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Introduccion: Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un amplio y diverso grupo de
metabolitos secundarios, de éstas se conocen mas de 4000 estructuras con alrededor de 30
diferentes tipos de esqueleto. Un gran nimero de éstas ha sido obtenido de plantas del género
Astereceae (Compositae). Las caracteristicas comunes de estos compuestos es que tienen una -
lactona que puede presentar una insaturacion a,  tanto endo como exo-ciclica. Actualmente se
conoce una amplia gama de actividades biologicas de este tipo de compuestos, algunas de las
cuales son: analgésica, antibacterial, antifungica, antiinflamatoria, antitumoral, antiulcerosa,
antiviral, citotoxica, etc. Particularmente, la actividad apoptotica de estas moléculas se explica
por la disminucion del potencial de membrana mitocondrial, asi como por la supresion de la
proteina proapotética Bcel-2 y la expresion y activacion de la caspasa 3, resultando en el arresto
del ciclo celular ademas de la correspondiente fragmentacion del ADN. La citotoxicidad de estos
compuestos se ha atribuido a que son capaces de establecer enlaces covalentes con los grupos
sulfhidrilo de proteinas funcionales (generalmente enzimas). Sus sistemas electrofilicos a,p-
insaturados, pueden producir reacciones de adicioén tipo Michael, por lo que se sugiere tienen

caracteristicas alquilantes.

Objetivo: Determinar la actividad inductora de apoptosis de una familia de lactonas

sesquiterpénicas naturales y semisintéticas sobre c€lulas de leucemia mieloide cronica K562.

Materiales y Método: Las Glaucolidas A y E se aislaron de la planta Critoniopsis uniflora, la
Glaucolida D se genero a partir de la Glaucdlida E asi como los productos de hidrogenacion
(Glaucolida E-H), ciclacion (Glaucolida E-C) y reduccion (Glaucolida E-OH). Por otro lado,
1x10° células viables K562 fueron resuspendidas en 20 mL de medio de cultivo y se colocaron en
una estufa a 37 °C con atmosfera de CO; al 5 % por 72 h. Posteriormente las células se
recolectaron por centrifugacion (1500 rpm/3 min) y se lavaron con PBS 1x estéril. La cantidad de
células viables se determind empleando la técnica de exclusion con azul tripano. La
determinacion de la citotoxicidad, asi como las técnicas citométricas de Anexina-V y Rodamina-
123 fueron realizadas empleando los protocolos establecidos previamente en la literatura
especializada. Las concentraciones estudiadas fueron de 25, 50, 75 y 100 uM a un tiempo de 24

horas de incubacion.
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Resultados y Discusion: La Glaucolida E y la Glaucdlida E-H presentaron una ICsy de 52.51 y
62.52 uM respectivamente, estos dos compuestos fueron aquellos que tuvieron efecto citotdoxico
importante en cé€lulas K562. Los compuestos Glaucédlida A y Glaucdlida D a pesar de que
presentaron efecto citotoxico, no se considera importante, pues estd por encima de del valor
maximo considerado para productos naturales (100 pM), la Glaucolida E-C y la Glaucdlida E-
OH no presentaron efecto citotdéxico alguno a la concentracion mas alta probada (100 uM), por
tal motivo el estudio de la actividad bioldgica de la Glaucdlida A, la Glaucoélida D, la Glaucolida
E-C y la Glaucoélida E-OH se finaliz6 una vez obtenidos los resultados de esta prueba. De igual
manera la Glaucdlida E y la Glaucolida E-H mostraron un efecto concentracion dependiente
sobre las células K562 cuando se realizaron las pruebas de Anexina-V y Rodamina-123, estos
compuestos también indujeron cambios morfologicos en las células, puesto que indujeron

disminucién del tamafio y aumento de la granularidad celular.

Conclusiones. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que los compuestos Glaucoélida
E y Glaucoélida E-H muestran una importante actividad citotoxica sobre células K562 induciendo
la muerte celular por la via intrinseca de apoptosis ya que tienen la capacidad de disminuir el
tamafio y aumentar la granularidad celular (caracteristicas morfologicas), inducir la
externalizaciéon de fosfatidilserina (caracteristica estructural) y disminuir el potencial de

membrana mitocondrial (caracteristica bioquimica de la via intrinseca).
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Productos Naturales

Desde hace afios, los productos naturales han sido una fuente rica en compuestos bioactivos, de
los que incluso algunos han sido empleados como prototipos para el disefio de farmacos con gran

potencia y baja toxicidad.

Existe una gran cantidad de compuestos quimicos de origen vegetal, que han ofrecido respuesta a
problemas de salud por ejemplo: la quinina (obtenida del arbol de quina), que es utilizada contra
la malaria; la salicina, base del acido acetilsalicilico, aislada de sauces europeos; o bien el taxol,
un alcaloide extraido de una especie de 7axus al noreste de Estados Unidos, el cual ha sido

. . ’ £ 1
exitosamente empleado en el tratamiento de fases avanzadas de cancer ovarico.

Los productos de origen natural pueden ser renovables o no renovables, siendo los primeros todos
aquellos que se obtienen del metabolismo de las plantas, los microorganismos y los organismos
marinos. El estudio quimico de los productos naturales renovables provenientes de un
metabolismo primario general, ampliamente distribuido, que produce compuestos importantes
como aminodcidos, carbohidratos, lipidos, 4cidos grasos, acidos nucleicos, son objeto de estudio
en la bioquimica. Por otro lado, el estudio de las sustancias provenientes de un metabolismo
especializado que transforma los metabolitos primarios, es el correspondiente a lo que se ha
llamado quimica de los metabolitos secundarios y es lo que hace referencia cuando se habla de
quimica de los productos naturales; esto se debe a que desde la antigiiedad el hombre ha utilizado
las plantas como medicinas en sus distintas formas de preparacion tales como infusion,

., . . 2
decoccidn, tinturas, jarabes, zumos, cataplasmas, vahos, etc.

En general de las plantas se emplean los extractos, sin embargo, estos presentan algunos
inconvenientes, dado que, se trata de mezclas de muchos compuestos, como: terpenoides,

flavonoides y alcaloides; y cada uno puede actuar por separado y en forma distinta.

Los sesquiterpenos son derivados de sustancias biogenéticas de la segunda y tercera unidad del
isopreno, dichos compuestos son metabolitos secundarios que contienen 15 dtomos de carbono,

con lo cual la regla del isopreno aplica para la union de tres unidades del sistema base. Al
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respecto, se sabe que el isopreno es una entidad hipotética en la naturaleza debido a que no se ha
encontrado en forma libre, por lo anterior se ha propuesto que la unidad biogenética equivalente a

la del isopreno es la del 4cido (3R)-mevalonico (Figura I).

(a) (b)

Figura 1. Estructuras del 4cido mevalonico (a) y del isopreno (b).

La biogénesis de las estructuras terpenoides se ha sugerido que procede por la via del acido
mevaldnico, en donde se condensan dos moléculas de acetilcoenzima A (acetilCoA) en la que se
involucra la enzima acetilCoA tiolasa, resultando una estructura con cuatro atomos de carbono;
posteriormente, esta estructura reacciona con una molécula mas de acetilCoA, interviniendo la
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) sintetasa, generando una molécula con seis
atomos de carbono, que posteriormente, se reduce via tioacetal dando origen a la sal del acido
(3R)-mevalonico, [(3R)-AMV]. Cabe senalar que solamente el estereoisomero R del &cido
mevalonico es el implicado en la biogénesis de los terpenoides. El (3R)-AMV es fosforilado,
descarboxilado y, finamente deshidratado generando el pirofosfato de isopentenilo (PPI). Este
compuesto se isomeriza por medio de la adicién y eliminacion de un proton del medio
enzimatico, generando el pirofosfato de dimetilalilo (PPDMA). Ambas moléculas coexisten en
equilibrio en una relacion 7:93 PPI:PPDMA y se conocen como isopreno activo. Al respecto de
lo anterior, en el Esquema I se presenta de forma esquematica la ruta biogenética sugerida para

. 24
los sesquiterpenos.
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El Genero Vernonia

La familia Asteraceae, también denominada como Compositae, es una de las familias mas
grandes de angiospermas y con mayor diversidad biologica, puesto que comprende alrededor de
1300 géneros y 25,000 especies distribuidas en tres subfamilias y 17 tribus. Dentro de esta
familia tenemos a la tribu Vernoneae, la cual fue reconocida por Cassini y delimitada por
Leissing, que consta de cerca de 70 géneros y 1450 especies, es dominada por el género Vernonia
que contiene cerca de 1000 especies y cuya distribucion aproximada es de 16 especies en los

Estados Unidos de América, por lo menos 300 en México y no més de 500 en Africa y Asia.’

El género Vernonia presenta una gran variedad morfoldgica de hojas y tallos, lo que demuestra la
gran diversificacion que desarrollo este género durante su evolucion. Existen tanto especies
anuales como perennes; algunos autores sugieren que es importante para su mejor
caracterizacion, considerar el tipo de inflorescencia, la morfologia del polen, el nimero de

cromosomas, asi como las metabolitos secundarios.®”’

Al respecto de las especies americanas se ha informado del aislamiento de metabolitos como
germacranolidas e hirsutindlidas, en contraste con las especies del Viejo Mundo de donde se han
aislado eudesmanoélidas, guayandlidas y elemanolidas.'®'* Con base en estas consideraciones, el
género Vernonia se dividido en dos subgéneros, uno de ellos, el Orbivestus comprende a las
especies del Viejo Mundo, mientras que las especies americanas quedaron incluidas en el

. .15
subgénero Vernonia.

Esta clasificaciéon se confirmo por la morfologia del polen, estudios quimiosistematicos y
citotaxondmicos. Se sabe ademas que las especies del Nuevo Mundo tienen siete cromosomas y

las del Viejo Mundo entre nueve y diez.

Mabry'® propuso que las lactonas sesquiterpénicas (LS) tienen un valor taxonémico especial
dentro del género Vernonia. Tomando esta consideracion Robinson delimito la tribu Vernoneae

por la distribucion de LS.
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La capacidad del género Vernonia para producir una gran variedad de metabolitos secundarios se
evidenci6é mediante los resultados de un amplio niimero de estudios fitoquimicos realizados. De
esta manera, se ha postulado que las glaucolidas e hirsutinélidas son quimiomarcadores por
excelencia de este género; pero en estudios recientes se ha demostrado que esta propuesta no es
adecuada ni cierta. Basicamente las especies de Asteraceae biosintetizan poliacetilenos,
flavonoides y terpenoides, no obstante las LS son la clase de metabolitos secundarios mas

. oy O 1
estudiados, que se utilizan como marcadores taxondémicos.” '’

Las moléculas orgédnicas que se emplearon en este trabajo de tesis son productos naturales
obtenidos de una planta de la familia de las Compuestas (Asteracea), estos compuestos son

conocidos de forma general como sesquiterpenos, particularmente LS.

Lactonas Sesquiterpénicas

Las LS constituyen un amplio y diverso grupo de metabolitos secundarios, incoloros,
generalmente con un sabor amargo, relativamente estables e hidrofobicos; de estos se conocen
aproximadamente 4000 estructuras con alrededor de 30 diferentes tipos de esqueleto, que han
sido aisladas de alrededor de catorce familias de angiospermas y en menor grado de
gimnospermas y de algunos representantes del reino fungi. Sin embargo, un gran nimero de éstas
ha sido obtenido de plantas superiores e inferiores de Astereceae (Compositae) con mas de 3000
representantes (Figura 2). Debido a su quimiodiversidad las LS son la clase de productos

, . e . e 17221
naturales mas adecuados para los estudios quimiosistematicos dentro de su familia.'’
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AcO (6]
Cadinanélida cis,cis-Germacrandlida Eremantolida Eudesmanolida Germacranélida
(0]

(0]
OAc

o)

Furanoheliangélida Melampolida Heliangolida

0 OAc le}
Hirsutinolida Leucantélida Mikandlida

Figura 2. Ejemplos de tipos de esqueletos derivados de estructuras

. , . 1
de lactonas sesquiterpénicas.'’

Las LS son los metabolitos secundarios mdés utiles en la clasificacion de la familia de las
compuestas. Las caracteristicas comunes de este tipo de compuestos es que tienen una parte de
esqueleto de 15 carbonos y otra de una 7v-lactona, otros elementos pueden variar
considerablemente de los esqueletos basicos de sus subgrupos. En general, una planta de una
especie particular, s6lo contiene un Unico tipo de esqueleto, con algunas variaciones (Cuadro 1).
Las lactonas se encuentran regularmente en las hojas y flores, y no en tallo o raices, aunque se ha
reportado la presencia de algunas de ellas en la raiz de Liriodendro tulipifera y en la corteza de

. . 1A 18,22
ciertas especies brasilefias.'™
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o, o 7,10-14, 23-44
Cuadro 1. Distribucion de estructuras de las lactonas sesquiterpénicas en Astereaceae.” =

Tribu Géneros con Tipo de Lactona
(No. de Géneros) Lactonas Presente
Sesquiterpénicas
Cadinanolidas, Crimoranolidas,
Anthemideae 10 Eudesmanolidas, Germacranolidas,
(50) Guaianolidas y Helenandlidas
Arctoteae — Calendulae 1 Guaianolidas
(50)
Astereae 1 Guaianolidas
(100)
Cichoreae 6 Eudesmanolidas, Germacranolidas
(75) y Guaiandlidas
Cinareae 8 Elemanolidas, Eudesmanolidas,
(50) Germacranolidas y Guaiandlidas
Eupatorieae 4 Ambrosanolidas, Elemanolidas,
(50) Germacranolidas, Guaianolidas y
Seco — Ambrosanolidas
Elemanolidas, Eudesmanolidas,
FEleniae 11 Germacranolidas, Guaianolidas, y
(60) Helenanolidas

Ambrosanolidas, Elemanolidas,
Eudesmanolidas, Germacranolidas,
24 Guaianolidas, Helenanolidas, Seco
— Ambrosanélidas, Seco —

Heliantheae, que
incluye la subtribu

Ambrosinae
(250) Eudesmanolidas, Seco —
Helenandlidas y Xantan6lidas
Ambrosanolidas, Elemanolidas,
Inuleae 5 Germacranolidas, Guaianolidas,
(300) Helenanolidas, Seco —
Ambrosanolidas, Seco —
Eudesmanolidas y Xantanolidas
Mustiseae 1 Eudesmanolidas

)
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Cuadro 1. Distribuciéon de estructuras de las lactonas sesquiterpénicas en Astereaceae

(continuacion).
Tribu Géneros con Tipo de Lactona
(No. de Géneros) Lactonas Presente
Sesquiterpénicas
Senecionae 4 Baquenolidas, Eremofilanolidas,
(50) Germacranolidas, Helenanolidas, y
Xantanolidas
Tageteae 0 Ninguno
(15)
Vernoniae 4 Elemandlidas, Germacrandlidas y
(50) Guaianolidas

Las LS, proceden de la reacciones de ciclacion del pirofosfato de farnesilo (PPF), en particular

sobre la molécula del trans-trans-pirofosfato de farnesilo, de la cual se generan los germacranos

(Esquema 2).* 4547
A NN
/ _— aﬁ
OPP
PPF Germacrano A

Esquema 2. Transformacion del PPF a Germacrano A.

En el Esquema 3 se muestran las dos posibles vias biogenéticas para la formacion de anillo
lactonico, a partir del germacrano A, la biogénesis de la inunolida y de la costundlida, en éstas el
sistema del germacrano constituye un intermediario hipotético entre el PPF y los anillos de las
costundlidas e inundlidas; a su vez la introduccién de un oxigeno en el C-12 del germacrano A,

da como resultado un alcohol (a en Esquema 3), el cual, puede provenir de la apertura de un
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epoxido, o bien, por una reaccion mediada enzimaticamente. Se sugiere que esta nueva estructura
se oxida en etapas posteriores hasta la formacion del acido carboxilico (b en Esquema 3) que

puede generar una lactona 12,6 6 12,8.

jandmiond

Germacrano A

H+
i
H(% (@) iOH
(b) 0; iOH o; iH

Oxidacién del C8 Oxidacion del C6
Lactonizacion Lactonizacion
O
O
0
Inundlida Costundlida

Esquema 3. Biogénesis de anillo lactonico.
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Se han propuesto a través de reacciones biomiméticas que algunos terpenoides ya formados
pueden presentar posteriores reacciones de ciclacion intramoleculares y generar una nueva serie
de estructuras, tal es el caso del esqueleto de la germacrandlida. Al respecto se ha demostrado
que ésta, da origen a una serie de estructuras sesquiterpénicas tales como elemanolida,
pseudoguayandlida, eudesmanolida, guayandlida, xantanolida, pseudoesmanolida, cadinandlida y

seco-germacranélida (Esquema 4).*

2

N

(6]
Elemanolida

O
/J\/S
o

—_—
(0]
(6]

Eudesmanolida Eremofilanolida

\ f%
Germacranoélida O O
Guaiandlida Seco-Guaianodlida
Xantanolida

Seco-Germacranélida 0 i
O

Pseudo-Guaiandlida

<35 @%

Cadinanolida

Esquema 4. Relacion estructural entre una germacrandélida y otros sesquiterpenos.
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Cabe mencionar que existen tres tipos de LS, que pueden ser endociclicas a,B-insaturadas (a en

Figura 3), exociclicas a,B-insaturadas (b en Figura 3) o bien ciclopentanonas (c en Figura 3).

N _— N N
0 0 0
_ 0 . 0 . 0
(a) (b) ()

Figura 3. Diferentes tipos de anillos lactonicos presentes en las lactonas sesquiterpénicas.

Actividad Bioldgica de las Lactonas Sesquiterpénicas

Algunas LS que presentan importante actividad bioldgica se encuentran en un gran nimero de
plantas de la familia 4steracea, dichas plantas a menudo utilizadas en la medicina tradicional.
Actualmente se conoce una gama muy grande de actividades bioldgicas atribuidas a este tipo de

1,19,23-44, 4855
compuestos, algunas de las cuales se enumeran en el Cuadro 2. > > ="

Cuadro 2. Efectos de las lactonas sesquiterpénicas.

Alelopatico Antiprotozoarios Esquistosomicida
Alergeno Antitumoral Estimulante de SNC
Analgésico Antiulceroso Genotoxico
Antiartritico Antiviral Hipoglicémico
Antiasmatico Anorexigénico Hipotensivo
Antibacterial Cardiotonico Insecticida
Anticolinérgico Cardiotoxico Inmunosupresivos
Antifiingico Citotdxico Moluscocida
Antihelmintico Clastogénico Mutagénico
Antihiperlipidémico ~ Colinérgico Regulador genético

Antiinflamatorio Diurético Sedante
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Al respecto se ha estudiado y reportado una gran cantidad de LS con diferente actividad

biologica.

Figura 4. Las Glaucolidas K (1), L (2) y M (3) obtenidas de las hojas de la planta Vernonia
pachyclada del bosque de Madagascar presentan efecto citotoxico frente a células de cancer de
ovario humano A2780, esta planta es conocida localmente como Tsaboraty, y es usada en

medicinal tradicional para el tratamiento de heridas.*>

Figura 4. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Vernonia pachyclada.

Tanacetum parthenium es una planta de la familia Asteraceae, cuyo nombre comun en ingles es
Feverfew y que se usa en medicina tradicional para el tratamiento de migrafa, tinnitus, vértigo,
artritis, fiebre, dificultad durante el parto, dolor de estomago, dolor de muelas y picaduras de
insectos. De esta planta se aislo la Partendlida (Figura 5), y se estudid su actividad contra

. . . 33
Leishmania amazonensis.

(0]

Figura 5. Partendlida, aislada de Tanacetum parthenium.
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La Calea urticifolia es una planta que pertenece a la familia de las compuestas (Asteraceae), y ha
sido usada en la medicina tradicional de El Salvador durante muchos afios para el tratamiento de
la gastritis, infecciones y cancer, también es conocida por contener abundantes LS que presentan
esqueletos germacrandlicos. Recientemente mostrd tener actividades bioldgicas interesantes
como induccion de apoptosis, efecto antioxidante y actividad supresora en la diferenciacion de

adipocitos.

De igual manera, Tanacetum parthenium (Feverfew) pertenece a la familia de las compuestas y
estd distribuida por Europa, América del Norte y Australia. La Partendlida es una LS que fue
aislada de esta planta, y tiene actividad inductora de apoptosis e inhibicion del factor nuclear

(NF)-«B. **

.o

0 o
O)x\(
/

(0]

Calealactona B

2,3-epoxi-juanislamina

2,3-epoxi-calealactona A Calealactona A Partenolida

Figura 6. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Calea urticifolia y Tanacetum parthenium.
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La Eupatoriopicrina, mostrada en la Figura 7, es una LS obtenida de Eupatorium cannabinum,
esta planta es nativa de Europa y contiene LS, entre las que se encuentra la Eupatoriopicrina, este

compuesto ha demostrado tener propiedades citotoxicas. >

Figura 7. Eupatoriopicrina, aislada de Eupatorium cannabinum.

La Ambrosia tenuifolia es una planta de la familia Asteraceae, se conoce comunmente bajo los
nombres Ajenjo del Campo, Altamisa, Saltamisa o Artemisia, €sta se encuentra en las regiones
norte y centro de Argentina, sureste de Brazil, Paraguay y Uruguay. El producto de la decoccion
de las partes aéreas de la planta es usado en medicina alternativa como carminativo,
antihelmintico, antipirético, y la decoccion de hojas y semillas pulverizadas es administrada para
eliminar gusanos o lombrices intestinales. La Psilostachyina y Peruvinina (Figura §), LS aisladas

de esta planta presentan actividad contra Trypanosoma cruzi'y Leishmania spp. 36

Psilostachyina Peruvinina

Figura 8. Psilostachyina y Peruvinina, aisladas de Ambrosia tenuifolia.
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La planta Adinsliaea fragans pertenece a la familia de las compuestas (Asteraceae) y crece en el
sureste de China. Esta planta es extensamente usada en la medicina tradicional china para el
tratamiento de la expectoracion sanguinolenta, ictericia, edema e infecciones superficiales.
Actualmente el extracto acuoso de Ainsliaea fragans es usado para la cervicitis, endometritis e

inflacion pélvica. De las partes aéreas de esta planta se han aislado LS, flavonoides y lignanos. *’

3R, =OH,R,=H, R, =OH,R,= CH, R, =H
4R, =H, R, =OH, R, = OClc, R, = H, R; = CH,

5R, =OH, R, = H, R, = OGlc, R, = H, R, = CH,

Figura 9. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Ainsliaea fragans.
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En la Figura 10 se muestra la estructura de la Salograviolida A, la cual es una LS que presenta
actividad antiinflamatoria, dicho compuesto fue aislado de una planta endémica libanesa que
crece en lugares rocosos estériles cuyo nombre cientifico es Centaurea ainetensis, esta planta
pertenece al genero Centaurea el cual se encuentra en la familia de las compuestas (Asteraceae).
La Salograviolida A también ha sido aislada de las partes aéreas de otra especie de Centaurea

(Centaurea nicolai), y en dicho estudio mostré tener actividad antifungica. *®

OH

AcO OH

(0]

Figura 10. Salograviolida A, aislada de Centaurea ainetensis.

La Saussurea lappa es una planta que ha sido usada en la medicina tradicional china y como
especia desde tiempos antiguos, en tal pais se conoce por el nombre de Yun Mu Xiang. Las raices
de esta planta se usan para el tratamiento de distencion y dolor abdominal, indigestion y nauseas.
Los principales componentes quimicos bioactivos que contiene esta planta son varios tipos de
sesquiterpenoides que incluyen tres eudesmanos de los cuales dos son sulfonados, la

Sulfocostundlida A (1) y la Sulfocostunoélida B (2) (Figura 11). 39

SO3H SO;H

1 o) 2 0 3 o)

Figura 11. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Saussurea lappa.
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El genero Inula (familia Asteraceae, tribu Inuleae, subtribu Inulinae) comprende cerca de 100
especies y estan distribuidas a lo largo de Europa y Asia, pero se han encontrado algunas especies
en Africa. Muchas especies de Inula son usadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades como la cardiopatia isquémica, angina de pecho, hipoglicemia, afecciones del
higado, ulceras, padecimientos gastroduodenales, bronquiales y reumaticos, migrafia, infecciones
en la piel, tonico pulmonar, analgésico, antimicrobiano, antiinflamatorio, antipirético, analgésico
y antiproliferativo. La Dittrichia graveolens es una planta de aproximadamente 80 centimetros de

alto que crece en el area del Mediterraneo, principalmente en el noroeste de Egipto. *

= :
HO COOR
4 R=H 13 R=H,R,=H
6 R=OH 14 R=Me, R, = Ac

0O  OR

Figura 12. Sesquiterpenos aislados de Dittrichia graveolens.

Las estructuras 9, 10 y 11 son lactonas sesquiterpénicas.
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Figura 13. El millerendlido es una LS del grupo de las germacranolidas aislado y purificado de

Viguiera sylvatica, el cual puede inducir una fuerte actividad antiinflamatoria.*’

(0]

Figura 13. Millerendlido, aislado de Viguiera sylvatica.

Ellephantopus mollis es una planta usada en la medicina tradicional en Camerin para el
tratamiento del cancer, fracturas, dolores abdominales y mordeduras de serpiente, del tallo y raiz

de esta planta se aislaron cinco LS (Figura 14) que mostraron efecto citotoxico significativo

frente a células de neuroblastoma de raton B104.*?

MeO ..

Figura 14. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Ellephantopus mollis.
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La citotoxicidad de las LS y una amplia variedad de efectos bioldgicos de importancia, por
ejemplo su actividad antiinflamatoria, se ha atribuido a que estos compuestos son capaces de
establecer enlaces covalentes con los grupos sulfhidrilo de proteinas funcionales (generalmente
enzimas). Sus sistemas electrofilicos a,B-insaturados, pueden producir reacciones de adicion tipo
Michael, por lo que se sugiere tienen caracteristicas alquilantes. Al respecto, se sabe que los
restos de cisteina en los polipéptidos, son un blanco para la reaccion antes mencionada, ya que

este aminoacido, posee azufre en su estructura.

Su actividad citotoxica se ha relacionado con la induccién de apoptosis o muerte celular
programada a través de su interaccion con el proceso energético de las mitocondrias lo que lleva
a una disminucion del potencial de membrana mitocondrial, la supresion de la proteina
proapoptoética Bel-2 y la activacion de caspasa 3, dando como resultado la fragmentacion del
ADN y por ultimo la muerte celular. Otra caracteristica muy importante de estas moléculas es su

actividad citostatica ya que tienen la capacidad de inducir arresto en el ciclo celular,>"3% 25!

Reaccion de Adicion Tipo Michael

Las moléculas nucleofilicas pueden reaccionar con aldehidos y cetonas a,B-insaturados para dar
productos conjugados de adicion. Es posible tener la misma clase de adicion conjugada si un ion
enolato nucleofilico reacciona con un compuesto carbonilico a,B-insaturado, proceso que se

conoce como reaccion de Michael.

La reaccion de Michael se efectia con una amplia variedad de compuestos carbonilicos a,f3-
insaturados, no so6lo con enonas conjugadas. Los aldehidos insaturados, esteres, nitrilos y
compuestos nitro pueden reaccionar como el componente receptor electrofilico en las reacciones
de Michael. En forma similar, se pueden usar una variedad de donadores, que incluyen [-

. ;. o . )
dicetonas, p-cetoesteres, esteres malonicos, B-ceto nitrilos y compuestos nitro.’
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63 propuso el mecanismo de reaccién de tipo Michael ilustrado en el Esquema 5 por
medio del cual las lactonas sesquiterpénicas reaccionan con tioles, principalmente glutation

(GSH) (Esquema 6).

GSH + + H;0
Ny

i
GS}Q’ @{O\ﬁo
.
Q b H,0
i
ADwo
i
A e

Esquema 5. Mecanismo de reaccion entre un anillo lacténico y GSH bajo condiciones

acidas (A) y bajo condiciones basicas (B).
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Esquema 6. Reaccion tipo Michael entre la Helenanélida y Glutation.®?

38
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Cancer.

El céncer se puede definir como una patologia celular en la que una o varias células sufren
cambios en sus caracteristicas histoldgicas, morfologicas y funcionales, entre ellas la perdida de
la regulacion de ciclo celular, causando una proliferacion descontrolada de las células de los
tejidos y, en algunos casos, afectando también a tejidos sanos distantes, como consecuencia de un
proceso de metastasis. El resultado es una masa de tejido anormal, dafiina para el huésped y

;- . 4
practicamente autonoma.®*

Figura 15. Células de leucemia mieloide cronica humana K562. A la izquierda se muestra una
célula tumoral integra y a la derecha una célula en apoptosis inducida por un farmaco, la flecha

sefiala la fragmentacion del nucleo.

Al glutation se le ha implicado en un mecanismo de resistencia de las células tumorales a agentes
antitumorales electrofilicos tales como los agentes alquilantes, los cuales son susceptibles de
ataque nucleofilico por grupos sulthidrilos encontrdndose una correlacion significativamente
estrecha entre niveles altos de glutation y/o tioles no proteicos (GSH / NPSH) y la actividad
aumentada de la glutation transferasa (GST) en la resistencia a agentes alquilantes en varias
lineas de células tumorales como células linfoblasticas L5178 Y-mostaza nitrogenada, células
leucémicas L1210-melfalan, altos niveles de NPSH-mecloretamina, y células de ovario de

hamster chino.®

En condiciones fisiologicas, el glutation oxidado (GSSG) se encuentra en equilibrio con el
glutation reducido (GSH) siendo una reaccidén catalizada por las enzimas glutation reductasa

(GSR) y glutation peroxidasa (GPx) (Esquema 7).
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H,O0 H,0,

GPx

_ - Glu _Gli
CO0 Clis

NH N S
NH, |

GSR

NADP NADPH

Esquema 7. Equilibrio entre GSH y GSSG en condiciones fisioldgicas normales.

Es importante mencionar que la mayoria de los antineoplasicos que se utilizan en la practica
clinica actian sobre el ciclo celular como mecanismo de accion, si embargo se observa una
elevada tasa de fracaso al tratamiento debido a la sobreexpresion de p53 y Bcl-2, las cuales son
proteinas con actividad antiapoptdtica. De tal forma que los tumores se vuelven resistentes a los
antineoplasicos. Actualmente las investigaciones para el disefio de nuevos fadrmacos estan
dirigidas a compuestos que utilicen a la mitocondria como diana terapéutica, y de igual manera
compuestos que presentan sistemas carbonilicos a,p-insaturados, puesto que por medio del

mecanismo de reaccion de Michael regulan los niveles intracelulares de gluta‘[i(')n.67
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Existen medicamentos antineopldsicos actualmente utilizados que se producen a partir de
productos naturales, entre los cuales destacan la vinblastina, vinorelbina, vincristina y el taxol.
Estas moléculas presentan una importante actividad en el tratamiento de leucemia, linfoma,

, . . , , - 68
cancer de testiculo, mama y pulmon, y actiian especificamente sobre ciclo celular.

Vinblastina R=

a
fes

Vincristina R=-COH

0 0
N o
H OH

Taxol

Figura 16. Compuestos de origen natural utilizados en la terapia contra el cancer.
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Apoptosis.

El crecimiento y la division celular estan altamente regulados, aunque una excepcion es
proporcionada por las células cancerigenas, la cual surge como una variante que ha perdido el
sendero usual de proliferacion. Consecuentemente, hay un creciente interés en la blisqueda de
sustancias anticancerigenas que tengan una alta eficacia, baja toxicidad y minimos efectos

secundarios.

La apoptosis es resultado de la activacion de los genes de las células, que a su vez activan rutas
bioquimicas preprogramadas que conducen a la muerte de la célula. Estas rutas estan
estrechamente relacionadas con la alteracion mitocondrial, la cual induce cambios en el
transporte de electrones y pérdida del potencial mitocondrial transmembranal. Después de tal
alteracion, se presenta una redistribucion de la fosfatidilserina (PS) en la membrana extracelular

el cual es un fendmeno temprano y comun en el proceso de apoptosis.

Las células apoptoticas también estan caracterizadas por el encogimiento celular, deformaciones
en el citoesqueleto, permeabilizacion de la membrana, condensacion de la cromatina, y
fragmentacion de ADN. Otro evento importante es el arresto de ciclo celular Go/Gy, que es un
punto crucial de control de dafio de ADN y actia como un salvaguarda importante en la
estabilidad gendmica. Las rutas apoptoticas deben estar significativamente alteradas en las
células cancerigenas con respecto a las células sanas, y estas diferencias pueden representar una
alternativa terapéutica que puede ser explorada durante el desarrollo de nuevas drogas

antineoplésicas.67’ 6

Las mitocondrias son la mayor fuente de produccion de radicales libres. Se ha estimado que
durante la transferencia de electrones al oxigeno molecular en la cadena respiratoria, entre 1y 5%
se pierden, la mayoria de estos electrones participan en la formacion de O Todo factor que
disminuya la eficiencia en el acoplamiento de la cadena de transporte de electrones, incrementa la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Tanto los superoxidos como la peroxidacion
de lipidos se ven notablemente incrementados durante la apoptosis inducida por un gran niimero

, 70,71
de estimulos. ™
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Estrés Oxidativo y su Relacion con la Apoptosis.

Una fuente importante de ROS mitocondrial es la ubisemiquinona generada en el complejo
citocromo bc; por la coenzima Q (CoQ). Considerando que la oxidacién de NADH es seguida de
generacion de ROS, se ha planteado la hipdtesis de que la oxidacion de NADH mitocondrial en
hepatocitos intactos contribuye al establecimiento de la transicion de permeabilidad mitocondrial
(TPM) despuées del estrés oxidativo. Un mecanismo de la apertura de los poros de transicion de
permeabilidad pudiera ser la oxidacion mediada por ROS de los ditioles vecinales en las

membranas.’’

Oxidantes
(ROS)
Bax pS3
~ ! =
Ca®® —»  Mitocondria ~ <«— Ceramida
Edema Apertura de poros
(matriz mitocondrial) (membrana mitocondrial)
{ NADPH Peroxidacion Citocromo C
. AIF
i de lipidos l
1 ATP J Integridad de Apaf-1
membrana Oxidantes
| 1 A¥m '
Caspasa-9
T ROS — eores p
ecrosis ADNasa I i
v
, Caspasa-3
Nucleo
Apoptosis
\
CAD/DFF-48

Fragmentacion de ADN
(Oligonuclesomas)

Esquema 8. Mecanismos de muerte celular mediada por radicales libres de oxigeno.
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En muchos modelos de estrés oxidativo se ha demostrado la correlacion entre el grado y
extension de muerte celular con la magnitud de la deplecion de glutation. Asi mismo, se ha
demostrado que la oxidacion del glutation puede predisponer a la aparicion de la TPM, debido a
que reacciona rapidamente con los radicales libres, impidiendo que despolaricen la membrana
mitocondrial. Asi, el glutation mitocondrial puede ser importante para mantener los poros de

transicion de permeabilidad en su estado cerrado.

Se ha observado que la apoptosis inducida en células tumorales es acompainada de una
disminucion de los niveles de GSH mientras que cuando hay sobreexpresion de Bcl-2 puede
prevenirse la apoptosis por un incremento del total del glutation celular. Esto ha llevado a
realizar numerosos estudios que puedan confirmar el papel que juega el glutation en la induccion

de apoptosis.

El GSH es el mayor tiol no proteinico de las células de los mamiferos y estd implicado en muchas
funciones celulares. Este tripéptido (y-glutamil-L-cistenil-glicina) juega un papel central en la
proteccion de las células frente a los radicales libres, frente a intermediarios reactivos del oxigeno
y frente a electrofilos, y por lo tanto, también en la determinacion de la sensibilidad de las células
a la radiacién y a la citotoxicidad inducida por farmacos. El glutation existe en equilibrio en dos
formas, reducido y oxidado. Como el GSH es facilmente oxidado, la acetilacion del grupo tiol
estabiliza la molécula aumentando su biodisponibilidad in vivo. Asi, el punto de interés radica en

investigar el efecto del GSH en la proliferacion de células tumorales.®® ¢ 72

Hasta ahora, han sido publicados muchos resultados contradictorios en relacion al papel que
juega el GSH en la apoptosis, diseminacion del cancer y en la carcinogénesis. Kroemer y
Martinez” postulan que ha quedado demostrado que el glutation, ademas, de la N-acetil-cisteina
(un "limpiador" de radicales libres) inhiben la muerte celular programada debido a que se
relacionaron altas proporciones en la proliferacion de células tumorales con altos niveles de GSH.
Ademas, estudios in vitro e in vivo han mostrado que la concentracion total de GSH se relaciona

positivamente con la resistencia a la quimioterapia y a la radioterapia.66’ 7
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Otros autores han publicado los efectos protectores del GSH y enzimas relacionadas bajo
condiciones fisiologicas y su papel beneficioso en la carcinogénesis y otras enfermedades.
También ha sido publicado que el GSH puede servir como un pro-oxidante ademas de
antioxidante. En lo que respecta al dafio del ADN, la conversion de H,0, en un reactivo mas
oxidante *OH esta facilitada por los iones metalicos (especificamente hierro o cobre “reaccion de
Fenton”). Bajo condiciones fisiologicas parece que el GSH presente en el nucleo celular tiende
mas a limitar que a promover los dafios sobre el ADN por causa de los radicales libres
relacionados con el cobre. Es evidente que la propiedad pro-oxidante cobre (II)-reductor del GSH
esta en equilibrio con su propiedad anti-oxidante cobre (I)-estabilizador. Como anti-oxidante, el
GSH protege a las células frente a los radicales libres, a los electrofilos y al estrés oxidativo. Se
han realizado pruebas clinicas con el propdsito de evaluar los efectos terapéuticos de los
derivados de la cisteina, tales como la N-acetil-cisteina. En algunos casos las estrategias de
tratamiento se asociaron con beneficios clinicos, sin embargo, el mecanismo de la posible

actividad antitumoral de la cisteina, el GSH o el GSSG no ha podido ser dilucidado.

Varios mecanismos pueden estar implicados en lo que respecta a los sistemas de transporte de la
membrana para el GSH, este es liberado por el higado al plasma sanguineo y a la bilis, la parte
liberada en el plasma es usada por muchos tejidos (p.ej. rifion, pulmoén, cerebro), sin embargo, el
GSH en si mismo no es significativamente transportado a la mayoria de las células de estos
tejidos, sino que es transformado por la catalisis de y-glutamil transpeptidasa y dipeptidasa
localizadas en la membrana y los productos de la descomposicion son transportados y utilizados
nuevamente para la sintesis de GSH. Los niveles de GSH intracelular pueden ser incrementados
mediante la administracion de ésteres de GSH, los cuales (en contraste) son bien transportados al

interior de muchos tipos de células y separados del grupo éster, para formar GSH.®*¢7- 7"
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Esquema 9. Mecanismo de dafio celular inducido por deplecion de glutation. Las flechas en color
blanco indican (a) ADN integro, (b) fragmentacion en escalera de ADN y (c) fragmentacion

aleatoria de ADN.”!
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En la actualidad, se considera que en condiciones no patoldgicas, cuando las células se sienten
danadas se comportan en forma altruista, es decir, inducen su propia muerte (suicidio celular o
apoptosis), para dejar lugar a las células nuevas que realicen su funcidén. Sin embargo, no
cualquier dafio es capaz de inducir la maquinaria apoptdtica, de hecho la mayor parte de las
agresiones a las células son amortiguadas por los diferentes blindajes de ésta. Entre estos
blindajes, el que mayor aceptacion tiene es el asociado a los tioles. Los tioles de las proteinas en
general y, en particular, los tioles asociados al glutation. La reaccion puede ocurrir espontanea o
enzimaticamente por via de la GST con una amplia variedad de sustancias electrofilicas,

incluyendo agentes antineoplésicos clinicamente Utiles.

En células tumorales, como las de una linea de tumor ascitico de Ehrlich, aproximadamente el
35-40% de incremento de NPSH es debido a un aumento de GSHi, hecho que resulta relevante ya
que también se informa que un nimero de diferentes tioles, disulfuros y agentes de reduccion
inorganica, que contienen azufre, son capaces de promover el crecimiento celular ain en un

medio deficiente de cisteina.’” ¢ 7% 7
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La busqueda de potenciales sustancias antineoplasicas obtenidas de fuentes naturales se ha
intensificado en los ultimos afios, al respecto existen informes de que las lactonas
sesquiterpénicas que presentan en su estructura sistemas ciclicos con carbonilos a,f-insaturados
han mostrado tener actividad anticancerigena. Por lo que, si se evalua el efecto inductor de
apoptosis de una familia de germacrandlidas que presentan dichos sistemas como lo son las
glaucdlidas A, D, E y sus derivados, se podra inducir la muerte celular programada sobre las
células de leucemia mieloide cronica humana K562, y ser propuestas como sustancias

antineoplésicas.
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Objetivo General

Determinar la actividad inductora de apoptosis de una familia de las lactonas sesquiterpénicas,

naturales y semisintéticas sobre células de leucemia mieloide cronica humana K562.

Objetivos Particulares

e Evaluar la citotoxicidad de las lactonas sesquiterpénicas en la linea celular K562.

e Determinar la concentracion a la cual los compuestos tienen efecto sobre la viabilidad de
la linea celular K562.

e Determinar el tipo de muerte celular inducida por los compuestos mencionados, mediante
las técnicas de: Anexina-V y Rodamina 123.

e Proponer la via de sefializacion por la cual se induce apoptosis en las células K562
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Reactivos

¢ Dimetilsulfoxido (DMSO) grado biologia molecular (SIGMA-ALDRICH)

e Medio de cultivo RPMI 1640 18758 (SIGMA, Cell Culture Reagents).

e Suero Fetal Bovino (SFB) (GIBCO BRL, Life Technologies, Invitrogen).

e Antibidtico/Antimicético (AB/AM) (10.000 mg/mL penicilina, estreptomicina 25 mg/mL
y anfotericina B; GIBCO, Invitrogen Corporation).

e Azul tripano (SIGMA, Cell Culture Reagents).

e Anexina-V — FITC (Kit Recombinant Human Annexin — FITC conjugated, CALTAG,
Spec. ANNEXIN Vo. 1-3)

e Rhodamina — 123 (SIGMA, Cell Culture Reagents).

Equipos

e Para el andlisis de las muestras por citometria de flujo, se utilizo el citdbmetro Beckton
Dickinson FACScalibur 4C y el software CellQuestPRO.

e (Campana de flujo laminar VECO Mod. CIVAC 39

e Estufa para cultivos celulares QUEUE Systems Mod. QWj2710A

e Centrifuga EPPENDORF Mod. 5471R
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Compuestos

En este estudio se utilizaron 3 compuestos de origen natural: Glaucolida A (GA), Glaucolida D
(GD) y Glaucolida E (GE) obtenidos de la planta Critoniopsis uniflora, y tres compuestos semi-
sintéticos obtenidos a partir de diversas reacciones de GE: Glaucélida E Ciclizada (GE-C),
Glaucodlida E Hidrogenada (GE-H) y Glaucédlida E OH (GE-OH). Estos compuestos fueron
aislados y caracterizados conjuntamente con el Dr. Benjamin Velasco Bejarano y el Q.I. Rodrigo
Vian Carrion en el Laboratorio L-122 de la Seccion de Quimica Orgénica de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlin UNAM.

AcO AcO

OAc OAc OAc

Glaucolida A (GA)

AcO AcO

OAc

Glaucolida E Hidrogenada (GE-H) Glaucolida E OH (GE-OH) Glaucolida E Ciclizada (GE-C)

Figura 17. Estructuras de los compuestos utilizados durante el presente estudio.
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Linea celular

Las células K562 derivan de una leucemia mieloide cronica de la especie humana y del sexo
femenino. Esta linea celular se ha considerado un buen modelo para pruebas antitumorales,

tumorogenicidad, diferenciacion y farmacodindmicas entre otras.

La linea celular fue gentilmente donada por la M. en C. Teresa Ramirez Apan del Instituto de
Quimica de la UNAM, y se encuentra disponible en el catdlogo ATCC como CCL 243; ECACC
89121407; IZSBS BS TCL33; DSMZ ACC 10 e ICLC HTL94001.

Cultivo celular

El ensayo se llevo a cabo en placas para cultivo de 24 pozos. Una concentracion de 2.5x10°
células/mL en un volumen final de 2 mL de medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO BRL, Life
Tecnologies, Invitrogen California) enriquecido al 10 % con suero fetal bovino
descomplementado  (GIBCO BRL, Life Tecnologies, Invitrogen California) vy
antibiotico/antimicotico (10.000 mg/mL penicilina, estreptomicina 25 mg/mL y anfotericina B;

GIBCO Invitrogen Corporation NY)/pozo en atmosfera himeda a 37 °C y CO; al 5 %.

Las células fueron incubadas con 1 mL de las soluciones problema durante 24. Se utiliz6 medio
RPMI 1640 como testigo y DMSO como control negativo. Las soluciones fueron preparadas a

concentraciones de 1x10* UM, para obtener una soluciones finales de 12.5, 25, 50, 75 y 100 uM.

Observaciones:
e La manipulacion de los cultivos y la preparacion de las soluciones se realizaron bajo

condiciones de esterilidad, trabajando en una campana de flujo laminar.
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Determinacion del Efecto Citotoxico.

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares basicas que

conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado.”

La ICsp es una medida de la eficacia de un compuesto sustancia para inhibir la funcién biologica
0 bioquimica. A menudo, el compuesto en cuestion es un candidato a firmaco. Esta medida
cuantitativa indica la concentracion del compuesto o sustancia necesaria inhibir un proceso

bioldgico, como la inhibicion enzimatica, crecimiento celular, receptor celular, etc., por mitad

Diferentes autores han desarrollado pruebas in vitro para conocer los efectos toxicos de las
drogas y los compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y
organos aislados como lineas celulares establecidas. Dentro de los ensayos mas conocidos y ya
validados se encuentran el ensayo de captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y
por ultimo el ensayo de reduccion del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico

(MTT).”

En el caso particular de este trabajo, se utilizo la técnica de exclusion con azul tripano; el azul
tripano es un colorante supravital, es decir, solamente tifie a las células muertas puesto que las
células vivas al mantener la membrana integra impide la entrada de dicho colorante. Todos los

compuestos fueron probados a concentraciones de 25, 50, 75 y 100 uM, a 24 h de cultivo.

Los ensayos se realizaron en placas para ELISA fondo plano (Costar 3696, Cambridge MA), con
5x10* células/pozo resuspendidas en 100 pL. de medio de cultivo RPMI 1640 enriquecido con
SFB descomplementado al 10 %.

Cada compuesto fue probado por triplicado a las concentraciones ya mencionadas, durante 24
horas, utilizando como controles negativos RPMI y DMSO. Concluido el tiempo de incubacion

las células fueron resuspendidas, se tomo una alicuota de 50 pL, se tifieron con 50 pL de una
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solucion de azul tripano al 5 % en PBS 1x, inmediatamente después, se coloco la muestra en la
camara de Neubauer.

Se contaron 4 campos de 1 x 1 mm? diferenciando las células muertas de las células vivas, con lo
cual se determino la citotoxicidad (utilizando la formula: células vivas/células totales x 100) y la

cantidad total de células tanto vivas como muertas por pozo.

Determinacion del Tipo de Muerte Celular y Externalizacion de Fosfatidilserina

Para determinar si la muerte celular inducida por las lactonas en el ensayo de citotoxicidad, fue
causada por apoptosis o por necrosis, se determiné la externalizacion de PS como un evento que

ocurre durante la apoptosis.

Para determinar la externalizacion de PS, las células fueron tefiidas con Anexina-V — FITC y
yoduro de propidio (PI) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La tincién con Anexina-V —
FITC / PI nos permite, mediante citometria de flujo, cuantificar y diferenciar entre células vivas
(Anexina-V- / PI-), necréticas (Anexina-V- / PI+), apoptoticas tempranas (Anexina-V+ / PI-) y

apoptoticas tardias (Anexina-V+ / PI+).

Durante las fases iniciales de la apoptosis se producen cambios en la superficie celular. Uno de
éstos es la alteracion de la membrana plasmatica, donde se produce una translocacion de la PS de

la cara interna a la cara externa de la membrana.

La Anexina-V es una proteina dependiente de Ca** que une fosfolipidos cargados negativamente,
con alta afinidad a la PS. La PS también se encuentra en la cara externa de la membrana de las
células necroticas. La Anexina-V se utiliza para diferenciar las células apoptodticas (durante las
fases iniciales del proceso) y necroticas, de las células viables donde la PS se encuentra en la cara

interna de la membrana plasmatica.

La integridad de la membrana plasmatica se ve comprometida en las células necrdticas, de

manera que al tefiirlas con PI, este puede acceder al ntcleo celular y unirse al ADN. La tincion
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simultanea con Anexina-V y PI permite discriminar las células apoptdticas de las necréticas, y de

las células viables.

Las células viables no presentan translocacion de la PS ni ruptura de la membrana plasmatica y
son dobles negativas para la tincion. Las células en fases iniciales de la apoptosis son positivas
para la Anexina-V y negativas para el yoduro de propidio, ya que tienen translocada la PS pero
mantienen la membrana integra, las células apoptdticas tardias al igual que las apoptodticas
tempranas presentan la PS translocada, pero al perder la integridad de su membrana el PI puede
acceder al interior de la misma y alojarse en el nlicleo mostrando un patrén de Anexina-V+ / PI+

en la citometria de flujo.

Las células necrdticas, solo presentan un patron de tincidon Anexina-V- / PI+ dado que al ser
sufrir una muerte rapida solo se pierde la integridad de la membrana, hecho que permite que el PI

ingrese dentro de la célula y unirse al ADN contenido en el nucleo.

Las células K562, después de 24 h de cultivo, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 1X, el
boton celular fue resuspendido en 100 pl de buffer de union de Anexina-V y 3 pl de Anexina-V —
FITC. Las c¢lulas se incubaron nuevamente a temperatura ambiente durante 15 min en la
oscuridad. Por ultimo se les agregaron 300 pl del mismo buffer de union y 3 ul de PIL. Las
muestras se adquirieron y se analizaron en un citometro de flujo FACScalibur 4C (Beckton
Dickinson) utilizando el programa CellQuestPRO. En el diagrama de puntos de tamafio vs.
granularidad se delimit6 la region y se adquirieron 20,000 eventos en dicha region por muestra.

Los resultados se expresan como el porcentaje de células apoptdticas (Anexina-V+ / PI-).

Determinacion de la Disminucion del Potencial de Membrana Mitocondrial.

Igualmente, las células en apoptosis, presentan reduccion del potencial de membrana
mitocondrial, principalmente cuando esta muerte es activada por la via intrinseca, esto provoca
que las células en presencia del fluorocromo Rho-123 se tifian con menor intensidad que las

células vivas, ya que el fluorocromo no puede ser retenido en el interior de la mitocondria, como
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ocurre con las células vivas, las cuales se tifien fuertemente. Este procedimiento es posible

gracias a que el colorante puede difundir libremente por las membranas celular y mitocondrial.

Para evaluar si la muerte celular inducida en células K562 altero el potencial de membrana
mitocondrial, las células fueron tratadas con los diferentes compuestos a la concentraciones
indicadas por 24 horas. Después del cultivo, las células K562 se lavaron con PBS y se incubaron
con 20 ug/mL de Rodamina 123 (Rho 123, Sigma) a temperatura ambiente por 20 minutos.
Después de lavar las células dos veces, la fluorescencia de Rho 123 fue analizada usando un
citometro FACScalibur (Beckton Dickinson). Las células viables retuvieron la Rho 123 y las
células apoptoticas liberaron el colorante y son detectadas por el equipo como células con baja

fluorescencia.
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Determinacion del Efecto Citotoxico.

En la Figura 18 se presentan los resultados de citotoxicidad obtenidos para GE en células K562
después de 24 horas de cultivo. Como se puede observar, la GE present6 un efecto citotdoxico
dependiente d la concentracion mostrando un efecto significativo desde la concentracion mas
baja probada (25 uM). A partir de estos valores se calculd la ICsy por medio de una regresion
lineal dando como resultado ICso = 52.51 uM, siendo este valor inferior al sugerido en el Journal

of Natural Products, donde se recomiendo una ICsy < 100 uM.
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Figura 18. Efecto citotoxico de GE en células K562. Los resultados corresponden a y + D.S. de

al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de un

analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (*p< 0.0001).
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En la Figura 19 se presentan los resultados de citotoxicidad obtenidos para GE-H en células
K562 después de 24 horas de cultivo. Con base al Journal of Natural Products, GE-H presenta
una actividad biologica relevante (ICso = 62.52 uM), los resultados del analisis estadistico
mostraron que s6lo a partir de la concentraciéon de 50 uM este compuesto presentd un efecto
citotoxico significativo. Es importante mencionar que debido a la diferencia entre los resultados
obtenidos en esta prueba entre las concentraciones de 50 y 75 uM, se decidié analizar una

concentracion intermedia entre éstas, es decir, 62.5 uM, a la cual también hubo actividad

citotoxica.
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Figura 19. Efecto citotoxico de GE-H en células K562. Los resultados corresponden a y = D.S.

de al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de un

analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (*p<0.0001).
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En la Figura 20 se presentan los resultados de citotoxicidad obtenidos para GA en células K562

después de 24 horas de cultivo.
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Figura 20. Efecto citotoxico de GA en células K562. Los resultados corresponden ala y £ D.S.

de al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de un

analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (+p=0.0018 y *p<0.0001).
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En la Figura 21 se presentan los resultados de citotoxicidad obtenidos para GD en células K562

después de 24 horas de cultivo.
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Figura 21. Efecto citotoxico de GD en células K562. Los resultados corresponden ala y £ D.S.

de al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de un

analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (+p=0.0166 y *p<0.0001).

Las glaucolidas GA y GD, como se muestra en las Figuras 20y 21 respectivamente, presentaron
un efecto citotoxico significativo a partir de la concentracion de 50 uM para GA y 25 uM para
GD, pero de acuerdo al Journal of Natural Products ninguno de estos dos compuestos tienen
actividad bioldgica relevante sobre células de leucemia K562, pues el 1Csg calculado para estos
dos compuestos (ICso GA = 154.64 uM e ICsp GD = 354.29 uM) esta por encima del valor
maximo considerado en dicha revista, debido a esto, se decidio concluir el estudio de la actividad

bioldgica de estos compuestos hasta esta prueba.
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En las Figuras 22 y 23 se presentan los resultados de citotoxicidad obtenidos para GE-C y GE-

OH respectivamente en células K562 después de 24 horas de cultivo.
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Figura 22. Efecto citotoxico de GE-C en células K562. Los resultados corresponden a la y +

D.S. de al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de

un andlisis estadistico tipo ANOVA frente a RPML.
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Figura 23. Efecto citotoxico de GE-OH en células K562. Los resultados corresponden a la y +

D.S. de al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de

un analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (*p<0.0026).

De acuerdo a las Figuras 22 y 23 respectivamente, los compuestos GE-C y GE-OH, no muestran
actividad bioldgica relevante frente a células de leucemia K562 ni diferencia significativa en el
analisis estadistico (salvo GE-OH a 100 uM cuando en el analisis ANOVA es comparado frente a
RPMI), por tal motivo estos compuestos no fueron evaluados en los ensayos de determinacion del

tipo de muerte celular.
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Determinacion del Tipo de Muerte Celular y Externalizacion de Fosfatidilserina

En la Figura 24 se presentan los resultados de la prueba de externalizacion de PS para GE en
células K562 después de 24 horas de cultivo. Como se puede observar, las células tratadas con
GE son positivas para la tincion con Anexina-V, mostrando un efecto significativo dependiente
de la concentracion, puesto que al verse aumentada la GE en el medio, aumenta la proporcion de
células positivas para esta prueba. Cabe mencionar que se omitieron los resultados de los ensayos
en esta prueba de GE a 100 uM, dado que las células, al ser tratadas a esta concentracion se

mostraban demasiado dafiadas para poder realizar un correcto analisis citometrico.

100 -
[(—J
S
. (=2}
§ 80 - «2
= =%
2 2
Q- ~
_H
> 60 - 5
® S| %
z i
< 40 - S
@ 40 a l+
=
@) < "
<20z :
o o
O T T T 1
RPMI DMSO 25 uM 50 uM 75 uM

Figura 24. Células Anexina-V positivas en presencia de GE. Los resultados son la y + D.S. de al

menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de un analisis

estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (+p=0.0010 y *p<0.0001).
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En la Figura 25 se observa que mientras se aumenta la concentracion de GE, aumenta la
alteracion de la morfologia de las células K562, pues presentan reduccion del tamafio y mayor
complejidad intracelular, también es posible observar que la poblacion de células no tratadas es

mas homogénea en comparacion de aquellas que fueron tratadas.
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Figura 26. Tipo de muerte inducida a las

células K562 tratadas con GE. Los

cuadrantes R4, R2, R5, R3 muestran células

vivas, c€lulas necrdticas, células apoptoticas

tempranas y celulas

respectivamente.

apoptoticas tardias

Como se puede observar en la Figura 26, GE muestra un efecto dependiente de la concentracion

en la induccidon de apoptosis en células de leucemia K562, alcanzando un 71.73 + 9.5 % de

células Anexina-V positivas a 75 uM.
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En la Figura 27 se presentan los resultados de la prueba de externalizacion de PS para GE-H en
células K562 después de 24 horas de cultivo, observandose una importante actividad a 75 y 100
uM, los resultados del andlisis estadistico que solo a estas dos concentraciones hay diferencia
significativa cuando son comparadas con RPMI. La significancia estadistica se considero cuando
cuando p<0.05, obsérvese que no se presentan los resultados a 25 puM, puesto que a dicha

concentracion GE-H no tiene efecto alguno.
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Figura 27. Células Anexina-V positivas en presencia de GE-H. Los resultados son la y = D.S. de

al menos tres experimentos independientes entre si. Los valores de p fueron obtenidos de un

analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (*p<0.0001).

Una de las caracteristicas de las células apoptodticas es la disminucion de su tamafio, en la Figura
28 se puede observar que las células que han sido expuestas a diferentes concentraciones de GE-
H, disminuyeron su tamafio y aumentaron su complejidad intracelular, teniendo un efecto

dependiente de la concentracion segin se muestra.
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Figura 28. Evaluacion de la morfologia celular expuestas a diferentes concentraciones de GE-H.

Las flechas indican la poblacion celular con disminucion del tamafio al ser tratadas con GE-H a

50, 62.5, 75 y 100 uM despues de 24 horas de incubacion.
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Las células tratadas con GE-H, a diferencia de aquellas incubadas en ausencia de este compuesto,
presentaron externalizacion de PS dependiente de la concentracion a partir de 62.5 uM, aunque
tal concentracion no haya mostrado diferencia estadisticamente significativa frente a RPMI en la

prueba de ANOVA.

Determinacion de la Disminucion del Potencial de Membrana Mitocondrial.

Cuando la célula estd en apoptosis, la mitocondria tiene una reduccion en su potencial de

membrana, principalmente cuando esta muerte es activada por la via intrinseca.

La reduccién del potencial de membrana mitocondrial, provoca que las células apoptdticas en
presencia del fluorocromo Rho-123 se tifian con menor intensidad que las células vivas, ya que el
fluorocromo no puede ser retenido en el interior de la mitocondria, como ocurre con las células
vivas, las cuales se tifien fuertemente. Este procedimiento es posible gracias a que el colorante

puede difundir libremente por las membranas celular y mitocondrial.

Considerando que solamente GE y GE-H tuvieron un efecto citotoxico estadisticamente
significativo y bioldgicamente relevante, se determiné la disminucion del potencial de membrana

mitocondrial en células K562 en presencia de estos dos compuestos.
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En la Figura 30 se presentan los resultados de la prueba de disminucion del potencial de
membrana mitocondrial para GE en células K562 después de 24 horas de cultivo y como es
posible observar, este compuesto muestra un importante efecto dependiente de la concentracion
desde la concentracion mas baja probada de acuerdo a el andlisis estadistico tipo ANOVA cuando

estas concentraciones son comparadas frente a RPMI.
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Figura 30. Células con bajo potencial de membrana mitocondrial en presencia de GE. Los

resultados corresponden a la y = D.S. de al menos tres experimentos independientes entre si. Los

valores de p fueron obtenidos de un andlisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (*p<0.0001).
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En la Figura 31 se muestran los resultados de la adquisicion por citometria de flujo de las células

K562 sin y con tratamiento, se observa que al aumentar la concentracion del compuesto

disminuye la cantidad de Rho-123 retenida, y por lo tanto la células se desplazan hacia la

derecha, a la region R2, dentro de la cual se encuentran aquellas con bajo potencial de membrana

mitocondrial, al igual que la prueba de externalizaciéon de PS, no se incluyeron los resultados

obtenidos a la concentracion de 100 uM para este compuesto, ya que es dificil obtener resultados

fiables cuando las células tratadas a dicha concentracion presentan un alto indice de dafio celular.
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Figura 31. Efecto de GE sobre el potencial de membrana mitocondrial en células K562, la region

R2 comprende las células con bajo potencial de membrana mitocondrial en la muestra control y

las muestras tratadas a diferentes concentraciones de GE después de 24 horas de cultivo.
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En la Figura 32 se presentan los resultados de la prueba de disminucion del potencial de
membrana mitocondrial para GE-H en células K562 después de 24 horas de cultivo. Se observa
que este compuesto tiene un efecto concentracion dependiente y estadisticamente significativo a
partir de 50 uM, cuando se compara con RPMI y se considera un significancia estadistica de
p<0.05, en esta prueba y para este compuesto, al igual que en la prueba de determinacion del tipo
de muerte celular, se excluyeron los datos obtenidos a la concentracion de 25 uM, puesto que no

presentaron efecto alguno.

100 -

(o)) ]
(e (e
1 |
40.68 3.239
70.84 4.221
—_—
*

N
=)
1
20.93 3.804
28.82 1.138

*

% Células con bajo potencial de
membrana mitocondrial
[\
[w)

11.06 0.328

6.24 3.312

—

RPMI DMSO 50 pM 62.5 M 75 uM 100 uM

Figura 32. Células con bajo potencial de membrana mitocondrial en presencia de GE-H. Los

resultados corresponden a la y + D.S. de al menos tres experimentos independientes entre si. Los

valores de p fueron obtenidos de un analisis estadistico tipo ANOVA frente a RPMI (*p<0.0001).
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region R2 comprende las células con bajo potencial de membrana mitocondrial en las muestras

control y muestras tratadas a diferentes concentraciones de GE después de 24 horas de cultivo.
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Figura 33. Efecto de GE-H sobre el potencial de membrana mitocondrial (continuacion).

Como se logra observar en la Figura 32, las células de leucemia K562, disminuyen el potencial

de membrana mitocondrial desplazandose hacia la region R2 en presencia de concentraciones

crecientes del compuesto GE-H, puesto que dicho compuesto provoca daio en la mitocondria, y

por tal motivo ésta no puede retener la Rho-123.
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El cancer es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades infecciosas y
cardiovasculares, por lo que se le ha considerado como un problema de salud tanto a nivel
nacional como mundial. Lo anterior ha traido como consecuencia la necesidad de disefiar nuevos

farmacos.

A pesar de que no siempre se han obtenido resultados satisfactorios, la quimioterapia es una de
las herramientas de gran importancia en el tratamiento, ya que puede usarse en diferentes tipos de
cancer, tanto in situ como cuando se ha desarrollado metéstasis. Sin embargo, debido al
desarrollo de la resistencia a diferentes fairmacos se ha tenido la necesidad de seguir buscando
compuestos con actividad antineoplésica y que puedan presentar un mecanismo de accidon que sea

independiente de los mecanismos de resistencia en cada uno de los tumores a tratar.

Los productos naturales han servido en muchos casos para el disefio y elaboracion de nuevas
moléculas con actividad farmacolégica, debido a que poseen diversas actividades biologicas,

entre ellas la actividad anticancerigena.

Estudios recientes en el disefio de medicamentos contra el cdncer se han centrado en el desarrollo
de farmacos que no actiien sobre el ciclo celular, puesto que las células cancerigenas han
desarrollado resistencia a este tipo de farmacos; en esta busqueda se han disefiado compuestos
que induzcan apoptosis por la via mitocondrial independientemente del ciclo celular, ejemplo de
estos compuestos son las LS, ya que se ha visto que éstas actuan en la mitocondria como diana

terapéutica.

La glaucolidas A, D y E son LS que se encuentran de manera natural en la planta C. uniflora,
siendo la GE la de mayor abundancia; las glaucolidas E-C, E-H y E-OH son de origen
semisintético, puesto que fueron obtenidas a partir de la GE modificada por diferentes reacciones;
la GE-C fue obtenida por una reaccion de ciclacion, la GE-H por una hidrogenacion y por ultimo

la GE-OH por medio de una reduccion.

Al evaluar el efecto citotoxico de todas las glaucolidas mencionadas anteriormente se observo

que la GA, GD, GE y GE-H tuvieron un efecto significativo sobre las células de leucemia
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mieloide crénica K562, sin embargo s6lo la GE y la GE-H presentaron un efecto citotoxico
mayor al 80 % en concentraciones que no superaron los 100 uM. Considerando que la GA y la
GD tuvieron un efecto menor al 30 % se descartaron de estudios posteriores y solo las

glaucolidas GE y GE-H fueron consideradas para evaluar su efecto inductor de apoptosis.

Dentro de lo parametros evaluados para determinar el efecto proapoptotico de las glaucolidas
sobre la misma linea celular fueron: disminucion en el tamafio celular, translocacion de PS y
disminucion del potencial de membrana mitocondrial, considerando este Ultimo parametro como

uno de las alteraciones que activan la via intrinseca de apoptosis.

Consideramos que los compuestos GE y GE-H son moléculas con actividad proapoptoética debido
a que ocasionaron cambios en la estructura y complejidad celular (GE a partir de 25 uM y GE-H
a partir de 50 pM), observandose una disminucion en el tamafo celular y aumento en la
complejidad (Figuras 25 y 28), también se observo una translocacion de PS (Figuras 26 y 29) y
la disminucién del potencial de membrana mitocondrial (Figuras 30 — 33). Estos efectos fueron

dependientes de la concentracion (Figura 26).

Diferentes autores®® ©” "7 han publicado el efecto del GSH como una molécula protectora para
la muerte celular debido a su efecto reductor y su gran capacidad para la eliminacion de radicales
libres. Schmidt® propuso el mecanismo de reaccién entre LS vy tioles principalmente en el GSH,
causando una disminucion en la concentracion intracelular de este y favoreciendo el aumento en
las concentraciones de ROS, los cuales pueden activar la muerte celular por apoptosis, siendo

dependiente este efecto de la concentracion de los radicales libres.

Considerando el efecto de las LS sobre la modificacion en la concentracion de tioles, se sugiere
que el efecto proapoptotico de las GE y GE-H se debe probablemente a un mecanismo semejante,
ya que se observo que las células tratadas con estos compuestos presentaron una disminucion del

potencial de membrana mitocondrial (Figuras 30 — 33).

Especificamente GE y GE-H inducen apoptosis en las células K562 por la via intrinseca, donde la

principal caracteristica de esta via, es la disminucion del potencial de la membrana mitocondrial.
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A partir de este cambio en la mitocondria, la célula entra en un proceso de muerte programada
induciendo la translocacion de PS, fragmentacion del nticleo y alteraciones morfologicas que

terminan en la muerte celular.

También se calculd la ICsy de cada uno de los compuestos que presentaron actividad citotdxica,
determinando que s6lo GE y GE-H tienen una ICsy por debajo de 100 uM, la cual es la maxima
sugerida por Journal of Natural Products (ICso = 52.51 y 62.52 uM respectivamente) lo que nos
permite proponer a estos compuestos como posibles agentes antitumorales. El calculo de ICs es
de gran importancia porque es el primer filtro para nuevos farmacos, y en este caso en particular,

para aquellos que se pretende sean antineoplasicos.
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De acuerdo a los objetivos planteados en este trabajo de tesis, se presentan las siguientes

conclusiones.

Solamente los compuestos GA, GD, GE y GE-H presentaron efecto citotoxico sobre las

células de leucemia mieloide K562.

La concentracion inhibitoria 50 (ICsg), fue determinada para los compuestos que
presentaron actividad citotoxica, y se encontré que s6lo GE y GE-H presentan efecto
importante sobre esta linea celular, puesto que sus respectivos valores (GE ICso= 52.51
uM y GE-H ICs5p=62.52 uM) estan por debajo del maximo considerado para productos

naturales puros.

Puesto que los compuestos GE y GE-H mostraron importante efecto citotoxico se
estudiaron mas a fondo determinando el tipo de muerte celular, y se encontrd que estos
inducen cambios morfologicos en las células (disminucion del tamafio y fragmentacion
del nucleo), externalizacion de PS y disminucion del potencial de  membrana

mitocondrial, las cuales son caracteristicas fundamentales de células apoptoticas.

De igual manera, la disminucion del potencial de membrana mitocondrial nos permite
sugerir que GE y GE-H inducen apoptosis a través de la via intrinseca, la cual también es

conocida como via mitocondrial.
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