3 21 21 83.3 | 167 284 422 605

10x 11 39 51 73 152 222 322 | 452
100x 7 26 46 74 132 163 244 332
500x 1.6 8 22 38 71 109 169 | 266
Control 1.6 5 21 54 144 257 366 533 750

Figura 3.2.7 Efecto comparativo de las dosis de laherradurina en el desarrollo de los tumores

de células HelLa.
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3.2.5.1.2 Efecto de laherradurina en el desarrollo de los tumores de células

SW-480 inducidos en los ratones atimicos

Como se menciong, los lotes de ratones implantados con células SW-480 recibieron
dosis similares de laherradurina a las administradas en los animales con células
HelLa. Cabe mencionar que el nimero de células implantadas fue mayor, aunque el

tamafio de los tumores que se desarrolla es menor.

Las dosis y los grupos de ratones implantados con células SW-480 que las
recibieron, se presentan a continuacion (Cuadro 3.2.3).

Cuadro 3.2.3 Dosis administradas de laherradurina y doxorubicina en los ratones
implantados con células SW-480.

5x 106 células SW-480 implantadas a ratones atimicos en el dia 0.
Las dosis se administraron por gramo de peso de los animales en un volumen fina de 100 L

No. de ratones atimicos

Concentracion de los compuestos i —
P Laherradurina Doxorubicina

0.024 umol g-1 dia-1 de laherradurina

DES0x1= 0.028 umol g-1 dia-1 de doxorubicina 5 4
_ 0.24 umol g-1 dia-1 de laherradurina

DE50x10= 0.28 umol dia-1 de doxorubicina S 4
_ 2.4 umoles g-1 dia-1 de laherradurina

DE50x100= 2.8 umol g-1 dia-1 de doxorubicina 5 4
_ 12 ymol g-1 dia-1 de laherradurina

DES0x500= 13.8 umol g-1 dia-1 de doxorubicina 5 4

Solucién salina (control de proliferacion) 5
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Efecto de 0.024 pmol g™ dia™* de laherradurina. Dosis 1x.

Al finalizar el tratamiento con la dosis inicial de 0.024 umol g'dia™® de
laherradurina y de 0.028 pmol g*dia™ de doxorubicina, los animales mostraron una
reduccién promedio de los tumores de 19 % y 14 % respectivamente en comparacién
con el grupo control; estas diferencias no son estadisticamente significativas. (Figura
3.2.8).
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Laherradurina 1x 1 2 6 16 52 105 192 279 377

Doxorubicina 1x 1 2 11 29 73 123 201 302 400

Control 1 4 11 28 80 140 | 223 | 319 | 466

Figura 3.2.8 Efecto de 0.024 pmol g™dia™ de laherradurina y de 0.028 umol g™* dia™* de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células SW-480.
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Efecto de 0.24 pmol g™dia™ de laherradurina. Dosis 10x.

La administracion de 0.24 pmol g'dia™ de laherradurina o 0.28 pmol g'dia™

doxorubicina produjeron efectos semejantes y ambos compuestos tiene un efecto
inhibitorio en el desarrollo de los tumores especialmente al final del tratamiento. Si
bien al término del ensayo, el valor medio de los tumores del grupo tratado con
laherradurina fue 29 % menor al exhibido por el grupo control, las diferencias no

fueron suficientemente grandes para ser significativas (Figura 3.2.9).
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4 6 8 10 12 14 16 18 20
Laherradurina 10x 1 1 3 8 42 103 177 254 331
Doxorubicina 10x 1 5 8 16 27 117 164 292 370
Control 1 4 11 28 80 140 223 319 466

Figura 3.2.9 Efecto de 0.024 umol g-1dia-1 de laherradurina y de 0.028 umol g-1 dia-1 de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células SW-480.
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Efecto de 2.4 p mol g*dia™ de laherradurina. Dosis 100x.

La administracion en los animales de 2.4 pmol g'dia™ de laherradurina, indujo
un menor desarrollo de los tumores a partir del dia 12, lo que se acentu6 al continuar
el tratamiento; las diferencias estadisticas significativa se encontraron en los dias 18
y 20 (P< 0.05) (Figura 3.2.10). Al finalizar el tratamiento, los tumores del grupo
tratado con laherradurina tuvieron un tamafio 44 % menor al del grupo control, en

constaste con el 25 % menor en el grupo tratado con doxorubicina.
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Laherradurina 100x - 1 3 14 24 53 97 164 261
Doxorubicina 100x - - 35 12 27 66 113 199 338
Control 1 4 11 28 80 140 223 319 466

Figura 3.2.10 Efecto de 2.4 pmol g™dia™* de laherradurina y de 2.8 pmol g*dia™* de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células SW-480.
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Efecto significativo 12 pmol g™*dia™ de laherradurina. Dosis 500x.

La reduccion en el tamafio de los tumores fue evidente a lo largo del periodo
de tratamiento con 12 umol gdia™ de laherradurina. Las diferencias estadisticas en
el tamafio de los tumores de los animales se encontraron a partir del dia 14 y se
mantuvieron hasta finalizar el tratamiento (P< 0.05). La reduccion del valor medio de
los tumores desarrollados por el grupo tratado con laherradurina fue cerca del 60%
menor en relacién al grupo control y de 30 % menor en relacién al grupo tratado con

doxorubicina (Figura 3.2.11).
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Doxorubicina 500x - 1 4 11 34 65 89 166 267
Control 1 4 11 28 80 140 223 319 466

Figura 3.2.11 Efecto de 12 pmol g™dia™ de laherradurina y de 13.8 pmol g*dia™ de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células SW-480.
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Comparacion de las dosis de laherradurina en el desarrollo de los tumores de

células SW-480 inducidos en ratones atimicos.

El efecto de laherradurina sobre el desarrollo de los tumores de células SW-

480 fue dependiente de la dosis utilizada. Si bien todas ellas redujeron en alguna

medida el volumen medio tumoral de los grupos de animales tratados, Unicamente se

encontr@ diferencias significativas en las dos dosis mas altas (100x y 500x). (Figura

3.2.12).
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Figura 3.2.12 Efecto comparativo de las dosis de laherradurina en el desarrollo de los
tumores de células SW-480.
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3.2.5.2. Efecto de la Cherimolina-2

En los ensayos de proliferacion in vitro, la cherimolina-2 presento diferentes CEsg en
los cultivos de células HelLa y SW-480, por lo que el nUmero de moles administrados
a los ratones implantados con estas lineas celulares, fueron diferentes (cuadro 6.1)

3.2.5.2.1. Efecto de la cherimolina-2 en el desarrollo de los tumores de
células HelLa inducidos en los ratones atimicos

Las dosis de los compuestos asi como el nUmero de ratones implantados con células

HelLa que las recibieron, se presentan a continuacién (cuadro 3.2.4).

Cuadro 3.2.4. Désis administradas de cherimolina-2 y doxorubicina a los ratones implantados
con células Hela.

1x 106 células HelLa implantadas a ratones atimicos en el dia 0
Las dosis se administraron por gramo de peso de los animales en un volumen final de 100 pL.

No. de ratones atimicos

Concentracion de los compuestos i —
P Laherradurina = Doxorubicina

0.078 umol g-1 dia-1 de cherimolina-2

DESOx1= 0.092 umol g-1 dia-1 de doxorubicina S 4
_ 0.78 umol g-1 dia-1 de cherimolina-2

DE50x10= 0.92 umol dia-1 de doxorubicina 5 4
_ 7.8 umol g-1 dia-1 de cherimolina-2

DE50x100= 9.2 umol g-1 dia-1 de doxorubicina 5 4
_ 39 umol g-1 dia-1 de cherimolina-2

DES0x500= 46 umol g-1 dia-1 de doxorubicina 5 4

Solucién salina (control de proliferacion) 5
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Efecto de 0.078 pmol dia™ de cherimolina -2. Dosis 1x.

Al finalizar el tratamiento, los animales tratados con 0.024 pmol g* dia™ de
laherradurina presentaron una reduccion promedio en el tamafio de los tumores de
células HeLa de 19 % respecto al grupo control, esta reducciébn no es
estadisticamente  significativa. Comparativamente, 0.028 pmol g*'dia’ de
doxorubicina indujo una reduccién de 28 % (tratados/controles), la cual aun de ser
mayor, tampoco demostro ser significativa (Figura 3.2.13).
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Cherimolina-2 1x 1 2 7 45 112 | 196 | 310 | 508 | 735

Doxorubicina 1x 15 5 14 30 71 133 | 245 | 324 | 573

Control 2 5 21 54 144 | 257 | 366 | 495 | 749

Figura 3.2.13 Efecto de 0.078 umol g** dia™* de cherimolina-2 y 0.092 pmol g™* dia™ de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células HelLa.
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Efecto de 0.78 pmol dia™ de cherimolina -2. Dosis 10x.

El grupo de animales tratados con 0.78 pmol dia’ de cherimolina-2,

presentaron al finalizar el tratamiento una reduccion de 19 % en el tamafio de los

tumores de células HelLa respecto del grupo control, sin embargo esta reduccién no

es estadisticamente significativa e incluso es menor a la encontrada en el grupo

tratado con 0.028 umol g™ dia™ de doxorubicina y cuya reduccién final fue del 33 %

(tratados/ control (Figura 3.2.14)
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Doxorubicina 10x 1 4 10 26 61 133 255 330 503
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Figura 3.2.14 Efecto de 0.078 umol g** dia™* de cherimolina-2 y 0.092 pmol g™* dia™ de

doxorubicina en el desarrollo de tumores de células Hela.
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Efecto de 7.8 pmol dia™ de cherimolina -2 Dosis 100x.

La administracién de 7.8 umol dia™ de cherimolina-2 en la base de los tumores
de células Hela, inhibi6 su desarrollo en mayor magnitud que las dosis con menor
concentracion; al final del tratamiento, la reduccién en el tamafio promedio de los
tumores fue de 30 % respecto del grupo control y es estadisticamente significativa
(dia 20 P= de 0.05). (Figura 6.15).
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Figura 3.2.15 Efecto de 0.78 pmol g™ dia™* de cherimolina-2 y 0.92 umol g* dia™* de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células HelLa.
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Efecto inhibitorio de 39 umol g™ dia™ de cherimolina-2 Dosis 500x.

A pesar de que su efecto es menor al mostrado por 46 pmol dia™ del farmaco

antitumoral control, la cherimolina-2 a 39 umol g™ dia™ inhibié de manera significativa

el crecimiento de los tumores a partir del 16*° dia de tratamiento (P=0.05). El tamafio

promedio de los tumores del grupo tratado con esta ACG fue 40 % menor respecto

del grupo control, en tanto que el grupo tratado con doxorubicina presento al finalizar

el tratamiento, un valor promedio 57 % menor (Figura 3.2.16).
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Figura 3.2.16. Efecto 39 umol g™* dia™ de cherimolina-2 y 46 pmol g™ dia™ de doxorubicina en

el desarrollo de tumores de células HelLa.
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Comparacion de las dosis de cherimolina-2 en el desarrollo de los tumores de

células HelLa inducidos en ratones atimicos

Los efectos inhibitorios de la cherimolina-2 en el desarrollo de los tumores de
células HelLa fueron mayores a medida que el nimero de micromoles en las dosis
administradas se incremento, por lo que podemos sefialarla como dosis-dependiente.
Las reducciones significativas se encontraron en las dos dosis mas concentradas de
ACG, siendo la mayor, la que logré el porcentaje de reduccién mas alta y a tiempos
mas tempranos (Figura 3.2.17).
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Control 2 5 21 54 144 257 366 495 749

Figura 3.2.17 Efecto comparativo de las dosis de cherimolina-2 en el desarrollo de los
tumores de células Hela.
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3.2.5.2.2. Efecto de la cherimolina-2 en el desarrollo de los tumores de

células SW-480 inducidos en los ratones atimicos

En la linea celular de adenocarcinoma colorectal SW-480 la cherimolina-2 mostrd in
vitro una DEsg de 0.78 uM e indujo el 11 % de inhibicién de la proliferacion celular a
0.00016 pM.

Los micromoles de cherimolina-2 contenidos en las dosis administradas asi
como los grupos de ratones atimicos implantados con células HeLa que las
recibieron, se presentan a continuacion (Cuadro 3.2.5).

Cuadro 3.2.5. Dosis administradas de cherimolina-2 y doxorubicina a los ratones implantados
con células SW-480.

5x 10° células SW-480 implantadas a ratones atimicos en el dia 0
Las dosis de cherimolina-2 o doxorubicina se administraron por gramo de peso de los
animales en un volumen final de 100 pL.

No. de ratones atimicos

Concentracion de los compuestos . .
Laherradurina Doxorubicina

0.78 pmol g™ dia™ de cherimolina-2

DEsox1= 0.9 pmol g* dia™ de doxorubicina S 4
_ 7.8 umol g* dia™* de cherimolina-2
DEsox10=" g umol g™ dia™ de doxorubicina 5 4
_ 78 umol g* dia™ de cherimolina-2
DEsox100= " g umol g dia™* de doxorubicina S 4
Solucién salina (control de proliferacion) 5
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Efecto de 0.78 pmol g™ dia™ de cherimolina 2. Dosis 1x

Los lotes de animales implantados con células SW-480 y que recibieron 0.78

pumol g* dia® de cherimolina-2 6 0.9 pmol g* dia™ de doxorubicina desarrollaron

tumores con tamafios muy semejantes a los presentados por el grupo control. Al final

del tratamiento, la reduccién promedio fue de 10 % en los ratones inyectados con

cherimolina-2 y de 16 % en los tratados con doxorubicina (Figura 3.2.18).
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Cherimolina-2 1x 1 2 6 16 73 133 225 316 416
Doxorubicina 1x 1 2 11 29 73 123 201 302 400
Control 1 4 11 28 80 140 223 319 466

Figura 3.2.18. Efecto de 0.78 pmol g™ dia™ de cherimolina-2 y 0.9 pmol g™ dia™ de
doxorubicina en el desarrollo de tumores de células SW-480.
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Efecto de 7.8 pmol g™ dia™ de cherimolina 2. Dosis 10x

Los animales tratados con 7.8 pmol g™ dia™ de cherimolina-2 6 9.2 pmol g*

dia™ de doxorubicina desarrollaron tumores un poco mas mas pequefios a los del

grupo control. Si bien al término del tratamiento el tamafio promedio de los tumores

fue 20% menor en el grupo tratado cherimolina-2 y 21% con doxorubicina, las

diferencias no son estadisticamente significativas (Figura 3.2.19).
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Cherimolina-2 10x - 5 10 18 45 98 175 270 | 390

Doxorubicina 10x 1 5 8 16 27 117 164 292 370

Control

1 4 11 28 80 140 | 223 | 319 | 466

Figura 3.2.19. Efecto de 7.8 umol g* dia™ de cherimolina-2 y 9 pmol g™ dia™* de doxorubicina

en el desarrollo de tumores de células SW-480.
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Efectos indeseables de la administracion de 78 umol g™ dia™* de cherimolina 2.

Dosis 100x

La dosis de 78 pmol g™ dia™ (100x) de cherimolina contenia el doble de

acetogenina que la administrada como 500x en los ratones con HelLa (78 vs 39 pmol

g’ dial). Esta concentracion posiblemente indujo la muerte de la mayoria de los

animales y solo uno continud vivo al finalizar el tratamiento, por lo que se indica entre

paréntesis el nimero de animales vivos cuyos tumores fueron medidos. Los animales

tratados con doxorubicina mostraron al término del tratamiento un 27 % de reduccion

en el volumen de los tumores, aunque mostraron también fuertes signos de deterioro

como la perdida de peso e inestabilidad en el movimiento (Figura 3.2.20).
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Figura 3.2.20 Efecto de 78 umol g™ dia™* de cherimolina-2 y 90 umol g dia™* de doxorubicina

en el desarrollo de tumores de células SW-480.

119



Comparacion de las dosis de cherimolina-2 sobre el desarrollo de tumores de

células SW-480 inducidos en ratones atimicos.

Al finalizar el periodo de tratamiento con cherimolina-2, se observé que el

desarrollo de los tumores en los ratones atimicos tuvo una tendencia a disminuir a

medida que el numero de moles de acetogenina en las dosis administradas a los

animales se incrementd. A pesar de ello, las reducciones en las dos primeras no

fueron suficientes para ser estadisticamente significativas y en la siguiente (100x)

solo uno de los animales permanecio vivo hasta el dia 19. (Figura 6.21).

1000 -
)
800
E
S |
= 600
=
L 400
o
S
E 200 T
(943
}_ R |
0 —0 "4 |¥': T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias de tratamiento
—e— Cherimolina-2 1x —=— Cherimolina-2 10x
—a— Cherimolina-2 100x Control
Tamafio promedio de los tumores (mm?) en los dias de tratamiento
3 5 7 9 11 13 15 17 19
Cherimolina-2 1x 1 2 6 16 73 133 225 316 416
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Figura 3.2.21 Efecto comparativo de las dosis de cherimolina-2 en el desarrollo de los

tumores de células SW-480.
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3.2.6 Analisis de los resultados

Los estudios con animales, especialmente con roedores, sefialan que la actividad de
las ACG con relacién a algunos farmacos anti-neoplasicos puede ser comparable o
inclusive superior. Por ejemplo, la bullatacina (50 pg kg™) y la bullatacinona (400 pg
kg™), administradas intraperitonealmente en los dias 1y 9, incrementaron en 38 % y
44 % respectivamente el tiempo de vida de los ratones con leucemia murina (L1210)
en tanto que la bullatacina (50 ug kg™ ) y la bullatalicina (1 mg kg™) redujeron en 67
% y 75 % el crecimiento de los tumores de células de carcinoma ovarico humano
A2780 y semejante al tratamiento Gnico de 5 mg kg™ del farmaco antitumoral
cisplatina (Ahammadsahib et al., 1993); por otro lado, la annonacina administrada
diariamente a razén de 10 mg kg™ durante dos semanas en ratones BDF-1 con
carcinoma murino de pulmon (LLC), logré una inhibicion del crecimiento de los
tumores de 57.9 % (tratados/controles) y equivalente a la dosis de doxorubicina de 2
mg kg™t dia® (54.6 % tratados/controles) (Wang et al., 2002). A pesar de estos
resultados prometedores, es dificil establecer relacion alguna entre las dosis

empleadas en los diferentes trabajos.

Por ello, se decidio utilizar el nimero de micromoles de acetogeninas
presentes en la CEsp de los cultivos celulares y multiplicarlo por los gramos de peso
del animal experimental. Esta dosis puede ser incrementada hasta encontrar el
mayor efecto inhibitorio en el desarrollo de los tumores y el menor efecto toxico en

los animales tratados, ademés puede ser convertida en mg kg™

En general el efecto de las acetogeninas sobre el desarrollo de los tumores
inducidos de células HelLa y SW-480 correspondid a lo observado en nuestros
ensayos de la proliferacion celular: Laherradurina tuvo un efecto mayor que la
cherimolina-2 y el farmaco doxorubicina; el efecto de las ACG es mayor cuando el

ndmero de moleculas se incrementa. ”

Se ha reportado que la bullatacina a dosis de 200 pg kg™ presenta una alta
toxicidad en los animales tratados, en tanto que a 100 pg/kg™ inhibe el desarrollo de

los tumores de carcinoma ovarico humano A2780 en 68 %, aunque la mortalidad de
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los animales es aun del 25 % (Ahammadsahi et al., 1993). En nuestros resultados, la
dosis de 0.24 pmol g™ dia™ (10x) correspondiente a 150 pg kgdia™ de laherradurina
mostrd una reduccion final de 40 % sobre los tumores de células HelLa (452 vs. 750
mm?® tratados/controles (P< 0.05) y de 29 % en SW-480 (331 vs. 466

tratados/controles).

Mas aun, el incremento de 10 y 50 veces mas de laherradurina (2.4y 12 pmol
g™ dia™ equivalentes a 1.5 y 7.5 mg kg™ dia™) inhibi6 el desarrollo de los tumores de
células HelLa en 53 y 65 %, en tanto que en los de células SW-480 ésta inhibicién
correspondi6 a 44 y 60 %; las reducciones significativas se encontraron en las dosis

con mayor contenido de ACG a tiempos cada vez mas tempranos.

Los resultados anteriores indican que laherradurina fue efectiva en inhibir el
desarrollo de los tumores de células HelLa entre 0.15y 7.5 mg kg™ dia™ y de SW-480
entre 1.5 a 7.5 mg kg™ dia™, con porcentajes semejantes a lo descrito con 10 mg/kg
de la mono-THF annonacina y 1 mg kg™* de bullatalicina y en donde ningtin animal

murio al igual que en nuestros ensayos.

La administracion de 24 pmol g™ dia™® equivalentes a 15 mg kg*'dia® de
laherradurina (1000x) tuvo efectos indeseables en los animales implantados con
células HelLa, lo que sugiere que si bien la actividad de la ACG sobre las células
tumorales es potente, también pueden actuar sobre las células normales afectando
severamente al organismo (Ahammadsahi et al., 1993). Estos resultados pudieran
sefalar que los limites entre las dosis terapéuticas vs las toxicas de laherradurina en
estos animales se encuentra entre 7.5 a 15 mg kg™dia™. Por lo anterior esta Gltima

concentracion no fue utiliza con ratones con células SW-480.

Por otro lado, el nimero de micromoles de cherimolina-2 en la dosis inicial
administrada en los animales implantados con células HelLa fue 3.2 veces mayor a la
administrada como laherradurina (0.078 vs. 0.025 pmol g* dia™) y aunque el efecto
significativo se encontré en las dosis 100x y 500x (30% y 40% de reduccién de los

tumores al fin del tratamiento) al igual que laherradurina, el nimero de micromoles
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administrados fueron diferentes (2.5 y 12 de laherradurina vs 7.8 y 39 pmol g * dia™

de cherimolina-2).

El desarrollo de los tumores de SW-480 no fue afectado por las dosis de 0.78
y 7.8 umol g*dia™ (1x y 10x) de cherimolina-2, en tanto que en el grupo de animales
que recibieron 78 umol g™dia™® (dosis 100x) solo uno sobrevivié al tratamiento. La
muerte de los animales pudiera ser debido a que recibieron una concentracion de
cherimolina-2 que correspondi6 al doble de la administrada como 500x en los
animales con Hela. (78 vs. 39 pmol g*'dia™®), y pudiera indicar las dosis maximas

para ser empleadas en los ratones atimicos.

Asi, tanto laherradurina como la cherimolina-2 presentaron concentraciones
toxicas en los animales, aunque la primera de ellas lo hizo a concentraciones
menores (24 vs 78 umol g™dia™), lo que pudiera ser explicado por la mayor actividad
mostrada por ese compuesto. Estos resultados evidencian los efectos nocivos de
altas dosis de ACG que pueden llegar a ser letales y que pudieran ser el resultado de

su actividad inhibitoria sobre el complejo | mitocondrial.

Si bien la mayoria de las ACG inhiben el complejo | durante los ensayos con
particulas abiertas de la mitocondria, factores como su solubilidad, transporte celular
y accesibilidad a los sitios de inhibicion deben de ser importantes en los organismos.
Por ello, la CEsy de los ensayos de proliferacion pudiera ser buen indicativo del
potencial de estas moléculas en su administracion. Nuestros resultados muestran un
enfoque razonable para analizar in vivo las dosis activas de las acetogeninas a partir
de las CEsp obtenidas de los ensayos de proliferacidon celular in vitro; sin embargo, el

grado de toxicidad pudiera depender de la ACG utilizada.
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3.2.7 Conclusiones

e Laherradurina tiene un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de tumores de
células HeLa y SW-480 implantadas en ratones atimicos

e La actividad inhibitoria de laherradurina se observa de manera mas
temprana cuando la concentracién de la ACG se incrementa.

e Laherradurina administrada de 2.4 a 12 p moles g™ dia™ por un periodo de
20 dias, inhibe el crecimiento de las células HeLa y SW-480 sin efectos
colaterales en los ratones atimicos.

e En ratones atimicos implantados con células Hela, la cherimolina es
efectiva a dosis de 7.8 y 39 p moles g™ dia™ aunque presenta una menor
actividad al farmaco antitumoral doxorubicina.

e Ambas acetogeninas presentan dosis toxicas en los ratones atimicos
tratados y cuya concentracion puede ser dependiente de su potencia como
inhibidores del complejo | mitocondrial.
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3.3. Potencial inhibitorio de las acetogeninas sobre el consumo de oxigeno

celular

3.3.1 Descripcién

La relacion entre la potencia inhibitoria de las acetogeninas sobre el complejo |
mitocondrial y su efecto sobre las células neoplasicas en cultivo es una de las
incognitas que aun deben ser resueltas. Esta relacion se ha buscado utilizando
particulas submitocondriales abiertas provenientes del corazén de bovinos y en
donde las ACG no tienen barreras fisiolégicas que impidan su accesibilidad al sitio de
unién del complejo | (Royo et al., 1993; Tormo et al., 2003b, 2005)

Para evaluar la actividad de las ACG sobre el complejo | garantizando la
integridad de las mitocondrias en ese trabajo se utilizo la polarografia de oxigeno
para: A) medir los cambios en el consumo de oxigeno en las células expuestas a
concentraciones diferentes de ACG, considerando que la actividad inhibitoria de
estos compuestos es sobre el complejo | mitocondrial y B) calcular el consumo de
oxigeno de mitocondrias aisladas en presencia de substratos que permiten la

actividad del complejo I.
3.3.2. El hepatoma de rata AS-30D

Se utilizé la linea celular de hepatoma de rata AS-30D debido a que su reproducciéon
en el liquido ascitico de los animales inoculados es alta, o que facilité obtener las
cantidades de células necesarias para medir polarograficamente la respiracion en

ambos sistemas.

Las células se propagaron por trasplante intraperitoneal en ratas Sprague-
Dawley de 200-250 g. Para el trabajo experimental, se sacrificaron por decapitacion
animales con 5-7 dias de inoculacion y el liquido ascitico se obtuvo por puncién

intraperitonal.
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3.3.3 Método

El diagrama general de actividades se presenta en la Figura 3.3.1.

Figura 3.3.1 Flujograma para medir el consumo de oxigeno en célula AS-30 D y en
mitocondrias aisladas.

3.3.3.1. Evaluacion del consumo de oxigeno por las células AS-30D
Purificacion de las células AS-30D

Las células se lavaron por centrifugacion en tres ocasiones a 1000 rpm, a 4 °C
en solucién Krebs-Ringer (en mM) 125 NaCl, 5 KCI, 25 Hepes, 1 MgCl,, 1 KH,POyq,
1.4 CaCl,, pH 7.4.

Para eliminar los eritrocitos contaminantes, las células se resuspendieron con
albumina al 2% en solucion Krebs-Ringer y se separaron por centrifugacion a 800
rpm; 4 °C, por 2 minutos. Finalmente las células se resuspendieron en esta solucion

sin albumina.
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Se determind el numero de células por mililitro asi como su porcentaje de
viabilidad con azul de tripan al 0.05 %; las muestras utilizadas tuvieron una viabilidad
celular mayor al 90 %. Todos los ensayos se realizaron en tres ocasiones.

Determinacion del consumo de oxigeno celular

El consumo del oxigeno celular fue medido a 37 °C en una camara acoplada a
un electrodo de oxigeno tipo Clark y los valores registrados en un oximetro con
graficador (Yellow Springs Instrument Co.). En la cdmara fueron resuspendidas 1x10’
células en un volumen final de 2 mL con medio Krebs-Ringer saturado de oxigeno a

37 °C. Los registros se realizaron con la siguiente secuencia:
Ensayo control

1. Se coloco en la camara del oximetro 1.8 mL de la solucién Krebs-Ringer a
37°C y se ajustaron los valores maximos y minimos de oxigeno en el
graficador.

2. Se agregaron 1x10’ células en 100 pL y se registré6 su consumo de oxigeno
durante 200 segundos.

Se adiciononaron 10 pl de oligomicina (4mM) para bloquear la ATP sintetasa.
Se registro la respiracion residual durante 100 s.
Se agrego una punta de espatula de Na,S,;0, (ditionita) para registrar el nivel

minimo de oxigeno.
Ensayo con las concentraciones de acetogeninas

1. Se colocaron 1.8 mL de solucion Krebs-Ringer a 37 °C en la camara del
oximetro y se ajustd en el graficador los valores maximos y minimos de
oxigeno.

2. Se agregaron 1x10’ células en 100 pL registrandose durante 200 s el
consumo de oxigeno.

3. Se adicionaron las concentraciones deseadas de acetogeninas, iniciando con

la menor de ellas.
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Se registro el consumo celular de oxigeno durante 200 s.
Se agreg6 10 pl de oligomicina (4mM) para bloquear la ATP sintetasa.
Se registro la respiracion residual durante 100 seg.

N o 0 A

Se agreg6 una punta de espétula de Na,S,0, (ditionita) para registrar el nivel

minimo de oxigeno.

La camara del oximetro se lavé exhaustivamente entre cada ensayo para

evitar residuos de ACG de la concentracion anterior.

Los parametros calculados fueron: el consumo de oxigeno (ng AO min™) de
1x10" células sin o con las diferentes concentraciones de acetogeninas

(laherradurina y cherimolina-2) considerando:

e La respiracion que fue sensible a la oligomicina.

e La respiracion que fue resistente a la oligomicina.

3.3.3.2. Evaluacion del consumo de oxigeno en mitocondrias de las células
AS-30D.

Aislamiento de las mitocondrias.

En general las mitocondrias se aislaron mediante lisis celular y posterior

centrifugacion diferencial con el siguiente método.

Las células AS-30D fueron lavadas con solucién fria NKT (NaCl 150 mM, KCI
5 mM, Tris 10 mM) pH 7.5 por 3 ocasiones a 1800, 1100 y 800 rpm sucesivamente
para eliminar los eritrocitos contaminantes y finalmente resuspendidas a una
concentracion de 30 mg/mL en solucién SHE (sacarosa 220 mM, Hepes 10mM
EGTA 1 mM) pH 7.3y 0.4 % de albumina sérica bovina.

Las células se rompieron con digitonina a una concentracion final de 15 pug/mL
por 3 min en agitacion constante. A fin de diluir el reactivo se agreg6 100 mL de SHE

transcurrido ese tiempo.
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Se centrifugd por 5 min a 2500 rpm y el boton se resuspendié a una

concentracion de 30 mg/mL.

El botébn se homogeneiz6 en vidrio (Potter-Elvehjem) y se centrifugd a 2500
rpm por 5 min. El sobrenadante se recuperd y centrifugé a 9 000 rpm por 10 min; el
botén final (paquete mitocondrial) se resuspendid en el menor volumen posible de
sol. SHE (2 6 3 mL).

El paquete mitocondrial se incub6 por 10 min con 10 pL de ADP 100 mM y 10
pL de albimina sérica bovina sin lipidos al 10 % durante 10 min. La albamina ayudé
a sellar las mitocondrias que pudieran haber sido dafiadas durante el procedimiento

de purificacion.

El paquete mitocondrial se centrifugd a 9500 rpm y el precipitado se

resuspendio en el menor volumen de sol. SHE.

Se cuantifico la concentracion de proteinas del paguete mitocondrial mediante

el método de Biuret en presencia de 0.1 % de desoxicolato de sodio.
Determinacion de consumo de oxigeno en mitocondrias

Se resuspendieron 2 mg de proteina mitocondrial en un volumen final de 1.9
mL de sol. KME (KCIl 120 mM, Mops 20mM, EGTA 0.5 mM, fosfato de potasio 5mM),
pH 7.2 saturada de aire y a 37 °C. El consumo de oxigeno de las mitocondrias se
midié con una cadmara acoplada a un electrodo de oxigeno tipo Clark y registrado en

un oximetro con graficador (Yellow Springs Instrument Co.).
Los ensayos se realizaron en tres ocasiones con la siguiente secuencia:
Ensayo control

1. Se colocaron en la camara del oximetro 1.8 mL de sol. KME a 37 °C vy
saturada de aire.

2. Se agregaron 24.5 pL de a cetoglutamico (788 mM) y 9 pL de Pi (1M).
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Se adicion6 2 mg de proteina mitocondrial en un volumen no mayor a 100 pL.
Se registro el estado respiratorio 4 (inicial) de las mitocondrias durante 200 s.
Se adicion6 4 pL de ADP (100 mM).

Se registr6 el estado 3 respiratorio (activo) de las mitocondrias hasta el

R

consumo total del ADP y el retorno al estado respiratorio 4.
7. Se agreg6 una punta de espétula de Na,S,0, (ditionita) para registrar el nivel

minimo de oxigeno.
Ensayo con las concentraciones de acetogeninas

Se colocaron en la camara del oximetro 1.8 mL de KME a 37 °C.
Se agregaron 24.5 pL de a cetoglutamico (788mM) y 9 pL de Pi (1M).

Se adicionaron 2 mg de proteina mitocondrial en un volumen de 100 pL.

I

Se adicioné las ACG iniciando con la menor concentracion y se incubd
durante 150 s.

o1

Se registro el estado respiratorio 4 (inicial) de las mitocondrias durante 200 s.

6. Se adicionaron 4 ul de ADP (100 mM).

7. Se registro el estado respiratorio 3 (activo) hasta el consumo total del ADP y el
retorno al estado respiratorio 4.

8. Para registrar el nivel minimo de oxigeno, se agrego una punta de espatula de

Na,S,04 (ditionita).

Entre cada ensayo la camara del oximetro fue lavada exhaustivamente para

evitar residuos de ACG.

En todas las condiciones los parametros calculados fueron:

e EIl consumo de oxigeno en ausencia de ADP (estado 4).

e EIl consumo de oxigeno en presencia de ADP (estado 3).

e El control respiratorio (estado 3/ estado 4).

e La relacion entre el fosfato incorporado al ATP y el oxigeno utilizado
(ADP/Oy).
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3.3.4 Resultados

3.3.4.1. Consumo de oxigeno en las células AS-30D en presencia de las

acetogeninas

La solubilidad del oxigeno a 2240 metros de altitud (Cd. de México) y a 37°C es de
380 ng de atomo de oxigeno/mL (ngAO/mL). Bajo estas condiciones, la respiracion
de las células control fue de 102.2 y 104.7 ngAO (min x 10’ células) y de ella, cerca
del 90% fue sensible al inhibidor de la ATP sintetasa (oligomicina) (Cuadro 3.3.1) lo
gue indica la existencia de un consumo de oxigeno no acoplado a la fosforilacion
oxidativa. Los valores de la respiracion residual (15.73 y 13.66 ngAO/min x 10’
células) fueron similares a los reportados anteriormente para las células AS-30D

(Rodriguez-Enriquez y Moreno Sanchez, 1998).

Cuadro 3.3.1 Respiracion de las células control AS-30D.

Consumo de oxigeno por las células AS-30D*.
Control para laherradurina.

Consumo de oxigeno por las células AS-30D*.
Control para la cherimolina-2.

Respiracion

Oligomicina Oligomicina
total sensible resistente
102.23 86.51 15.73

Respiracion  Oligomicina Oligomicina
total sensible resistente
104.74 93.32 13.66

* (ng AO/ min x 10 células)

* ng AO/ min x 10" células

En general la exposicion de las células a las concentraciones crecientes de las
acetogeninas indujo como respuesta una inhibicion progresiva de la respiracion.
Laherradurina a la menor concentracion (1 nM) produjo un efecto inhibitorio de 21.8
% en la respiracién sensible a la oligomicina, en tanto que en la mas alta (100nM)
logré un 81%; la dosis inhibitoria media (Dlsg) de esta acetogenina puede situarse
entre 25y 10 nM (Cuadro 3.3.2; Figura 3.3.2).

Bajo las mismas condiciones la cherimolina-2 presenté una mayor actividad
con porcentajes de inhibicion de la respiracién sensible a la oligomicina de 35.41 y
18.62 % en las concentraciones de 1 y 0.5 nM y del 93% en la de 100nM. Asi, La
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dosis inhibitoria 50 (Dlso) es aproximadamente entre 5y 10 nM (Cuadro 3.3.2; Figura

3.3.2).

Cuadro 3.3.2 Consumo de oxigeno de las células AS-30D en presencia de las acetogeninas.

Consumo de oxigeno por las células AS-30D Consumo de oxigeno por las células AS-30D
tratadas con cherimolina-2. tratadas con laherradurina.
Inhibidor (nM) Respiracion % Inhibicion inhibidor Respiracion % inhibicién en

oligomicina en relacion (nM) oligomicina relacion al
sensihle* al control sensible* control
100 16.5 93 100 16.5 81
75 23.2 85.7 75 231 732
50 25 84.5
50 25 71.1
25 37.4 70.6
25 37.4 .
10 47.2 56 56.8
52.6 543 10 47.2 45.4
67.6 35.4 5 52.6 39.2
0.5 76 18.6 1 67.6 21.9
(ng AO/ min x 10’ células) * ngAO x 10 células

Respiracién oligomicina sensible (%)
(107 células)
N
o
1

0 T T T T

& Laherradurina

B Cherimolina

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Concentracién del inhibidor (nM)

Figura 3.3.2 Consumo de oxigeno celular en presencia de las acetogeninas.
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3.3.4.2. Consumo de oxigeno de las mitocondrias en presencia de

acetogeninas

El indice P:O (relacién entre el fosfato incorporado al ATP y el oxigeno utilizado) con
los sustratos asociados al NADH presentan valores mas altos (alrededor de 2.5)
comparados con el succinato (aprox. 1.5). Esto indica que los electrones de agentes
poco reducidos como el succinato, entran a la cadena respiratoria evadiendo el
primer sitio de conservacion de energia utilizado para la sintesis de ATP, es decir
entran por el complejo II.

Debido a que la actividad inhibitoria de las acetogeninas esta reportada en el
complejo | mitocondrial, se decidio propiciar la actividad del complejo | utilizando el a

cetoglutamico como substrato oxidable.

Como se menciong, el estado respiratorio 3 mitocondrial sefiala la conversion
del ADP + Pi en ATP. En nuestros ensayos, utilizando una concentracion constante
de estos reactantes, se encontré que la biosintesis de ATP pudiera estar reducida, ya
gue este estado disminuye al aumentar la concentracion de ambas acetogeninas. La
cherimolina-2 fue consistentemente mas activa (Dlsp= entre 10 —15 nM) que
laherradurina (Dlsp = Apx. 20-30 nM) (Cuadro 3.3.3; Figura 3.3.3).

El estado 4 también disminuy6 especialmente en las concentraciones altas de
cherimolina-2 y en donde el retorno entre el estado 3 y el 4 fue practicamente nulo.
Asi, la Dlsp de la cherimolina puede situarse entre 10-15 nM en tanto que
laherradurina entre 20 y 30 nM, indicando que la respiracion basal también es
afectada. De esta manera, el control respiratorio (estado 3 / estado 4) presenta

reducciones Unicamente con las concentraciones elevadas (Figura 3.3.4).

Por el contrario el cociente ADP/O con ambos inhibidores, presenta una
tendencia al aumento con valores de aproximadamente 3 en los controles a mas de
50 en las células expuestas a la mayor concentracion de acetogeninas (mas de
1200% de aumento) (Figura. 3.3.4).
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Cuadro 3.3.3 Consumo de oxigeno por las mitocondrias en presencia de las acetogeninas.

Laherradurina

Cherimolina-2

[nM] Estado 3 Estado 4 CR ADP/O M Estado Estado CR ADP/O
% % % % [nM] 3% 4% % %
50 23.9 46.0 72.0 1209.1 50 8.3 216 375  1483.0
40 42.4 475 1120 283.0 25 25.7 21.6 56.3 988.6
15 36.2 341 103.1  197.7
30 29.6 349 108.8 1306 10 0.0 80.9 88 1 103.9
20 60.6 60.5 91.4 2254 5 90.8 87.9  109.1 93.5
10 969 1122 773  86.1 4 1017 947 1100 772
3 101.5 1129 893 76.8
5 99.0 821  106.7 67.9
2 112.2 150.9 723 92.7
33 95.0 82.1 1024 89.7 1.5 116.4 150.9  75.0 80.2
A
B
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Figura 3.3.3 Consumo de oxigeno de las mitocondrias en presencia de las acetogeninas.
Actividad respiratoria del estado 3 (A) y 4 (B).

Actividad de la cherimolina-2 sobre la respiracion Actividad de laherradurina sobre la respiracion
mitocondrial en células AS-30D mitocondrial de AS-30

2000 - 2000 -

¢CR. BADP/O

1500 A 1500 A 4 CR. BADP/O

1000 A 1000 A

Porcentaje de actividad
Porcentaje de actividad

500 - 500 A

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (nM) Concentracién (nM)

Figura 3.3.4 Porcentajes del control respiratorio (CR) y del cociente ADP/O en mitocondrias
expuestas a las acetogeninas.

3.3.5 Andlisis de los resultados

Un concepto generalizado es que las células tumorales que pierden las
caracteristicas del tejido original y tiene un crecimiento acelerado, presentan un alto
consumo de glucosa. (Lu et al., 2002). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
encontrado que algunas lineas tumorales pueden presentar predominantemente un
camino oxidativo y no glicolitico. En ellas, el bloqueo especifico de la fosforilacion
oxidativa promueve una reducciéon significativa del tamafio y de la proliferacion

celular (Rodriguez-Enriquez et al., 2006).

Asi, en las células neoplasicas HelLa (humanas) y AS-30D (de roedores), los
inhibidores que bloquean la glicdlisis no afectan la proliferaciéon celular o el
metabolismo mitocondrial, sin embargo, la adicién de la oligomicina en el medio de
cultivo las suprimen (ibid.). Ademas, en el liquido ascitico de los roedores
implantados con células AS-30D se ha encontrado una alta concentracion de O, y de
glutamina como sustrato oxidable, pero no de glucosa, las cuales estimulan la
fosforilacién oxidativa. En esta linea celular se ha estimado que la mayoria del ATP

celular proviene de la fosforilacion oxidativa y que en su control la NADH-ubiquinol
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oxidoreductasa (complejo I) tiene un papel fundamental (Rodriguez-Enriquez et al.,
2000).

En los ensayos de respiracion de las células AS-30D, se encontré que
aproximadamentel 85% del consumo de oxigeno fue sensible a la oligomicina. Estos
resultados son semejantes a los publicados por otros autores (Rodriguez-Enriquez y
Moreno Sanchez, 1998). De esta manera, la mayoria del O, consumido puede estar
asociado a la respiracion acoplada a la fosforilacion oxidativa o sintesis de ATP y el
resto a su utilizacién por otras oxidasas celulares (respiracion no sensible a la

oligomicina).

El decremento en la respiracion celular fue dosis dependiente con una Dlsg
entre 25y 10 nM para laherradurina y entre 10 y 5 nM para la cherimolina-2. Dado el
mecanismo inhibitorio de las acetogeninas sobre el complejo | mitocondrial, la
reduccion de la respiracion como consecuencia de la adicion de éstas, pudiera
sefialar una menor transferencia de electrones al O, molecular asi como una
reduccion en la sintesis de ATP. En la linea celular MCF-7 se han observado niveles
bajos de ATP y un incremento en lactato como respuesta a la exposicion de
esquamocina (Raynaud et al., 1999), un decremento en la incorporacién de [*H]-
timidina por la bullatacina (Chih et al., 2001) y el arresto celular en G1 por la
annonacina (Yuan et al.,, 2003). Aunque lo anterior se ha relacionado con la
apoptosis, estas manifestaciones pueden ser el producto del bajo nivel energético

celular.

En este trabajo, el paso siguiente fue el aislamiento de las mitocondrias y la
cuantificacion de la respiracion propiciando la actividad del complejo | con un
substrato oxidable como el a cetoglutamico y ADP + Pi en presencia de
concentraciones crecientes de acetogeninas. Bajo estas condiciones tanto el estado
3 asociado a la sintesis de ATP, como el 4 o respiracién basal, se redujeron a
medida que se incremento la concentracion de las acetogeninas (cherimolina-2 Dlsg=
entre 10 =25 nM y 10-15 nM vy laherradurina Dlsp = 20-30 nM y 20 y 30 nM,

respectivamente). El control respiratorio (CR) fue modificado especialmente con las
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concentraciones altas de los inhibidores en tanto que el cociente ADP/O se elevo a
medida que las mitocondrias fueron expuestas a concentraciones elevadas de
acetogeninas. El aumento del ADP/O y el CR sugiere en ellas un desacoplamiento
entre la respiracion y la fosforilacion oxidativa (Wallace, 2005). Este desacoplamiento
pudiera inducir la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como se ha
reportado con inhibidores del complejo I, posiblemente debido a que los electrones
se filtran de este complejo, al ser impedidos de continuar su camino por la cadena
respiratoria (Lambert y Brand, 2004; Szewczyk y Wojtczak, 2002).

En contraste a los ensayos de proliferacion in vitro con células HeLa y SW-
480, la reduccién del consumo de oxigeno en AS-30D fue mayor en las células
expuestas a la cherimolina-2 que a laherradurina. Aunque estos resultados no dejan
de sorprendernos, un andlisis de la reduccion del consumo de oxigeno por las
mitocondrias de higado de rata expuestas a 20 acetogeninas, no muestra una
relacion entre su actividad y la adyacencia o no de los anillos bis THF adyacentes;
ademas la bis THF adyacente bullatacina considerada como una de las acetogeninas
mas potentes tanto en los ensayos de inhibicion sobre el complejo | como en los
ensayos in vitro de proliferacion celular, tuvo una actividad semejante a las bis no
adyacentes bullatalicina (denominada actualmente cherimolina-1) y la bullatanocina
(mejor conocida como cherimolina-2) (71 vs 75 y 69 nM). Debido a que en este
estudio no fueron utilizados compuestos con lactona terminal saturada del tipo
laherradurina, no es posible hacer alguna comparacién con esta acetogenina
(Landolt et al. 1995).

Se conoce que muchos compuestos lipofilicos o liposolubles en especial los
acidos grasos pueden llegar a la membrana interna mitocondrial. Las moléculas de
acetogeninas debido a su cadena alifatica pudieran ser buenas penetrantes de ellas
facilitando su union al complejo | o al sitio en donde ejercen su actividad. Debido a
gue las caracteristicas funcionales del complejo | no son conocidas con claridad, la
estructura-actividad de sus inhibidores es dificil de predecir; su potencia debe de

estar determinada ademas de las interacciones especificas con la enzima por otros
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factores celulares no especificos que afectan su acceso al sitio de union (Miyoshi,
2001).

3.3.6 Conclusiones

e La respiracion sensible a la oligomicina de las células AS-30 es inhibida de
manera concentracion dependiente por las acetogeninas.

e En presencia de a cetoglutdmico, las mitocondrias de las células AS-30D
expuestas a concentraciones bajas de acetogeninas, reducen el estado 3
asociado a la sintesis de ATP asi como del estado 4 o basal, sin
modificacién del control respiratorio.

e En presencia de a cetoglutamico, las mitocondrias de células AS-30D
expuestas a concentraciones altas de acetogeninas, reducen su estado 3y
4 con modificacién en el control respiratorio.

e Las concentraciones altas de las acetogeninas inducen el incremento del

cociente ADP/O en las mitocondrias.
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CAPITULO IV CONSIDERACIONES FINALES

Uno de los mayores retos en la busqueda de nuevos medicamentos contra el cancer
es encontrar moléculas seguras, que actuen sobre los tumores resistentes a las
drogas y que no produzcan efectos adversos en los pacientes. Las plantas poseen
miles de metabolitos secundarios cuya variedad de estructuras aun se desconoce y
que han tenido un papel importante en el descubrimiento y desarrollo de diversos

farmacos incluyendo los oncoldgicos (Cragg et al., 2005).

Dentro de los metabolitos caracteristicos de la familia Annonaceae se
encuentran las acetogeninas, cuya actividad inhibitoria sobre el complejo |
mitocondrial les permite exhibir una amplia actividad biolégica como la antitumoral,

citotdxica, antiparasitaria, insecticida, y antimicrobiana (Zafra-Polo et al., 1998).

Esta moléculas son candidatas en el desarrollo de farmacos antineoplasicos
debido a que aun no se conocen mecanismos de resistencia a ellas por parte de las
células tumorales (Oberlies et al., 1997) y son buenas inductoras de la muerte celular
programada mediante el incremento de factores pro- apoptéticos en la mitocondria
(Yuan et al., 2003; Yuan et al., 2005).

Entre las interrogantes necesarias de esclarecer se encuentra el mecanismo
funcional de inhibicion de las acetogeninas sobre el complejo | (Yagi., 2003), los
factores que modulan su actividad en las lineas cancerosas (Pardhasaradhi cols.,
2005) y la relacion entre su potencia inhibitoria en el complejo | mitocondrial y su

capacidad de impedir la proliferacion de las células cancerosas (Royo et al., 2003).

Desde el inicio de las investigaciones con las ACG, se reconoce que existe
susceptibilidades diferentes a ellas por parte de las células neoplasicas y aunque se
considera en general a las bis THF adyacentes como el grupo mas potente y el mono
THF como el menos activo, algunas lineas celulares pueden ser mas sensibles a las
segundas; mas aun, una acetogenina puede tener diferencias importantes en

efectividad sobre diversas lineas celulares. (Zafra-Polo et al., 1998).
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Utilizando laherradurina (bis-THF adyacente con una lactona terminal -
hidroxil y metil saturada) y la cherimolina-2 (bis-THF no adyacente y-lactona)
aisladas de semillas de A. diversifolia, las lineas neoplasicas humanas de cervix
CaSki, SiHa y HelLa, de mama MCF-7 y de colon SW-480 redujeron su proliferacién
a medida que fueron expuestas a concentraciones crecientes de acetogeninas o se
incrementd su tiempo de exposicion. Laherradurina tuvo la mayor actividad,
especialmente en las células MCF-7, SW-480 y un poco menor en HelLa. Las lineas

mas susceptibles a la cherimolina-2 fue Hela y posteriormente a SW-480 y MCF-7.

Si bien la mayoria de las ACG son citotoxicas en las lineas neoplasicas, aun
no es posible explicar la selectividad que presentan; entre los factores que pueden
modularla se encuentran los factores estructurales de las moléculas ademas de las
caracteristicas propias de las células, incluyendo los eventos diferentes que de
carcinogénesis que las indujo a transformarse; asi, diversos genes pueden estar
expresados y/o suprimidos, aun en las lineas que provienen de un mismo 6rgano

como el caso de HelLa, CaSki y SiHa que son carcinomas de cervix.

A 96 h de exposicion con 1 ug mL™" de las ACG, las lineas celulares mostraron
una reduccidn de la proliferacién similar; sin embargo a tiempos menores, los
porcentajes de reduccion fueron heterogéneos e incluyeron periodos en donde no
parece incrementarse el efecto de las acetogeninas, especialmente en las células
SiHa y MCF-7. Fenomenos semejantes han sido documentados con otras
acetogeninas (Nakanishi et al., 2003) y es posible que sea el reflejo de un
mecanismo de salvamento temporal, como el aumento en la glicdlisis anaerobia
caracteristico de algunas células tumorales (Lu et al., 2002), el cual al aumentar los

tiempos de exposicion sea finalmente superado.

Algunas acetogeninas han mostrado toxicidad durante su administracion en
animales de laboratorio y se ha relacionado su alto consumo con formas de
parkinsonismo resistente a levadopa en poblaciones humanas (Ahmmadsahib et al.,

1993; Caparros—Lefebvre et al., 1999). Dado el mecanismo de accion de las

140



acetogeninas sobre el complejo |, es fundamental conocer los efectos colaterales que

puedan suscitarse durante su administracion y evitar dafios en las células normales.

Para relacionar la actividad de las ACG en los cultivos celulares (in vitro) con
su efecto en el crecimiento de tumores sélidos de células homodlogas (in vivo), dos
tipos celulares neoplasicos se implantaron en ratones atimicos, quienes recibieron
ademas, concentraciones crecientes de las ACG por via subcutanea. La dosis inicial
correspondié al numero de micromoles de las ACG contenidos en la CEsy de los
ensayos de proliferacion y multiplicado por el peso del animal (en gramos); Esta

dosis fue sucesivamente incrementada 10,100 y 500 veces.

Las lineas celulares de adenocarcinoma de cervix HeLa y colorectal SW-480
fueron utilizadas debido a su sensibilidad a las ACG, siendo la dosis eficaz media de
laherradurina en ambas lineas celulares de 0.024 uM en tanto que la exhibida por la
cherimolina -2 fue de 0.078 pug mL™" en las células HeLa y de 0.78 pg mL™" en SW-
480.

Laherradurina administrada en la dosis 10x, 100x y 500x (0.24, 2.4 y 12 ymol
g'dia™”) redujo significativamente el tamafio de los tumores de células HelLa y en
100x y 500x (2.4 y 12 pmol g"'dia™) los de SW-480. Por su parte la cherimolina-2
redujo el desarrollo de los tumores de células HelLa en las dosis de 100x y 500x (7.8
y 39 umol g™'dia™) aunque no mostré efectos inhibitorios significativos en los de SW-
480.

Asi, las concentraciones efectivas y los porcentajes de reduccion de
laherradurina y de la cherimolina-2 fueron cercanas a lo descrito para la annonacina
y la bullatalicina (10 y 1 mg kg™); sin embargo, las ACG también indujeron efectos
indeseables en los animales, lo que pudiera ser el resultado de su actividad
inhibitoria sobre el complejo | mitocondrial en las células normales; la muerte de
animales o la pérdida de peso en ellos, ha sido reportada con bullatacina a
concentraciones arriba de 100 pg kg™ dia™ o con la bullatalicina (cherimolina-1) con 2

mg kg’ (Ahammadsahi et al., 1993), por lo que el grado de toxicidad debe depender
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de la ACG utilizada, asi como de su solubilidad, transporte celular y otros factores del

organismo receptor.

Cuadro 8.1 Reduccién final de los tumores en los animales que recibieron las
concentraciones 100 y 500 veces la CEsy de laherradurina y la cherimolina-2.

. ) Porciento de reduccion en
Dosis analizada el tamafio de los tumores
(tratados vs controles)

pumol g'dia’  mg kg dia™ HelLa SW-480
. 100x 2.4 1.5 55 45
Laherradurina
500x 12 7.5 65 60
100x 7.8 5.0 30
500x 39 25.0 40
Cherimolina-2
100x 78 50 38**
500x NA NA

* Se administré concentraciones iguales de la ACG.
** Un animal sobreviviente al término del tratamiento
NA. No analizada

La relacién entre la potencia inhibitoria de las acetogeninas sobre el complejo |
y su efecto sobre las células neoplasicas en cultivo se ha buscado en particulas
submitocondriales abiertas donde las ACG no tienen barreras fisioldgicas que impida
su accesibilidad al sitio de unién del complejo I. Como ensayo alternativo se evalué el
efecto de las ACG sobre el consumo de oxigeno celular y por las mitocondrias,
considerando que la respiracion es un proceso acoplado a la fosforilacién oxidativa y

refleja la sintesis de ATP en este organelo.

Para medir el consumo de oxigeno se utilizé células o mitocondrias del
hepatoma de rata AS-30D, en donde la mayoria del ATP proviene de la fosforilacién
oxidativa (Rodriguez-Enriquez et al., 2000). En ellas, la adicidon de las acetogeninas
indujo una inhibicién de la respiracion celular. Por otro lado, las mitocondrias
expuestas a las acetogeninas en presencia de ADP y Pi ademas de a cetoglutamico

como substrato oxidable para el complejo | mitocondrial, mostraron decrementos
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significativos en el estado respiratorio 3 asociado con la sintesis de ATP y en el
estado 4; las concentraciones altas de los inhibidores también modificaron el
cociente respiratorio. Estos resultados indican que las acetogeninas pueden estar
inhibiendo el transporte de electrones de la cadena respiratoria y afectando la
sintesis de ATP mitocondrial. La mayor actividad de la cherimolina-2 en relacion a
laherradurina es posiblemente debida a que en tiempos cortos esta ACG pueda

unirse facilmente al complejo | aunque su actividad a tiempos mayores sea menor.

Debido al poco conocimiento que se tiene sobre el (o los) sitio de union al
complejo | (Degli. 1998; Tormo et al., 1999), asi como de los procesos de
transferencia energética que suceden en este complejo multienzimatico, aun no ha
sido posible predecir la estructura éptima de sus inhibidores. En las acetogeninas, el
largo de 13C en la cadena alifatica del espaciador posibilita una mayor potencia
inhibitoria (tipo laherradurina), aunque también debemos considerar que existen

centros estereogénicos que seguramente influyen en su actividad.

La reduccion de la respiracion por parte de laherradurina y la cherimolina-2
podria indicar un descenso de la sintesis de ATP y comprometer los procesos
dependientes de energia, como la duplicacién celular. Asi, una proliferacion
disminuida en los cultivos celulares y un desarrollo menor de los tumores en los
ratones atimicos puede tener una explicacion. Sin embargo, otros factores ademas
de las ACG, deben estan involucrados entre ellos, la habilidad de encender los
mecanismos defensivos a la apoptosis, como la induccion de factores anti-
apoptaticos, la sintesis de las enzimas catalasa y superoxido dismutasa asi como el

incremento del metabolismo anaerdbico.

La actividad de las ACG puede ser el resultado de la reduccion de los niveles
de ATP y la induccion de la apoptosis; ambos efectos serian dificiles de superar por
las células. Lo anterior permite proponer a estos compuestos como candidatos en el
desarrollo de farmacos antineoplasicos, incluyendo los tipos de cancer que presentan
multiresistencia a los farmacos o bien para ser utilizados como sensibilizadores

durante la administracion de otros quimioterapéuticos.
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