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RESUMEN

El cancer es una enfermedad fundamentalmente caracterizada por el
crecimiento incontrolado de las células debido a varios factores. Su fisiopatologia
basica comprende aberraciones en cualquier punto de la maquinaria molecular que
gobierna el ciclo celular, causando mutaciones que les confieren a la célula ciertas
caracteristicas como ser autosuficientes en sefiales de crecimiento, ser insensibles
a sefales inhibitorias de crecimiento, evadir la apoptosis, replicarse ilimitadamente,
generar angiogénesis y ser capaz de invadir otros 6rganos generando metastasis.

Hoy dia se sabe que existe una relacion funcional entre la inflamacién
cronica y el cancer, ya que ciertas células del sistema inmunitario tales como
macrofagos, células NK, linfocitos T, granulocitos y mastocitos, son componentes
prominentes del tejido maligno y contribuyen funcionalmente al desarrollo del cancer
debido a la producciébn de potentes mediadores solubles que regulan la
proliferacién, migracion celular, angiogénesis, etc.

Se ha demostrado que drogas anti-inflamatorias pueden ejercer un efecto
anti-tumoral, y estas drogas pueden ser derivadas de plantas naturales. Por esta
razén, nos hemos planteado el objetivo de evaluar la actividad citotéxica y anti-
inflamatoria del extracto crudo, fracciones, subfracciones y compuestos derivados
de hojas de Jacaranda copaia. Existen resultados que indican que un extracto de J.
copaia puede inhibir el crecimiento tumoral en un modelo de cancer en ratén. Se
realizaron ensayos in vitro de citotoxicidad mediante la técnica de Sulforodamina B y
por MTS/PMS. Debido a la posibilidad de que la planta pueda ejercer un efecto anti-
tumoral a través de un efecto anti-inflamatorio, se midieron mediante ensayos in
vitro el efecto de J. copaia sobre dos mediadores pro-inflamatorios como los son el
Oxido Nitrico (NO) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), y también sobre el
Factor Nuclear kappa Beta (NF-kB).

Los resultados obtenidos en este estudio reflejan que la fraccion E2 derivada
de hojas de J. copaia fue citotéxica a altas concentraciones en las lineas celulares
tumorales HT-29, 4T1, y en células macrofagicas RAW 264.7. No obstante, el
extracto crudo, la fraccion E2 y los compuestos aislados de hojas de J. copaia
mostraron efecto citostatico sobre las células HT-29, 4T1, HeLa y RAW. En cuanto
al estudio de la actividad anti-inflamatoria de J. copia, se observé que el extracto
crudo, la fracciéon E2, la subfraccion E2Il y el compuesto A aislado de hojas de J.
copaia mostraron un ligero efecto inhibitorio sobre la produccion de la citocina TNF-
o en macréfagos RAW 264.7. Por otro lado, J. copaia mostr6 un mayor efecto
inhibitorio dosis dependiente a partir de 0,3 pg/mL sobre la produccion de NO en
presencia del extracto crudo, fracciébn E2, subfraccion E2Il y compuesto A. Sin
embargo, sélo se observo efecto inhibitorio de la activacion de NF-kB en presencia
del extracto crudo y la fraccion E2 a partir de 30 pg/mL. Estos resultados no son
atribuibles a un efecto citotoxico directo sobre las células macrofagicas. Ademas de
evaluar el efecto citotoxico y anti-inflamatorio de J. copaia se determiné que los
compuestos aislados en este estudio son derivados de &cido cafeico, y se ha
demostrado en diferentes investigaciones que el acido cafeico y sus derivados
poseen actividad anti-inflamatoria entre otras.

Los resultados sugieren que compuestos activos de la planta J. copaia
pudieran ejercer un efecto anti-tumoral, no directamente sobre las células tumorales,
sino indirectamente a través de un efecto inhibitorio sobre el componente
inflamatorio que apoya el crecimiento tumoral.
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1. INTRODUCCION

1.1. El céncer a nivel mundial

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial
(World Health Organization, 2011). Se han reportado 12,7 millones de
nuevos casos de cancer por afio y 7,6 millones de muerte por afio para el
2008, aproximadamente el 13% de las defunciones mundiales (American
Cancer Society, 2011) y 21 millones de nuevos casos de cancer por afio y 13

millones de muerte por afio para el 2030 (World Health Organization, 2011).

La mortalidad anual generada por los principales tipos de cancer es de
1,4 millones de muerte (pulmén), 866.000 (estdbmago), 653.000 (higado),
677.000 (colon) y 4548.999 (mama) (World Health Organization, 2011).

Segun Capote (2006), el cancer es la segunda causa de muerte en
Venezuela con 15% de mortalidad, siendo superado por enfermedades del
corazén que ocupan 20% de mortalidad. En los hombres, el cancer de
prostata es la primera posicién, con un total de 1766 defunciones (20% de
mortalidad por cancer), seguido de pulmén, estbmago, colon y recto. En
mujeres se encuentra en primer lugar el cancer de cuello uterino con 1612
defunciones que representa el 18% de las muertes por cancer en mujeres
venezolanas, seguido por cancer de la glandula mamaria que alcanzé6 en el
2005 unas 1425 muertes y ha mostrado un aumento en los dltimos afios,
luego esta el cancer de pulmdn, estbmago, colon y recto. En ambos géneros,
el cancer de pulmon (con 2668 muertes) es la neoplasia maligna que lidera la

mortalidad en el pais ya que corresponde a una patologia de érgano comun.



1.2. Biologia molecular del Cancer

1.2.1. Céancer

El cancer o neoplasia es una enfermedad fundamentalmente
caracterizada por el crecimiento incontrolado de las células; debido a
factores fisicos, quimicos y biolégicos (Cooper, 1993). Existen decenas de
formas en que se presenta la enfermedad pero su fisiopatologia basica
comprende aberraciones en cualquier punto de la maquinaria molecular que
gobierna el ciclo celular causando desregulaciones en el mismo (Golias y
col., 2004).

Las células son las unidades béasicas que forman los tejidos del
cuerpo, éstas crecen, se dividen y mueren de una manera ordenada. Pero a
veces, este proceso ordenado de divisibn se descontrola. El cancer
comienza con una célula normal, que luego se trasforma en una célula
cancerosa debido a dafos que ocurren a nivel del ADN (molécula donde se
encuentra almacenada la informacion genética de las células). La célula
normal es capaz de reparar el dafio ocasionado en el ADN, o es destinada a
morir. Sin embargo, la célula cancerosa no es capaz de reparar el ADN
dafiado y puede ser heredado a otras generaciones (Figura 1), generando un
clon neopléasico (Luque y Herraez, 2006; American Cancer Society, 2009).
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Figura 1. Transformacion de una célula normal a una célula maligna
(Tomado de http://timerime.com/users/385/media/cancer/genes-cancer.gif).

La masa de tejido formada por células anormales (cancerosas) que
proliferan excesivamente se denomina tumor (Mackay y col., 2001). Los
tumores se clasifican en benignos cuando las células neoplasicas
permanecen agrupadas en una masa Unica (tumor primario) y en general
carecen de capacidad invasiva, y malignos cuando las células neoplasicas
tienen la capacidad de llegar a la circulacién e invadir otros tejidos (tumor

secundario o metastasis).

Los tumores dependiendo del tejido y del tipo celular del cual
provienen se pueden clasificar en carcinomas que proceden de células
epiteliales, y sarcomas que proceden de células del tejido conectivo o de
células musculares (Lodish y col., 2004). Las neoplasias derivadas de células

hematopoyéticas (provenientes de la médula Gsea) originan leucemias y
linfomas.
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1.2.2. Mutaciones génicas relacionadas con el cancer

La mayoria de los canceres se deben a cambios genéticos inducidos
por mutaciones. Hoy dia, se conocen muchas mutaciones responsables de
causar cancer, afectando genes de dos tipos, protooncogenes y genes

oncosupresores (Luque y Herraez, 2006).

Los protooncogenes son un grupo de genes que al ser mutados
causan la conversion de células normales a cancerosas (Adamson, 1987;
Weinstein y Joe, 2006). Estos genes codifican proteinas que tienen como
funciones estimular la division celular (proliferacion) e inhibir la diferenciacion
celular, también estdn relacionados con la muerte celular (apoptosis);
algunas de estas proteinas son: factores estimuladores del crecimiento
celular, receptores de factores de crecimiento o de hormonas, proteinas
citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccion de sefales y
factores de transcripcion. Todos estos procesos son importantes y
necesarios en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos y 6rganos. Los
oncogenes (forma mutada del gen normal o protooncogen) se expresan en
forma dominante (Chial, 2008) y producen en exceso las proteinas
mencionadas anteriormente, conduciendo asi, a wuna proliferaciéon
descontrolada o a una apoptosis reprimida, dando como resultado la
aparicion del cancer. Otra posibilidad de que un protooncogen se transforme
en un oncogen es cuando se activa en el organismo fuera de tiempo (por
ejemplo, un gen embrionario activado en estado adulto) o cuando se produce

como una proteina no regulable (por ejemplo, el gen v-Src).

Otros genes que causan cancer como consecuencia de una mutacion
de la forma normal, son los llamados genes oncosupresores, genes
supresores de tumores 0 antioncogenes que actian deteniendo la
proliferacion o induciendo la apoptosis. Algunas proteinas oncosupresoras

son: factores inhibidores del crecimiento celular, receptores de esos factores



inhibidores o de hormonas que frenan el crecimiento celular, proteinas
citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccion de sefiales,
factores de transcripcion y proteinas que frenan el ciclo celular o producen

apoptosis (Luque y Herraez, 2006).

Segun investigaciones realizadas por Hanahan y Weinberg en el 2000,
la mayoria de los genotipos cancerigenos son resultado de alteraciones en la
fisiologia de la célula que permiten el crecimiento maligno, adquiriendo la
capacidad de autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a
sefales inhibitorias de crecimiento, evasion de apoptosis, replicacion potente
e ilimitada, generacion de angiogénesis e invasion y metastasis (Contreras,
2007: Kumar, 2008). A continuacion se presentaran algunos ejemplos de

estas estrategias de las células cancerosas.

1.2.2.1. Autosuficiencia en las sefnales de crecimiento

Las células normales requieren ciertos factores para su crecimiento,
los cuales son transmitidos al interior celular mediante receptores
transmembranas que se unen a distintas clases de moléculas de
sefalizacion tales como factores de crecimiento difusibles, componentes de
matriz extracelular y moléculas responsables de la adhesion célula-célula
(Hanahan y Weinberg, 2000). Las células tumorales generan sus propias
sefales de crecimiento, disminuyendo la dependencia de ser estimuladas por
el microambiente del tejido normal. Un ejemplo de sefial estimulatoria es el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) cuya cadena (3 es
codificada por el protooncogén sis (Luque y Herrdez, 2006), el PDGF juega
un papel critico en la proliferacién y desarrollo celular (Leveen y col., 1994;
Soriano, 1994; Bostrom y col., 1996; Fruttiger y col., 1999; Karlsson y col.,
1999; Gnessi y col., 2000; Karlsson y col., 2000; Hoch y Soriano, 2003),

participa en varios procesos tales como mitogénesis, diferenciacion,
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angiogénesis y en procesos patolégicos como angioplastia, ateroesclerosis,
glomerulonefritis y cancer, entre otros (Morales y Ariza, 2005).

Los receptores de la superficie celular que transducen las sefales
estimulatorias al medio intracelular son blancos importantes de la regulacion
del origen y evolucién del tumor (Fedi y col., 1997). Un ejemplo es el receptor
de membrana para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que es
codificado por el protooncogén erbB (Luque y Herrdez, 2006). Se ha
demostrado que el crecimiento de células tumorales puede ser atenuado
bloqueando a EGFR (Stratford y col., 2007).

Otra proteina que es causante de nuMerosos procesos cancerosos es
Ras, codificada por el gen ras. Su activacién es un paso esencial en la
transduccion de sefales producidas por muchos factores de crecimiento.
Una alteracion frecuente en una proporcion elevada de tumores
(especialmente de colon y pancreas) es la mutacion del gen ras, originando
una proteina Ras incapaz de hidrolizar el GTP, por lo que permanece en su
forma activa Ras:GTP, desencadenando una sefial de proliferacién continua

y no regulada (Luque y Herraez, 2006).

Hoy dia, sabemos que existe una gran relacién entre los distintos
procesos neoplasicos y las alteraciones en algunos genes, en especial

aguellos que codifican proteinas importantes en el control del ciclo celular.

En el ciclo celular existen dos puntos de control principales situados
en la interfase, concretamente en las transiciones de G1 a Sy de G2 a M. El
punto de control en G1/S también es llamado punto R (restriccion), o inicio o
de entrada en Sy el otro punto de control es en G2/M o de entrada en M. En
ambos puntos de control intervienen las ciclinas y las proteinas quinasas
(CdK) que se asocian y forman complejos CdK:ciclina que cuando estan
activos, la CdK es la subunidad catalitica (fosforila proteinas sustratos) y la
ciclina es la subunidad reguladora (Sherr, 2000). Las mutaciones que activan

11



los genes de ciclina o que inactivan los reguladores normales de ciclinas y
quinasas dependientes de ciclina se observan en una amplia variedad de
canceres como melanoma y cancer cerebral, pulmonar y pancreatico (Kumar
y col., 2008).

1.2.2.2. Insensibilidad a las sefales inhibitorias de crecimiento

La falla en las sefiales inhibitorias del crecimiento es una alteracion
fundamental en la carcinogénesis. En principio, las sefiales anti-crecimiento
pueden prevenir la proliferacion celular mediante dos mecanismos
complementarios. La sefial puede causar la detencion de las células en GO
(quiescencia), donde permanecen hasta que sefiales externas activan
nuevamente la proliferacion. Alternativamente, las células pueden entrar en
un agrupamiento post-mitético diferenciado y perder el potencial replicativo
(Kumar y col., 2008).

Entre los multiples genes supresores de tumores descritos, uno de los
mas estudiados es Rb que codifica la proteina del retinoblastoma (pRb).
Segun Weinberg en 1995, a nivel molecular, la mayoria de las sefiales anti-
proliferativas son interceptadas por esta proteina (Contreras, 2007) y su
importancia radica en su funcion de ejecucion en la fase G1 (entre la mitosis
“fase M” y la replicacion del ADN “fase S”), donde se determina si la célula
debe entrar en el ciclo celular, salir del ciclo y diferenciarse, o bien si ha de
morir. Al comienzo de la fase G1 la proteina Rb se encuentra hipofosforilada,
luego se une e inhibe a la familia de factores de transcripcion EZ2F,
impidiendo la transcripcion de la ciclina E (necesaria para la iniciacion de la
replicacion del ADN) (Kumar y col., 2008). pRb es modificado por varias CdK
implicadas en el desarrollo del cancer (Ewen, 1994), estas proteinas CdK

son activadas por factores de crecimiento y son capaces de fosforilar a Rb y

12



de esta manera, anular su efecto inhibitorio sobre la progresion del ciclo en
G1/S (Luque y Herréez).

Otro gen supresor de tumores es el p53, el cual sigue siendo el gen
mas comunmente mutado en aproximadamente el 50% de los canceres
humanos (Cory, 1995; Meyn y col., 1996; Gasco y col., 2002). El gen p53
codifica la proteina p53, cuya funcién principal es actuar como una proteina
activadora de la transcripcion, uniéndose a secuencias especificas de ADN
(Fields y Jang, 1990; Raycroft y col., 1990; Funk y col., 1992; el Deiry y col.,
1992). La proteina p53 detecta dafios en el ADN y ayuda a repararlos
mediante una parada en la fase G1 del ciclo celular e induciendo genes
encargados de la reparacion del ADN. Una célula que tenga el ADN dafiado
y no pueda repararlo, es dirigida por p53 a entrar en senescencia (parada
permanente del ciclo celular) o sufrir apoptosis (Kumar y col., 2008). Los
defectos homocigéticos en p53 conducen, por tanto, a una falta de control en
el punto G1/S y una reduccién de la entrada de apoptosis, resultando una
proliferacion celular descontrolada que ocasiona tumores. En individuos
heterocigéticos se genera el sindrome de Li-Fraumeni, caracterizado por una
predisposicién al desarrollo de tumores. De igual manera a lo que ocurre
sobre Rb, diversas proteinas viricas generan tumores a través del bloqueo
de p53, por ejemplo el antigeno T de SV40, la proteina E6 de papilomavirus
y la proteina E1B de adenovirus (Luque y Herraez, 2006; Kumar y col.,
2008).

1.2.2.3. Evasién de apoptosis

La acumulacion de células neoplasicas puede deberse no sélo a la
activacion de oncogenes promotores del crecimiento o a la inactivacién de
genes supresores del crecimiento tumoral, sino también a mutaciones en los
genes que regulan la apoptosis. La apoptosis 0 “muerte celular programada”

es una forma de suicidio celular genéticamente definida, que ocurre de

13



manera fisiologica durante la morfogénesis, la renovacion tisular y la
regulacion del sistema inmunitario (Onishi y Kizaki, 1994). Determinados
procesos celulares pueden ser explicados por trastornos en la regulacion de
los genes responsables de la apoptosis, como es el caso de la
transformacion y progresion de tumores (Arango y col., 1997). La apoptosis
puede desencadenarse por diferentes sefiales, la cuales pueden ser
fisiolégicas o por estimulaciones exdgenas ambientales. Estas sefales
pueden actuar sobre receptores de superficie y causar la activacion en
cascadas de proteinas citoplasmaéticas; ello trae como resultado la activacion
de un programa genético que conduce generalmente a la nucledlisis por

accion de las endonucleasas (Silvestriy col., 1995).

Desde el punto de vista celular y molecular, los cambios en la
apoptosis parecen transcurrir en tres etapas: la primera es la induccion que
corresponde a la reaccion ante un estimulo o sefial adecuada (sefial
positiva), las sefiales negativas son aquellas que bloquean la apoptosis
(Lugue y Herrdez, 2006). La induccién positiva resulta de la unién de un
ligando y su receptor como por ejemplo Fas/FasL y TNF/TNFR (Cascino y
col., 1994; Ashkenazi y Dixit, 1999; Corado y Mora, 2003). Otros estimulos
de muerte provienen de moléculas agonistas de receptores citoplasmaticos
como por ejemplo los glucocorticoides, ademas de ciertas citocinas

coestimuladoras (Corado y Mora, 2003).

El segundo paso es la ejecuciéon o fase efectora que comprende
diversas alteraciones: cambios morfolégicos y de la membrana con
disminucién de la adhesion a otras células y a la matriz extracelular,
contraccion del citoplasma, condensacion de la cromatina, fragmentacion del
ADN, disminucion del volumen nuclear y posterior desintegracion, rotura de
mitocondrias y liberacion de su contenido al citoplasma, apariciéon de
protuberancias en la membrana celular (zeiosis), entre otras. En esta fase se

activa una cascada de proteasas y nucleasas; dentro las proteasas se
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encuentran las caspasas que actlan degradando proteinas sustrato y
activando otras caspasas (Luque y Herraez, 2006). Una de las principales
sefales inductoras es la liberacion del contenido mitocondrial al citoplasma
como por ejemplo el citocromo ¢ (perteneciente a la cadena respiratoria), la
proteina Apaf (factor activador de las proteasas apoptéticas) y la proteina
Bax que posee actividad pro-apoptética (Pérez y col., 2007) y esta inactiva
en canceres (Corado y Mora, 2003; Luque y Herraez, 2006). El control
negativo de la apoptosis, por inactivacion de las caspasas, viene
determinada por proteinas Bcl-2 y Bcl-x, las cuales bloquean la apoptosis
(actividad anti-apoptoética) (Pérez y col.,, 2007) y se encuentran
sobreexpresadas en algunos canceres (Reap y col., 1995; Munn y col., 1995;

Luque y Herraez, 2006).

La proteina nuclear p53, ademas de regular la transcripcion de ciertos
genes relacionados con la progresion del ciclo celular, es capaz de inducir
apoptosis en condiciones normales. Se ha demostrado que la
sobreexpresion de la proteina p53 o induccion de la misma por agentes que
dafian el ADN, incrementa la expresion del gen Bax y disminuye la expresion
del gen Bcl-2 (Miyashita y col., 1994; Zhan y col., 1994).

En la fase final de la apoptosis o fase de degradacion, las
protuberancias externas de las células que se forman en la etapa de
ejecucion, se separan mediante fragmentacion celular originando los
llamados cuerpos apoptoticos, los cuales quedan rodeados de la membrana
celular, y son reconocidos y fagocitados por otras células, tanto vecinales o
del propio tejido, como especializadas (macrofagos, neutréfilos y células
dendriticas) sin producir una reaccion inflamatoria (Corado y Mora, 2003;

Luque y Herrdez, 2006).
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1.2.2.4. Potencial replicativo ilimitado

Una de las caracteristicas principales de los canceres avanzados es la
potencialidad de las células anormales de replicarse ilimitadamente, y este
proceso esta estrechamente relacionado con la reactivacion de la telomerasa
(Shay y Keith, 2008), esta enzima es una transcriptasa reversa que afade
nuevas secuencias de ADN en los teldmeros que estan localizados en los
extremos de los cromosomas (Collins y Mitchell, 2002). Los telémeros
consisten de muchas repeticiones de una secuencia de seis pares de bases
(TTAGGG), asociadas a un complejo de proteinas llamadas “caperuzas”, que
protegen a las secuencias teloméricas (de Lange, 2005). Estas secuencias
son acortadas en cada division de las células normales (Harley, 1991; Wrigh
y Shay, 2000). La telomerasa es detectada en aproximadamente el 90% de
los tumores malignos (Kim y col., 1994; Shay y Bacchetti, 1997). Cuando
algunos telémeros son acortados excesivamente, se detecta el crecimiento
descontrolado de las células, lo que dispara una sefial indicando que el ADN
esta dafiado, llevandola a un estado de senescencia celular (Shay, 2003).
Sin embargo, las células tumorales son capaces de evitar estas vias de

sefalizacion y la senescencia celular.

1.2.2.5. Desarrollo de angiogénesis sostenida

Esta es una caracteristica que presentan los tumores y es necesario
para su continuo crecimiento (Folkman, 2003; Zee y col.,, 2010). La
vascularizacién o angiogénesis consiste en la capacidad que tiene un tejido
para formar una red vascular propia mediante el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes (Luque y Herrdez, 2006). Este
proceso permite, tanto en tejidos normales como en tumores, el suministro
de oxigeno y nutrientes necesarios para su crecimiento (Kumar y col., 2008).
Las células tumorales producen agentes angiogénicos que actuan sobre

células endoteliales vecinas lo que genera la angiogénesis. Los factores pro-
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angiogeénicos y anti-angiogénicos estan regulados por muchos genes que
mutan frecuentemente en el cancer. Por ejemplo, en las células normales el
gen p53 puede estimular la expresion de moléculas anti-angiogénicas
(trombospondina 1) y reprimir la expresion de moléculas pro-angiogénicas
(VEFG: factor de crecimiento endotelial vascular). En la transcripcion de
VEFG intervienen también sefiales procedentes de la via de la quinasa RAS-
MAP (Kumar y col., 2008). La inhibicion de la angiogénesis es considerada

como una posible via para el tratamiento del cancer (Paris y col., 2010).

1.2.2.6. Capacidad de invadir y generar metastasis

Oppenheimer (2006), considera que si todas las células
permanecieran en el tumor primario, el cancer tendria poca importancia
clinica. La metastasis es la propagacion de las células tumorales a areas que
no estan directamente adyacentes al tumor primario. Tal propagacion puede
ocurrir por invasion de los vasos sanguineos o vasos linfaticos, o debido a
que las células cancerosas penetran la cavidad corporal o espacios

alrededor de los 6rganos.

_ 1 Para que haya metastasis, ia
o= célula tumoral debe romper las -
uniones con las células vecinas

llegar a los capilares
¥ lleg P //
2 | 2 La célula tumoral viaja a4 A través:de paquefcs
) por el torrente sanguineo capilagesSseiestablece
en un nuevo érgano.
f

3 Algunas de estas células

son eliminadas por el

sisterna inmune
\

Capilares
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Capilares
sanguineos

= z b AN
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Figura 2. Proceso de metastasis en cancer (Tomado y modificado de
http://www.newhopeblog.com/poster_metastasis.jpqg).
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El proceso metastasico generalmente se desarrolla en varias etapas,
como se puede observar en la figura 2 (Wood, 1958; Wood y col., 1966;
Willis, 1973; Oppenheimer, 2004; Gao y col., 2005; Mazzocca y col., 2005)

gue se consideran a continuacion:

Pérdida de la cohesion intercelular. Una etapa necesaria para que ocurra el

proceso de migracion celular es la pérdida de cohesién entre células
provenientes del tumor solido primario (Arvelo y Poupon, 2001; Sanchez y
col., 2005; Kumar y col., 2008). En la adhesion celular un grupo de proteinas
de membrana permiten la interaccion de una célula con otra o de una célula
con la matriz extracelular, se puede decir que éste proceso es especifico, ya
que cada receptor o molécula tiene su ligando particular (Corado y Mora,
2003). Una molécula importante implicada en el proceso metastasico es la E-
cadherina (del tejido epitelial) (Takeichi, 1988; Cavallaro y Christofori, 2001),
la cual es una proteina transmembrana y en presencia de calcio se une a
una estructura idéntica que se encuentra en la célula adyacente (Arvelo y
Poupon, 2001). Se ha demostrado que la pérdida de la adhesion célula-
célula mediante la E-cadherina estd asociada al potencial metastasico en
muchos tipos de cancer (Birchmeier y Behrens, 1994; Skoudy y col., 1996;
Anzai y col., 1996; Kuramochi y col., 1997; Richmond y col., 1997; Onder y
col., 2008). Un grupo de investigadores demostraron que la reconstitucion de
la molécula de adhesion E-cadherina funcional, suprime el fenotipo invasivo
de diferentes tipos de células tumorales (Vleminckx y col., 1991; Frixen y col.,
1991).

Sintesis de enzimas proteoliticas. Las enzimas proteoliticas permiten la

degradacion de la membrana basal y del tejido intersticial (Arvelo y Cotte,
2006; Kumar y col., 2008), muchas de éstas son sintetizadas por las células
tumorales, entre las cuales se encuentran las metaloproteasas (MMP), las
catepsinas y las glicosilasas (Arvelo y Poupon, 2001; Kumar, 2008). Las

metaloproteasas son proteasas que degradan la matriz extracelular y
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ademdas, desempefian un papel importante en la promocion tumoral,
proliferacion celular, invasion tumoral, angiogénesis y apoptosis (Arvelo y
Cotte, 2006; Reiss y col.,, 2006). Los inhibidores de proteasas regulan la
actividad proteolitica, y pueden ser producidos por las células normales o por
las células tumorales, siendo capaces de bloquear su actividad y de esta
manera funcionar como proteinas supresoras de metéstasis (Arvelo y
Poupon, 2001; Hotary y col., 2003). Por ejemplo: los TIMP (tissue inhibitors of
metalloproteinases) son inhibidores de las metaloproteasas capaces de
bloquear la capacidad invasiva de células tumorales y reducir su velocidad
de crecimiento (Wike, 2000).

Migracion y motilidad. En la metastasis se genera un incremento en la

motilidad de las células tumorales (migracion celular) (Mayoral y col., 2004).
La migracién celular estd regulada por la expresion de moléculas de
adhesion, deposicion de proteinas de la matriz extracelular o de la
membrana basal, y por moléculas solubles extracelulares; mediante la
interaccidbn con receptores especificos de la superficie celular. Se ha
demostrado que ciertas quimiocinas, factores de crecimiento y citocinas
inflamatorias estimulan la migracion celular (Shida y col., 2004). Por ejempilo,
el factor de motilidad autocrino es una citocina liberada por las células
tumorales, capaz de regular la migracion y el crecimiento celular (Silletti y
col., 1998).

Células metastasicas circulantes. Esta etapa corresponde a la capacidad que

tienen las células tumorales de producir factores que inducen Ila
angiogénesis, proceso que fue explicado anteriormente. Segun Arvelo y
Poupon (2001), el fenomeno de latencia de ciertas metastasis, son
explicadas por su incapacidad de promover la angiogénesis, ademas de que
las células tumorales circulantes presentan una viabilidad y una capacidad
de proliferacion frecuentemente limitada. La sobrevivencia de estas células

depende de la capacidad de resistir agresiones mecanicas como choques
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debido a la presion sanguinea, elongacion y friccion en los capilares
sanguineos. Weiss en 1985, demostré que soélo una fraccion de células
tumorales sobrevive a este tipo de condiciones y que estas células
resistentes muestran un elevado potencial metastasico. Ademas, segun Niers
(2007), las células tumorales inducen la activacion y agregacion de plaquetas
sobre su superficie, originando un complejo de plaqueta-fibrina-célula tumoral
que permite prolongar la supervivencia de las células en las venas

pulmonares.

Resistencia a Anoikis. Entre la matriz extracelular y el citoesqueleto celular

existe una conexion que se da mediante un mecanismo conocido como
adhesion focal, que es un elemento dinamico de union. Estas adhesiones
sirven como soporte para permitir la union entre el filamento terminal de
actina intracelular con la matriz extracelular, en estas uniones también
participan otras proteinas estructurales. Las células normales del epitelio y
endotelio, cuando pierden contacto con las proteinas de la matriz extracelular
activan una forma de apoptosis denominada Anoikis (Arvelo y Poupon, 2001,
Frisch y Screaton, 2001; Simpson y col., 2008). Liu y col. (2008) demostraron
gue la resistencia a Anoikis era mediada por la proteina tirosinquinasa FAK
(focal adhesion kinase) la cual controla varias vias de sefializacién celular,
incluyendo proliferacion, propagacion celular, migracion y sobrevivencia
(Schaller y col., 1992). Se piensa que la sobrevivencia de las células
tumorales circulantes se debe a la resistencia a Anoikis (Arvelo y Poupon,
2001).

Implantacion _en un tejido secundario. La seleccion del tejido secundario

donde llegan las células metastasicas no es un proceso al azar (Gout y col.,
2008). La adhesion de estas células en el tejido secundario se lleva a cabo
cuando mecanicamente hay una disminucion del flujo sanguineo
(especialmente dentro de los capilares), permitiendo entonces que las

células tumorales tengan contacto directo con el sustrato (células
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endoteliales y membrana basal subyacente), dicha interaccion es mediada
por la union de estructuras moleculares a sus receptores especificos (Arvelo
y Poupon, 2001).

Existen mediadores moleculares de extravasacion que promueven la
metastasis, como por ejemplo la proteina de anclaje al citoesqueleto (Ezrin),
la cual une la membrana celular al citoesqueleto de actina, permitiendo asi

que la célula se acople al microambiente (DeVita y col., 2008).

Las metastasis son mas frecuentes en algunos érganos blanco, que
poseen ciertas condiciones necesarias, tales como la vascularizacion y la
presencia de factores que regulan la adhesion y proliferacion,
constituyéndose de esta manera un ambiente propicio para la proliferacion y
desarrollo de las células emigrantes, llamado “ecosistema metastasico”
(Arvelo y Poupon, 2001).

1.3. Inmunologia del Cancer

1.3.1. Relaciéon entre la inflamacion y el cancer

La inflamacién es el término general que se da a la acumulacién local
de fluido, proteinas plasméticas y glébulos blancos que se genera debido a
un dafio fisico, infeccibn o a una respuesta inmune local. Es definido
tradicionalmente por cuatro palabras: calor, dolor, rubor y tumor (hinchazdén)
(Murphy vy col., 2008). Aunque la inflamacién es un mecanismo de defensa
para el organismo, una respuesta inflamatoria inadecuada puede conducir a
varias enfermedades cronicas incluyendo el cancer (Jackson y Evers, 2006;
Schottenfeld y Dimmer, 2006).

La inflamaciébn cronica ocurre cuando persisten estimulos

inflamatorios, durante enfermedades autoinmunes o por la desregulacién de
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mecanismos anti-inflamatorios endégenos (Lawrence y col., 2002; Lawrence,
2007). El papel de la inflamacion en carcinogénesis fue por primera vez
propuesta por Rudolf Virchow en 1863, cuando notificé la presencia de
leucocitos en tejidos neoplasicos (Balkwill y Mantovani, 2001; Schottenfeld y
Dimmer, 2006; Kundu y Surh, 2008). Otros investigadores proponen también
la relacion existente entre la inflamacion y el cancer, indicando que los
tumores pueden originarse en sitios de infeccidbn o inflamacion cronica
(Mueller 'y Fusenig, 2004), encontrandose dicha relacibn en
aproximadamente 25% de todos los tipos de cancer (Hussain y Harris, 2007).
Por ejemplo: el desarrollo de carcinomas de estdbmago, higado, vesicula
biliar, prostata y pancreas ha sido atribuido a inflamacién gastrica inducida
por Helicobacter pylori, hepatitis cronica, colecistitis, atrofia inflamatoria de la
prostata y pancreatitis crénica, respectivamente (Philpott y Ferguson, 2004;
Schottenfeld y Dimmer, 2006; Matsuzaki y col., 2007; Kundu y Surh, 2008).

Entre las caracteristicas histopatolégicas de la inflamacién crénica
esta la predominancia de macréfagos y linfocitos (células del sistema
inmunitario), hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos, fibrosis y necrosis.
Los macrdéfagos y linfocitos activados son capaces de liberar mediadores pro-
inflamatorios (citocinas y otros) que amplifican la respuesta inmunitaria. Las
citocinas representan una familia de modificadores de la respuesta biolégica,
donde también se encuentran las interleucinas, quimiocinas, interferones,
factores de crecimiento y factores que estimulan a los leucocitos. Estas
citocinas pueden ser secretadas por los leucocitos, células del tejido
conectivo y células endoteliales (Schottenfeld y Dimmer, 2006; Jackson y
Evers, 2006).

La infiltracion de leucocitos en tejidos neoplasicos pudiera ser visto
como parte de una respuesta anti-tumoral. Sin embargo, hay pruebas
convincentes de que el infiltrado de linfocitos y macréfagos activados que

son reclutados de la circulacion, es una fuente principal de citocinas pro-
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inflamatorias tales como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), factores
de crecimiento y factores angiogénicos. La infiltracion extendida de
leucocitos en tumores solidos es controlada en parte por la produccion local
de quimiocinas tanto por células neoplasicas como por células del estroma.
Las sefales provenientes de la interaccion de citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento con receptores especificos de la superficie celular,
actuan sobre ciertos genes blancos como el gen que codifica el Factor de
Transcripcion Nuclear kappa Beta (NF-kB) implicados en la proliferacion
celular e influyen en la supervivencia de las células tumorales, angiogénesis

y migracion hacia la matriz del estroma (Schottenfeld y Dimmer, 2006).

La inflamacién cronica y la fagocitosis de productos metabdlicos,
frecuentemente estan acompafadas de la formacidén excesiva de especies
reactivas de oxigeno y nitrdgeno como el Oxido Nitrico (NO) que son
potencialmente dafinas para el ADN, las lipoproteinas y las membranas

celulares (Schottenfeld y Dimmer, 2006).

1.3.2. TNF-a, sus receptores y su relaciéon con el cancer

TNF-a es una citocina pro-inflamatoria multifuncional secretada
predominantemente por macréfagos activados, células NK y linfocitos T
(Mocellin y col.,, 2005; Casas y Gémez, 2008), aunque también se ha
demostrado que otros tipos de células secretan esta citocina, como por
ejemplo los fibroblastos, astrocitos, células de Kupffer, queratinocitos, células
del musculo liso y células tumorales (Mocellin y col., 2005). TNF tiene
multiples actividades bioldgicas tales como citotoxicidad, proliferacion de
hepatocitos y mediacion de la respuesta inflamatoria (Mahmood y Shukla,
2010). TNF transduce sus sefiales a través de dos receptores distintos: TNF-
R1 (también llamado TNFRp55/p60, expresado en todas las células) y TNF-
R2 (también llamado TNFRp75/p80, expresado soélo en células del sistema

23



inmunitario y células endoteliales). Las sefiales son transmitidas a través del
reclutamiento de varias proteinas diferentes de sefalizacion, que juntas
inician la cascada de sefializacion que conduce a la activacion de proteinas
efectoras por ejemplo las caspasas, y proteinas quinasas por ejemplo, la
proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK), la quinasa del inhibidor
kappa beta IkB (IKK), estas ultimas estan implicadas en la activacién de

factores de transcripcion (Figura 3) (Mocellin y col., 2005).

Las propiedades de citotoxicidad y anti-proliferacion fueron unas de
las primeras actividades atribuidas al TNF (Mocellin y col.,, 2005). Las
acciones anti-cancer de TNF pudieran deberse al efecto directo sobre células
tumorales y/o indirectos en células del estroma, y muchos de estos efectos
son potenciados por INF-y (Interferon y) (Balkwill, 2002). Se cree que el dafio
vascular producido por el TNF es un mecanismo importante de su accion
tumoricida (Balkwill, 2002; Mocellin y col., 2005). Sin embargo, se ha
demostrado la relacion existente entre la inflamacion cronica y el incremento
de la susceptibilidad a desarrollar cancer. Balkwill y Mantovani (2001) creen
que tal relacién se debe a una produccién crénica de TNF-a y otras citocinas
inflamatorias como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) y también el
factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) en el
microambiente tumoral. EI TNF-a puede actuar como un factor de
crecimiento tumoral autocrino y también promover la supervivencia celular a
través de la activacibn de NF-kB y de las vias de
proliferacion/supervivencia/anti-apoptosis dependiente de MAPK (Figura 3).
Debido a sus funciones pleiotropicas, el TNF puede favorecer la progresion
tumoral mediante la expresion de metaloproteasas, la sobreexpresién de
varias moléculas tales como VEGF, receptor 2 del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF-R2), NO, etc. las cuales promueven la
angiogénesis (Mocellin y col., 2005).
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Figura 3. Receptores de TNF y sus vias de sefializacion. La union de TNF
a su receptor TNFR1 asociado a dominios de muerte, es capaz de inducir
apoptosis a través de una cascada de sefalizacién que induce la activacion
de la caspasa 8 que esta asociada a procesos apoptoticos. Por otro lado, la
union TNF/TNFR1 puede inducir procesos anti-apoptoticos mediante la
activacion del factor de transcripcion NF-kB (Tomado y modificado de Wak y
Yeh, 2002).

1.3.3. NO y su relacion con el cancer

El NO es una de las moléculas endégenas méas pequefias implicadas
en funciones biolégicas (Sonveaux y col., 2009). Es un radical libre, gaseoso
e inorganico cuya funcién predominante es de molécula mensajera y efectora
(Lechner y col., 2005; Sonveaux y col., 2009). Es difusible en agua y a través
de la membrana celular; su alta reactividad limita su tiempo de vida media en
los fluidos biolégicos, y actia directa o indirectamente como un precursor de
especies de nitrogeno reactivo estable (RNS) (Sonveaux y col., 2009). EI NO
es sintetizado por una familia de enzimas denominadas como sintasas de
oxido nitrico (NOS). Existen tres isoformas de NOS: NOS1 (neural o nNOS),
NOS2 (epitelial o eNOS), ambas se expresan constitutivamente, y NOS3
(inducible 0 INOS). La actividad de iNOS ha sido demostrada en una amplia

gama de ceélulas y tejidos entre los cuales estan los  macrofagos,
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condrocitos, células de Kupffer, hepatocitos, neutrofilos, epitelio pulmonar y
en varias enfermedades neoplasicas (Lechner y col.,, 2005). Como su
nombre lo indica, las células deben ser inducidas a expresar la enzima INOS
y para ello, los estimulos tipicos implicados son mediadores pro-inflamatorios
(citocinas), endotoxinas y/o lipopolisacéridos (LPS). Una vez expresada dicha
enzima, las células generan grandes cantidades de NO (Nussler y Billiar,
1993).

Para sintetizar NO es necesario el sustrato L-arginina, el cual es
hidrolizado por el O, y el NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato)
a la forma N-w-hidroxi-L-arginina. Subsecuentemente, éste es oxidado al
producto L-citrulina, hidrégeno y NO (Lechner y col., 2005). Aunque la INOS
es inducida y expresada en macréfagos durante mecanismos de defensa del
organismo, se ha observado un alto nivel de expresion y/o actividad de la

INOS en una variedad de canceres humanos (Hofseth, 2008).

Niveles cronicamente elevados de NO y RNS conducen a varios
procesos quimicos; incluyendo la nitracion, nitrosilacion, nitrosacion y la
oxidacion. La modificacion quimica de proteinas relacionadas con el cancer,
puede generar carcinogénesis por causa de la disfuncibn de dichas
proteinas. También puede ocurrir la desaminacion de bases del ADN vy la
ruptura de las cadenas dobles y sencillas del ADN, lo cual puede incrementar
el riesgo de mutacién somatica en los genes implicados en el cancer
(Hofseth, 2008). Por otra parte, el factor de hipoxia inducible (HIF-1) controla
la expresién de una variedad de proteinas que median la supervivencia
celular y/o ayuda a restaurar la oxigenacion a los tejidos. Entre esas
proteinas se encuentran VEGF y el factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF/FGF2), las cuales son las principales proteinas
promotoras de la angiogénesis. El NO actla como un regulador de la
activacion de HIF-1 y como un efector de VEGF, lo que lleva a este radical a

ocupar una posicion central en el proceso de angiogénesis y por tanto, en la
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progresion tumoral (Sonveaux y col., 2009). Por esta razén, se podria sugerir
que agentes anti-inflamatorios que sean capaces de disminuir la produccion

de NO tengan un posible efecto anti-tumoral.

1.3.4. NF-kB y su relacion con el cancer

NF-kB es un factor de transcripcion responsable de regular la
expresion de muchos genes implicados en la respuesta inflamatoria,
adhesion celular, proliferacion, angiogénesis y apoptosis (Barnes y Karin,
1997; Sun y Zhang, 2007). Las proteinas de NK-kB son reguladas por el
inhibidor de kB (IkB) (Radhakrishnan y Kamalakaran, 2006). El desbalance
entre NF-kB y su inhibidor kappa beta (IkB), ha sido asociado al desarrollo de
muchas enfermedades, incluyendo tumores (Radhakrishnan y Kamalakaran,
2006). NF-kB es activado por una variedad de estimulos, incluyendo
citocinas inflamatorias (TNF-a) (Figura 4), por infeccién con bacterias y virus,
por varios carcinégenos y promotores de tumores, radiacion UV, y otros. Los
genes regulados por NF-kB implicados en carcinogénesis incluyen c-myc,
receptores de factores de crecimiento epidérmico, moléculas de adhesion
intercelular (ICAM), moléculas de adhesiéon vascular (VCAM), E-selectina,
INOS, factores de crecimiento de células endoteliales vasculares,
ciclooxigenasas (COX), Bcl-2, Bcl-xL, y otros (Ohshima y col., 2005).
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Figura 4. Activacion del factor de transcripcion NF-kB mediante la via
clasica. Esta via de activacién es mediada, entre otros, por la unién de
citocinas proinflamatorias tales como TNF-a a sus receptores especificos. Tal
estimulacién activa el complejo quinasa IkB (IKK) el cual fosforila al inhibidor
de NF-kB (IkB) que se encuentra unido al factor de transcripcion (inicialmente
en el citosol). Esta fosforilacion marca al IkB mediante ubiquitinacion para ser
degrado en el proteosoma, y de esta manera el dimero de NF-kB es liberado
y translocado al nucleo, se une a la secuencia de reconocimiento de la region
promotora e induce la transcripcion de genes implicados en la progresion y
promocion tumoral y en inhibicion de la apoptosis celular (Tomado y
modificado de Karin y Greten, 2005).

Debido a la variedad de genes blanco que son regulados por el factor
de transcripcion NF-kB a través de la via clasica, se ha propuesto que éste
podria relacionar los procesos inflamatorios cronicos con la iniciacion y
progresion tumoral (Figura 5) (Karin y Greten, 2005). Dichas observaciones
sugieren que agentes anti-inflamatorios que supriman a NF-kB o regulen sus
productos, pueden tener un efecto potencial en la prevenciéon y tratamiento

del cancer.

28



Growih Tactors Inflammatory cell

(such as TNF and IL-1)

.f"“-.”'_1

UL A Classical-pathway
NF-xB activation

C.'—:-:_:) g — c-_::::)
‘///} 50 FF_I_ A Survival
o SEE s ECLY,
\ NF-xB- * GADDASp
%m binding site ﬁ& * BFL4
NS

C—_—:_j A, e c_—_-\__::'
~~ — ~ e TNF

e |L-6
NF-xB- Z& « CXCL8
binding site » VEGE

e

GO0
THNFR 0:0:6
OO0

Survival
factors

= S0D2

e —

Figura 5. Activacion de NF-kB en diferentes tipos de células. La
activacion del factor de transcripcion NF-kB en diferentes tipos de células
puede incrementar la progresion y crecimiento tumoral a través de la
activacion de diferentes genes blanco. La activacion de NF-kB en células
tumorales a través de la estimulacion de mediadores proinflamatorios tales
como TNF-a e interleucina 1 (IL-1), lleva a la regulacion de la expresion de
genes anti-apoptoticos, lo cual le permite a las células tumorales sobrevivir y
proliferar. En células inflamatorias, la activacion de NF-kB promueve el
desarrollo tumoral ya que induce la expresion de genes que codifican
citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento y sobrevivencia que
estimulan a las células tumorales (Tomado de Karin y Greten, 2005).

1.4. Extractos de Plantas en la Terapia del Cancer

La investigacion sobre las plantas medicinales, hoy dia, es un campo
interdisciplinario que comprende diversas areas como la botanica,
bioquimica, medicina, toxicologia, nutricion, ecologia, farmacologia, biologia
celular y molecular, entre otros. La etnofarmacologia es una ciencia que
abarca el estudio de las especies de plantas a las cuales se les ha
encontrado alguna actividad terapéutica por las poblaciones indigenas y
pudieran convertirse en potenciales medicamentos. Esta disciplina se enfoca

en el estudio de las medicinas indigenas que establece una relacion entre la
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etnografia de la salud y curacion con la composicion de medicinas y su

fisiologia (Arvelo y col., 2008).

Las plantas medicinales y los componentes derivados de ellas son una
buena fuente de nuevos inhibidores especificos de procesos inflamatorios
que podrian tener algun efecto terapéutico en el cancer. Entre los
compuestos quimicos sintetizados por las plantas estan los metabolitos
secundarios (terpenoides, alcaloides, flavonoides, y otros) que cumplen
funciones no esenciales en ellas. Es importante mencionar que dependiendo
de la radiacion solar, composicion del suelo, altitud, temperatura, humedad,
etc., la misma especie de una planta puede secretar metabolitos secundarios
diferentes. Estos compuestos pueden cumplir una funcién semioquimica, ya
que constituyen un mecanismo de interaccion con el resto de seres vivos de
su entorno que se manifiesta en formas diversas, lo cual constituye un factor

mas de heterogeneidad (Llorens y col., 2008).

Se ha demostrado que componentes fendlicos derivados de plantas
actian como anti-oxidantes y como inhibidores de la NOS, COX vy
lipoxigenasa. Ademas, las lactonas sequisterpénicas provenientes de
plantas han sido estudiadas como inhibidores de la actividad de NF-kB (Rios
y col., 2009). El potencial terapéutico de las drogas anti-cancer también
pudiera deberse a la capacidad de inducir apoptosis en las células tumorales,
al comportarse como agentes anti-angiogénicos, agentes

inmunomoduladores o inhibidores de proteasas (Contreras, 2007).

Venezuela es un pais que posee una gran diversidad en flora,
encontrandose 20000 especies de plantas ya descritas, de las cuales
aproximadamente 1500 han sido usadas (con propdésitos medicinales) por

indigenas y comunidades locales (Taylor y col., 2006).

En este trabajo se evaluo el efecto citotoxico y anti-inflamatorio de la

planta Jacaranda copaia.
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Jacaranda. Es miembro de la familia dicotiledonea Bignoniaceae (posee
entre 700-800 especies agrupadas en 100-125 géneros), es especialmente
comun en los tropicos de América del Sur y se encuentra en habitats donde
predominan arboles, arbustos, lianas y, raramente, plantas herbaceas. El
género Jacaranda contiene 49 especies alrededor del mundo que son
nativas de América Central y del Sur, y también del Caribe (Gachet y
Schihly, 2009).

Jacaranda copaia. Es comUunmente conocida en Venezuela como copaya.
En América Central es conocida como tambor, gualancho, zorra, gallinazo,
copaia y parapara; en Colombia como chingalé, izcuandé, escobillo y pavito;
en Perd como soliman de monte, palo de buba, Huaman y samard; y en
Ecuador conocida como gualundafio. Su descripciébn botanica es: arbol
grande de aproximadamente 35 m de altura y 80 cm de didmetro, copa
conica con ramas verticiladas horizontales, la corteza es de color parduzco o
parduzco amarillento, sus hojas son compuestas y de color verde oscuro con
la lamina foliar de forma eliptica, las inflorescencia se desarrollan en racimos
terminales grandes con flores de color purpura; y sus frutos son capsulas
elipticas que se abren en dos valvas planas con numerosas semillas aladas
(Salazar y col., 2000).

Entre los constituyentes quimicos reconocidos en J. copaia estan los
terpenos, flavonoides, taninos y azucares (Gachet y Schihly, 2009). Sauvain
y colaboradores (1993) aislaron un tipo de quinona denominada Jacaranona
de las hojas de J. copaia durante un estudio de su actividad anti-
leishmaniasis. Ademas, aislaron un tipo de triterpeno denominado acido
ursolico (Gachet y Schuhly, 2009).
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A) Jacaranona aislada de hojas de J. copaia

HO

s}
2 5-Cyclohexadiene-1-acetic acid, 1-hvdroxy-4-oxo-, methyl ester

B) Acido ursélico aislado de hojas de J. copaia

C) Jacaranda copaia

Figura 6. Jacaranda copaia. Los principales constituyentes quimicos
aislados de hojas: A) Jacaranona y B) Acido ursélico (Tomado de Gachet y
Schiihly, 2009). C) Arbol de Jacaranda copaia con sus flores de color
parpura, sus frutos son capsulas elipticas que se abren en dos valvas planas
con numerosas semillas aladas (Tomado

http://www.panoramio.com/photo/5096042).

de
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2. ANTECEDENTES

En estudios realizados con J. copaia en las regiones amazonicas, se
pudieron describir dos usos diferentes para la planta, uno de ellos es externo
y consiste en la aplicacion de savia de la corteza y hojas para el tratamiento
de infecciones de la piel. En Colombia, los indios Andoke preparan una
decoccion de las hojas y las aplican para curar y cicatrizar heridas, también
se ha reportado que los indios Wao y Shuar del Ecuador, aplican este
tratamiento. En cuanto al uso interno, los indigenas colombianos preparan
una decoccion caliente utilizando la corteza rallada, esta decoccion es
utilizada para fuertes resfriados o neumonia (Fox, 1998). Los indios Vaupés
River utilizan la savia de la corteza para tratar infecciones de la piel (Gachet y
Schihly, 2009).

En la region amazoénica de Brasil, los curanderos tradicionales utilizan
los tubérculos de J. copaia para tratar alteraciones gastrointestinales
(Rodriguez, 2006). Ademés, preparan una infusion fria con las raices
utilizando bajas dosis tratan la diarrea, pero a altas concentraciones induce
vomitos (Gachet y Schihly, 2009). En Sur América, la corteza de J. copaia
ha sido usada para el tratamiento de Leishmaniasis, principalmente en las
poblaciones que habitan la meseta de la Guayana. Otros indios como los
Waimiri Atroari (Brasil), solo utilizan la madera de esta planta para realizar
construcciones y combustible. En el norte de Brasil, los indios Tiriyd usan la
infusién de las hojas para curar la debilidad general y fiebre (Gachet y
Schiihly, 2009).

Los indios Chacobo de Bolivia, preparan una decoccion con las hojas
de J. copaia para tratar reumatismo. Los indios Wayapi de la Guayana
Francesa las hojas quemadas para repeler mosquitos (Gachet y Schihly,
2009). Segun la Organizacion de los Estados Americanos (1987), la corteza

de arboles jovenes de esta planta es usada para tratar la sifilis (en la
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Guayana Francesa y en Peru) y sus flores han resultado utiles en casos de

disenteria.

Roth y Lindorf (2002) reportaron que en Venezuela, J. copaia es
usada como cicatrizante, para prevenir infecciones y usada contra el cancer.
Los estudios realizados por Villasmil y colaboradores en el 2006 y en el
2008, y por Taylor y colaboradores en el 2006, muestran la actividad
citotoxica de los extractos etandlicos provenientes de las hojas jovenes de J.
copaia en varias células cancerigenas (pancreas, colon y mama), tal
actividad anti-tumoral pudiera ser debida al compuesto Jacaranona. También
se ha encontrado que el extracto de hojas de J. copaia posee actividad anti-
inflamatoria (Villasmil y col., 2006; Villasmil y col., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar in vitro la actividad anti-inflamatoria y el efecto citotoxico de las

fracciones derivadas de hojas de Jacaranda copaia.

3.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto citotoxico o citostatico del extracto crudo y fracciones
provenientes de hojas de J. copaia en células tumorales y no

tumorales in vitro.

e Estudiar el efecto del extracto crudo y fracciones sobre la produccion
de la citocina TNF-a en sobrenadantes de cultivos de macrofagos

mediante el ensayo de ELISA.

e Estudiar el efecto del extracto crudo y fracciones sobre la produccion
de NO en sobrenadantes de cultivos de macrofagos mediante la

reaccion de Griess.

e Evaluar el efecto del extracto crudo y fracciones sobre NF-kB en
células HelLa transfectadas con el gen reportero de la activacion de
NF-kB.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales
4.1.1. Lineas celulares

Linea 4T1 (células tumorales de mama, aisladas de tumor primario

originado en ratones BALB/c).
Linea HT-29 (células epiteliales de carcinoma de colon humano).

Linea HelLa 57 (células de carcinoma de endocérvix humana,
transfectadas con el gen reportero de la activaciéon de NF-kB).

RAW 264.7 (macrofagos de ratones BALB/c).

4.1.2. Medios de cultivo

Medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — low glucose;
(Sigma Life Science, EE.UU) suplementado con 5% de SFB (Suero
Fetal Bovino), 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina;
para el cultivo de las lineas celulares 4T1 y RAW 264.7.

Medio DMEM suplementado mas 0,45% de glucosa; para el cultivo de

la linea celular HT-29.

Medio DMEM suplementado mas neomicina (1mg/mL); para el cultivo
de la linea celular HeLa 57.
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4.1.3. Obtencion del material vegetal

El extracto crudo etandlico de J. copaia fue donado por el laboratorio
de Fisiologia Gastrointestinal del Centro de Biofisica y Bioquimica del IVIC.
Este extracto se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSO). La solucion madre de

este extracto se prepar6 a una concentracion final de 100 mg/mL.
4.1.4. Fraccionamiento

Las fracciones, sub-fracciones y compuestos del extracto crudo de J.
copaia fueron obtenidas empleando la metodologia descrita en la seccion
4.2.1, y para evaluar su efecto citotdxico y anti-inflamatorio fueron disueltas
en 100% DMSO vy llevadas a una concentracion final donde la concentracion

de DMSO no fue mayor a 1%.

Las concentraciones del extracto crudo, fracciones, subfracciones y
compuestos fueron evaluadas a concentraciones de: 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y
300 (pg/mL). Las diluciones fueron hechas en medio suplementado

(especifico de cada linea celular).

4.1.5. Drogas controles

e Paclitaxel (Taxol®) es un diterpeno que posee actividad antitumoral en
diferentes tipos de cancer (Vyas, 1995) ya que interfiere en el proceso
de divisién celular al alterar el equilibrio normal entre los dimeros de
tubulina y microtubulos (Belotti y col., 1996). Taxol fue utilizado como
control positivo en el ensayo de citotoxicidad mediante Sulforodamina
B, y las concentraciones probadas fueron: 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3,10y 30

(ug/mL).

e Aminoguanidina o Pimagedine, es un inhibidor selectivo de la enzima
INOS (Wolff y col., 1997; Rodrigo y col., 2010), y fue utilizado en el
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ensayo in vitro de cuantificacion de NO como control positivo. La

concentracion usada en el ensayo fue de 50 pg/mL/pozo.

Fosfato de Dexametasona (Decalona®) es un potente glucocorticoide
sintético con acciones que se asemejan a las de las hormonas
esteroides usada como anti-inflamatorio o agente inmunosupresor
(Crinelli y col., 2000). Los glucocorticoides inhiben la sintesis de varias
citocinas y quimiocinas que son particularmente importantes en
enfermedades inflamatorias, como el TNF-a, GM-CSF e IL-6 (Cosio y
col., 2005). La dexametasona fue usada como control positivo en el
ensayo de cuantificacion de TNF, a una concentracion final de 50

pg/mL/pozo.

Parthenolide es una lactona sesquiterpénica que inhibe la activacion
de NF-kB al prevenir la induccion (mediada por TNF-a) de la quinasa
IkB (IKK) impidiendo asi la degradacion del inhibidor de NF-kB (IkB)
(Hehner y col., 1999). Parthenolide fue usado como control positivo en
el ensayo de determinacion de la activacion de NF-kB a una

concentracion final de 5 pg/mL/pozo.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Fraccionamiento del extracto crudo de J. copaia

El extracto seco de las hojas de J. copaia fue obtenido por percolacion
con etanol durante una semana. El solvente fue evaporado a sequedad. Una
vez obtenido el extracto metandlico seco, se realizé una particion del mismo
en una mezcla metanol-agua (1:1), y se obtuvieron dos fracciones: un
precipitado de color verde denominado fraccion “E1” y una solucion roja que
fue evaporada a sequedad produciendo un residuo rojo, el cual fue disuelto
con acetona y se obtuvieron dos nuevas fracciones: un residuo de color
marron denominado fraccion “E3” y una solucién de color amarillo que fue
evaporada a sequedad produciendo un residuo amarillo denominado fraccién
“E2” (Figura 7). Solo la fraccion E2 mostré efecto citotoxico y actividad anti-
inflamatoria in vitro (ver Resultados). Después, la fraccién “E2” fue separada
por cromatografia en columna de exclusién molecular (Sephadex LH20 como
soporte 'y metanol como eluente), se obtuvieron tres fracciones
denominadas: I, Il y Ill respectivamente. De las tres, sélo la fraccion Il mostro
actividad anti-inflamatoria. Por ultimo, la fraccion Il fue separada por
cromatografia en columna en fase reversa (RP18) utilizando una mezcla de
acetonitrilo-agua en proporcion 1:1, obteniéndose dos compuestos
denominados: A y B respectivamente, como se indica en la figura 7 . Ambos
compuestos se analizaron e identificaron por Resonancia Magnética Nuclear
de protones y carbono (RMNH-1 y RMN C-13). Los espectros se registraron
en un espectrometro BRUKER modelo Avance 500, usando dmsogs cOomo
solvente deuterado, en el Centro de Quimica del Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas.
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Material vegetal
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Figura 7. Obtencion del material vegetal (Fracciones E1, E2 y E3 derivadas

de hojas de J. copaia).
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4.2.2. Cultivo Celular

Las células fueron descongeladas y seguidamente cultivadas en
frascos de cultivos de 75 cm? con 20 mL de medio suplementado especifico
para cada tipo de célula, mantenidas en estufa a una temperatura de 37°C y
en una atmosfera hiumeda de 5% de de CO,. El pH del medio se ajusto
agregando solucion HEPES (agente amortiguador) hasta obtener un pH
fisiolégico, el medio de cultivo fue cambiado cada tres dias para descartar
detritus celular, cambio de pH, etc. Las células fueron cultivadas hasta la

formacion de una monocapa celular, es decir, 70-80% de confluencia celular.

Posteriormente las células fueron despegadas del frasco de cultivo
mediante un método enziméatico. Se descartdé el medio de cultivo, se realizé
un lavado con buffer fosfato (PBS 1X) y se afiadié aproximadamente 3 mL de
solucién tripsina/EDTA/PBS que se dej6é actuar por 4 min en estufa a 37°C.
Las células colectadas se colocaron en un tubo Falcon con PBS, y se
centrifugaron a 1000g durante 10 min, luego se descartd el sobrenadante y
se resuspendio el boton celular en un volumen de medio suplementado
especifico. Seguidamente se tomd una pequefia alicuota y se realiz6 una
dilucion 1:2 con el colorante azul de tripano, se contaron las células en una
camara de Neubauer, se calculdo el promedio de células, para ello se
multiplica por 10* (factor de la camara) y por 2 (factor de dilucién). El
resultado se expresa en células/mL. La suspension celular se ajustoé al
protocolo experimental deseado (tomando en cuenta el nUmero de pozos a
sembrar) con medio suplementado. Las células se sembraron en placas de
96 pozos de fondo plano (100 pL/pozo) y se incubaron en la estufa (37°C,
5% CO,, humedad) hasta la formacion de monocapa.
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4.2.3. Ensayo de citotoxicidad mediante la técnica de
Sulforodamina B

Este ensayo es usado para la determinacion de la densidad celular,
basado en la medicion del contenido de proteinas celulares. La
Sulforodamina B (SRB) es un colorante de aminoxantano, rosado brillante
que posee dos grupos sulfonicos (=SO3’) cargados negativamente que tienen
la capacidad de unirse electrostaticamente a cationes. En condiciones
acidas, la SRB aumenta su afinidad por los aminoacidos bésicos de las
proteinas, proporcionando un indice del contenido de proteina de las células
gue han sido previamente fijadas en la placa, se elimina el colorante no fijado
con &cido acético. El colorante unido a las proteinas celulares se extrae y se
solubiliza en medio alcalino, y finalmente se lee la densidad éptica (DO) a
515 nm. La DO es directamente proporcional a la densidad celular (Vichai y
Kirtikara, 2006).

Protocolo: Para cada ensayo se utilizaron dos placas: una
denominada T=0h y otra denominada T=48h. En la primera, se sembraron
las células (5000 células/pozo) unicamente con medio de cultivo, estos pozos
corresponden al “control T=0", y a los pozos correspondientes al “blanco”
s6lo se afladi6 medio de cultivo. En la segunda placa, se sembraron las
células (5000 células/pozo) Unicamente con medio de cultivo, estos pozos
corresponden al “control T=48"; a los pozos correspondientes al “tratamiento”
se aplicaron las diferentes concentraciones del extracto crudo, fracciones,
sub-fracciones y compuestos de J. copaia. Ademas, se realizé un control
positivo utilizando Paclitaxel que es un agente con actividad anti-tumoral, y
también un control con DMSO, el solvente utilizado en la preparacion de los

extractos.
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Las células de la placa T=0h se fijaron agregando al medio de cultivo
25 uL de &cido tricloroacético 1% durante una 1 h a 4°C, seguido de 5
lavados con agua. A las células de la placa T=48 se agregaron 100 yL de las
diferentes concentraciones del extracto crudo, fracciones, sub-fracciones y
compuestos (por triplicado). Después de 48 h, se fijaron las células con &cido
tricloroacético. Se afadieron 50 uL/pozo de Sulforodamina B (Sigma EE.UU)
a cada pozo de las placas fijadas y secas, se incubaron por 20 min a 25°C
(protegidas de la luz), se descart6 el colorante, se realizaron 5 lavados con
acido acético 1%, se afiadieron 100 pL de trizma base 10 mM (Sigma,
EE.UU), se agitaron las placas y se leyé la DO a 515 nm en un lector de
ELISA.

Los resultados fueron reportados segun el grado de inhibicion de

crecimiento o letalidad celular (ver figura 8), empleando un formato de Excel.
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Concentracién de la droga (ug/mL)

Figura 8. Citotoxicidad y/o citostasis celular mediante el ensayo se
Sulforodamina B (SRB). T=0 es la DO al momento de afadir el tratamiento,
C es la lectura del control (células + medio de cultivo) luego de 48 horas,
GI50 es la concentraciéon de la droga que inhibe el crecimiento de las células
en un 50%, TGI es la concentracion de la droga que inhibe el crecimiento
celular en un 100% y LC50 es la concentracion de la droga que induce 50%
de citotoxicidad.
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4.2.4. Cuantificacion de NO y TNF-a en macréfagos RAW
264.7

Los sobrenadantes de cultivo de macréfagos RAW fueron
recolectados con la finalidad de cuantificar dos importantes mediadores de

inflamacion como lo son el NO y el TNF-a.

Protocolo: Se cultivaron las células RAW en placas de 96 pozos a una
densidad celular de 50000 cél/pozo. Una vez formada la monocapa celular,
se coloco el tratamiento (50 pL/pozo del extracto crudo, fracciones, sub-
fracciones y compuestos a las diferentes concentraciones). Los pozos
correspondientes al control positivo fueron tratados con aminoguanidina
(Sigma, EE.UU) en el ensayo de NO a una concentracion final de 50 ug/mL y
dexametasona (Biotech Laboratorios, EE.UU) en el ensayo de TNF-a. a una
concentracion final de 50 pg/mL. Las células fueron incubadas a 37°C
durante 2 h y luego estimuladas con LPS (Lipopolisacarido de E.coli. Sigma,
EE.UU) a una concentracion final de 4 pg/mL en el ensayo de TNF-a y con
INF-y (Interferon-gamma. BD Biosciences Pharmingen, EE.UU) a una
concentracion final de 0,01 pg/mL) en el ensayo de NO. Después de 24 h, se

recolectaron los sobrenadantes y se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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4.2.5. Ensayo in vitro para la cuantificacién de NO

Debido a que el NO es una molécula muy inestable y su vida media en
la matriz biolégica es muy corta, su cuantificacion directa es dificil. Sin
embargo, el NO es rapidamente oxidado a nitrito (NO;") y/o nitrato (NO3’) por
el oxigeno; las concentraciones de estos aniones han sido usadas para

cuantificar la produccién de NO (Sun y col., 2003).

El ensayo para la cuantificacion de NO se basa en la determinacion de
nitritos en los sobrenadantes de las células RAW mediante la Reaccion de
Griess. Esta reaccion consiste en tratar el nitrito con un reactivo de
diazotacion en medio acido, para formar una sal de diazonio transitoria.
Luego este intermediario reacciona con un agente de acoplamiento para
formar un compuesto azo estable de color fucsia o rosado intenso que
absorbe luz visible a una longitud de onda de 562 nm (Sun y col., 2003). La

reaccion general esta esquematizada en la figura 9.

Protocolo: Se afadieron 40 uL/pozo de sulfanilamida (Sigma, EE.UU)
1% en acido fosférico 2.5% al sobrenadante. Las placas fueron incubadas a
4°C por 20 min (protegiendo de la luz), luego se afadieron 40 pyL/pozo de
diclorhidrato de naftilendiamina (NED) (Sigma, EE.UU) 0.1%, las placas
fueron incubadas de nuevo a 4°C por 20 min (protegiendo de la luz).
Finalmente, se midi6é la DO a 562 nm en un lector de ELISA. Conjuntamente
se realiz6 una curva estandar de nitrito de sodio (0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5,
25, 50, 75y 100) pM diluido en medio de cultivo.
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Figura 9. Reaccion de Griess (Tomado de Tenorio y col., 2005).
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4.2.6. Ensayo de ELISA “sandwich” para la cuantificacion
de TNF-a

Para cuantificar la citocina TNF-a se realiz6 un ELISA (ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzima) que consiste en una reaccion
inmunologica anticuerpo-antigeno que tiene lugar en una fase solida (Clark y

col., 1985). El ensayo ELISA utilizado fue de tipo sdndwich y se describe en

Estreptavidina / Peroxidasa HRP ‘)
2/ TMB
Biotina ad

=
.. ko X K
YYY Y Y

Ac. de captura

el siguiente esquema:

(1) ) (3) () (5)

Figura 10. ELISA sandwich. En una fase sdlida se fija el anticuerpo de
captura (especifico del antigeno a detectar). Luego se afiade la muestra
problema que contiene el antigeno. Seguidamente se agrega el anticuerpo
de deteccidn, luego se afiade el conjugado enziméatico capaz de degradar un
sustrato particular (Tomado de http://www.bendermedsystems.com/).

Protocolo: Se sensibilizaron las placas o tiras de ELISA (Inmulon 4)
agregando el anticuerpo de captura (anti-mouse TNF-a, R&D Systems,
Europa) a una concentracion final de 1 pg/ml en PBS pH 6.5, las placas
fueron incubadas 24 h a 4°C. Se lavaron las placas una vez con PBS, se
afnadio la solucion de bloqueo (PBS, 2% albumina sérica bovina (BSA), 2%
glucosa y 0.02% NaNg3), las placas fueron incubadas por 1 h a 25°C, o
durante 24 h a 4°C. Luego de tener las placas sensibilizadas y bloqueadas,

se afadieron los sobrenadantes diluidos (1/5) en buffer diluente (pH 7.4)
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que esta constituido por tris-salina, 0.1% BSA, 0.05% tween 20. Las placas
fueron incubadas durante 1 % h a 25°C. Luego se realizaron 3 lavados con
buffer de lavado (PBS-tween 20, pH 7.4). Se agregd el anticuerpo de
deteccién conjugado con biotina (anti-mouse TNF-a-Biotina, R&D Systems,
Europa) a una concentracion final de 0.5 pg/mL; se incubaron las placas
durante 1 Y2 h a 25°C. Se realizaron 3 lavados. Se agregd el conjugado
enzimatico de estreptavidina-peroxidasa (BD Biosciences Pharmingen,
EE.UU). Se incubaron las placas por 30 min a 25°C, se realizaron 4 lavados.
Luego se afiadido el sustrato: perdxido de hidrogeno/tetrametilbenzidina
(H202/TMB), se detuvo la reaccion a los 20 min agregando H,SO4 (1N). Por

altimo, se leyé DO a 450 nm en un lector de ELISA.

4.2.7. Ensayo de citotoxicidad por MTS/PMS

Luego de recolectar los sobrenadantes de macrofagos a las 24 h, se
realiz6 un ensayo in vitro mediante MTS/PMS en las células que quedan
adheridas a la placa de cultivo, para medir el efecto citotdxico del extracto
crudo, fracciones, sub-fracciones y compuestos derivados de J. copaia. De
esta manera, se evalla si la disminucion en la produccion de NO y/o TNF-a

se debe a un efecto anti-inflamatorio o a un efecto citotéxico directo.

Este ensayo representa un método colorimétrico para determinar el
namero de células viables en proliferacion, que comprende: una sal de
tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio (MTS) y un reactivo aceptor de electrones fenacin metosulfato
(PMS). EI MTS o reactivo de Owen es biorreducido por las células a
formazan que es soluble en medio de cultivo celular; esta reaccién se basa
en la actividad de las enzimas deshidrogenasas, principalmente de las
deshidrogenasas del acido malico que reducen la sal de tetrazolio. La

reaccion que ocurre en las células vivas origina la formacion de un
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compuesto de coloracion marrén conocido como trifenilformazén, indicando
que hay actividad respiratoria en las mitocondrias, y consecuentemente, que
las células son viables (ver figura 11). Las células muertas no reaccionan con

la solucién, manteniendo su color natural (Promega, 2009).

Protocolo: Se descarté el contenido de las placas de cultivo celular,
estérilmente. Luego se afiadieron 100 yL/pozo de medio de cultivo, se
agregaron 25 pylL/pozo de solucién MTS/PMS (MTS Promega, EE.UU; PMS
Sigma, EE.UU) a una proporcién 20:1 (protegiendo de la luz), las placas
fueron incubadas a 37°C durante 1 h, y por ultimo se ley6 la DO a 492 nm en
un lector de ELISA.

Los resultados fueron reportados segun el grado de inhibicion celular

como lo esquematiza el siguiente gréfico:
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Figura 11. Citotoxicidad celular mediante el ensayo MTS/PMS. IC50
indica la concentracion de la droga que produce 50% de inhibicion celular.
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4.2.8. Ensayo para la determinacion de la activacion de NF-
KB

Este ensayo se basa en la determinacion de la activacion del factor de
transcripcion NF-kB. Para ello, se utilizaron células tumorales HelLa 57
establemente transfectadas con el gen de la luciferasa acoplado al promotor
del gen de la interleucina-6 que lleva secuencias de reconocimiento de NF-
KB. En el modelo, la adicion de TNF al medio de cultivo lleva a la activacion
de NF-kB por la via de sefalizacion del receptor de TNF (via clasica). El NF-
KB activado pasa al nucleo donde se acopla al promotor iniciando la
transcripcion del gen y la sintesis de la proteina de luciferasa. Esta expresion
se detecta por la degradacion del substrato luciferina, a un intermediario
denominado luciferil adenilato que reacciona con el oxigeno produciendo
oxiluciferin, luz y dioxido de carbono (Figura 12) (Promega, 2005). La luz

liberada en dicha reaccion representa una medida de la activacion de NF-kB.
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Figura 12. Reaccion de la luciferasa (Tomado y modificado de
http://www.promega.com).
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Protocolo: Se cultivaron células HeLa 57 a 20000 cél/pozo. Se agrego
geneticina a una concentracioén final de 400 pg/mL, es un marcador de
seleccion para mantener la expresion del gen reportero en las células
transfectadas. Una vez formada la monocapa en las placas de 96 pozos, se
descartd estérilmente el sobrenadante y se agregaron 100 pL/pozo del
tratamiento (extracto crudo, fracciones, sub-fracciones y compuestos a sus
diferentes concentraciones, y a otros pozos se agrego la droga parthenolide
(Sigma, EE.UU) que corresponde al control positivo a una concentracion final
de 5 ug/mL, a los pozos correspondientes al control basal se les agreg6 solo
medio suplementado especifico. Las placas fueron incubadas a 37°C por 1 h.
Sin descartar el contenido, se agregaron 20 pL/pozo de TNF-a humano
(huTNF-a. BD Biosciences Pharmingen, EE.UU) a una concentracion final de
50 ng/mL excepto a los pozos correspondientes a la respuesta basal, y
fueron incubadas a 37°C durante 4 h. Posteriormente, se agregaron 20
pL/pozo del sustrato Luciferina + ATP en buffer lisis (Steady Glo® Luciferasa
Assay System. Promega, EE.UU), se dejo actuar por 5 min y luego se
transfirié todo el contenido de la placa a una placa blanca (opaca) de 96
pozos. Finalmente, se realizd la lectura de luminiscencia en el lector de
ELISA (TECAN).

4.2.9. Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + la desviacion
estandar. Se utilizo la Prueba T para datos no pareados para determinar las
diferencias significativas, con un nivel de aceptacion del 95%. Asi, p < 0,05

fue considerado significativo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Actividad citotoxica de J. copaia sobre diferentes lineas

celulares.

Estudios previos realizados por Villasmil y colaboradores en el 2006 y
por Taylor y colaboradores en el 2006, muestran que el extracto crudo de J.
copaia posee actividad anti-tumoral. Tomando en cuenta tales antecedentes,
se realizaron ensayos preliminares de citotoxicidad mediante la técnica de
Sulforodamina B con células tumorales (colon, mama y endocérvix) y

macroéfagos.

Se debe destacar que el extracto de J. copaia evaluado por Villasmil,
era un extracto hidroetandlico cuyas hojas fueron recolectadas en un lote
diferente a las hojas utilizadas para realizar el extracto hidroetandlico
evaluado en este trabajo. Por lo tanto, es posible que los componentes
activos encontrados en este estudio sean diferentes a los componentes

contenidos en el extracto evaluado por Villasmil.

El extracto hidroetandlico de J. copaia de Villasmil mostré un efecto
citotoxico a altas concentraciones en células tumorales de pancreas (PANC-
1) y colon (HT-29), a 223 pg/mL y 228 pg/mL respectivamente (Villasmil y
col., 2006). De las fracciones obtenidas del extracto crudo (hidroetandlico)
las que mostraron mayor actividad citotdéxica fueron hexano y cloroformo
(fracciones no polares) en las células tumorales B16/BL6 y HelLa y en células
macrofagicas RAW 264.7 (Villasmil y col., 2008).

Se ha reportado que el extracto hidroetandélico proveniente de hojas
jovenes de J. copaia posee actividad citotdxica sobre células tumorales de
pancreas, colon y mama, tal actividad citotoxica fue medida por MTS/PMS
(Taylor y col.,, 2006). Ademas, se observé que las células tumorales de

mama SKBR3 y MDA-MB231 fueron las mas sensibles al extracto.
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La figura 13 muestra un experimento tipico del efecto de diferentes
concentraciones del extracto crudo de J. copaia sobre la viabilidad de la linea
celular tumoral HT-29, el cual fue citostatico al 100% a la mayor
concentracion probada (300 ug/mL) pero no se encontrd actividad citotoxica

en estas células.
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Figura 13. Efecto in vitro del extracto crudo de J. copaia sobre la viabilidad de la linea
celular tumoral HT-29. La viabilidad celular se midi6 mediante el ensayo colorimétrico
Sulforodamina B. Los resultados fueron reportados como porcentaje de la densidad Optica
respecto a T=0 (media + D.E., n = 3). El asterisco (*) indica la concentracién citotdxica del
extracto crudo sobre las células.

La tabla 1 representa un resumen de los resultados de todos los
experimentos que se efectuaron para evaluar el posible efecto citotdxico y/o
citostatico del extracto crudo, fracciones, subfracciones y compuestos
derivados de hojas de J. copaia sobre tres lineas celulares tumorales y una
linea celular de macréfagos. Sélo la fraccion E2 mostré citotoxicidad al 50%
en células 4T1 (tumor de mama de raton), HT-29 (tumor de colon humano) y
RAW 264.7 (macrofagos de ratdon) a altas concentraciones (280,8 pg/mL,
282,5 ug/mL y 248,4 respectivamente). Los compuestos A y B, derivados de
E2, mostraron citotoxicidad solo en las células RAW a altas concentraciones,

el compuesto A a 288,2 ug/mL y el compuesto B a 296,9 pug/mL.
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En este trabajo, se observd en lineas generales, que la fraccion E2
derivada de hojas de J. copaia fue citotoxico soOlo a muy altas
concentraciones. Ademas, se observé una actividad citostéatica (inhibicion del
crecimiento celular al 50% y al 100%) mucho menor que la observada con
Taxol (control positivo). Las células 4T1 fueron las mas sensibles al extracto
crudo, fraccion E2, subfraccion E21l y compuestos aislados de J. copaia y las
células mas resistentes fueron las células HeLa 57. Ademas, se observo que

las células RAW fueron un poco mas susceptibles a la droga Taxol (Tabla 1).

En un experimento control, se demostré que la mayor concentracion
del solvente utilizado en estos experimentos (DMSO al 1,2%) no tuvo
actividad citotoxica ni citostatica en las lineas celulares evaluadas (resultados
no mostrados). Por lo tanto, el efecto mostrado fue debido a J. copaiay no a

un efecto no-especifico del solvente.
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Tabla 1. Efecto citotéxico y/o citostético in vitro de J. copaia sobre

diferentes lineas celulares, evaluado mediante la técnica de
Sulforodamina B.
HT-29 4T1 HelLa 57 RAW

(Mg/mL) | GI50 [ TGI [ LC50 | GIS0 | TGI | LC50 | GI50 | TGl [LC50| GIS0 [ TGl |LC50
Extracto

crudo 165,2 | 285,3 | >300 | 64,7 |105,2| >300 | >300 | >300 | >300 | 140,5| 298,9 | >300
Fraccion

E1l >300 | >300 | >300 | 244 |>300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
Fraccion

E2 117,1|227,5| 282,5 | 56,7 | 93,3 | 280,8 | 127,4 | 231,7 | >300 | 63,8 | 177,2 | 248,4
Fraccion

E3 >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
Sub-

fraccion

E2I >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 |>100 |>100 | >100 | >100
Sub-

fraccion

E2lII >100 | >100 | >100 68 100 | >100 | 100 |>100 |>100 | 100 | >100 | >100
Sub-

fraccion

E211I >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 |>100 | >100 | >100 | >100
Compuesto

"A" >300 | >300 | >300 |178,8 | >300 | >300 | 114,4|>300 |(>300 | 91,8 | 261,8 | 288,2
Compuesto

"B" >300 | >300 | >300 | 76.9 | >300 | >300 | 57,3 | 99,7 |>300 | 92,9 | 270,6 |296,9
Taxol 0,2 0,6 >30 0,2 >30 >30 0,2 8,7 >30 | 0,01 0,1 >30

GI50: Inhibicién del crecimiento al 50%, TGI: Inhibicién total del crecimiento,
LC50: Efecto citotoxico al 50%. La densidad celular fue medida por el ensayo
de Sulforodamina B. Los resultados fueron expresados en pg/mL.
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5.2. Actividad anti-inflamatoria de J. copaia.

En el estudio realizado por Villasmil y colaboradores en el 2008, se
demostré que el extracto crudo (a partir de 30 pg/mL) y las fracciones de
hexano y cloroformo (a partir de 10 pg/mL) inhibieron la produccion de
mediadores pro-inflamatorios tales como TNF-a, NO e IL-6. Ademas, se

observé la inhibicién de la activacion de NF-kB.

Tomando en cuenta los antecedentes sobre la actividad anti-
inflamatoria de J. copaia (Villasmil y col., 2006; Villasmil y col., 2008), en este
estudio se realizaron ensayos de cuantificacion de mediadores inflamatorios
como TNF-a y NO, para evaluar las fracciones y compuestos preparados por
la metodologia de este trabajo. Ademas, se midi6 la activacion del factor de

transcripcion NF-kB.

Para la cuantificacion de mediadores inflamatorios se utilizaron las
células RAW 264.7 (macréfagos), las cuales cumplen funciones muy
importantes en el desarrollo de la respuesta inmunitaria, entre las cuales,
producir una gran variedad de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, INF-
Y, TNF-a y NO. Los macréfagos poseen en su membrana una gran variedad
de receptores como por ejemplo el receptor para lipopolisacaridos (CD14) y
numerosos receptores para citocinas como INF-y, TNF-a y otras (Corado y
Mora, 2006).

En los ensayos de inflamacién es importante establecer que un efecto
observado sobre la secrecion de mediadores de inflamacion por las células
se debe a un efecto inhibitorio verdadero, y no a un efecto citotoxico general.
Por esta razon, se realizé un ensayo de citotoxicidad mediante la técnica
MTS/PMS, el cual permitié evaluar la viabilidad de las células RAW en los

mismos cultivos utilizados para medir el efecto anti-inflamatorio.
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La figura 14 muestra un experimento tipico del efecto citotoxico del
extracto crudo de J. copaia sobre las células RAW, el extracto mostro
citotoxicidad a partir de 100 pg/mL.
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Figura 14. Efecto in vitro del extracto crudo de J. copaia sobre la viabilidad de la linea
macrofagica RAW. La viabilidad celular se midi6 mediante el ensayo colorimétrico
MTS/PMS. Los resultados fueron reportados como porcentaje de inhibicion de la viabilidad

celular (media £ D.E., n = 3). Los asteriscos (*) indican las concentraciones citotoxicas del
extracto crudo sobre las células.

La tabla 2 representa un resumen de los resultados de todos los
experimentos que se efectuaron para evaluar el efecto citotdxico del extracto
crudo, fracciones, subfracciones y compuestos derivados de hojas de J.
copaia sobre las células RAW que fueron estimuladas con LPS. Se observé

citotoxicidad del extracto crudo, la fraccién E2 y la subfraccion E2II.

La tabla 3 representa un resumen de los resultados de los
experimentos realizados para evaluar el efecto citotoxico del extracto crudo,
fracciones, subfracciones y compuestos derivados de J. copaia sobre las
células RAW que fueron estimuladas con INF-y. Se observo citotoxicidad del

extracto crudo y la fraccion E2.
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Tabla 2. Efecto citotoxico in vitro de J. copaia en células RAW 264.7

estimuladas con LPS, evaluado mediante el ensayo MTS/PMS.

(ng/mL) IC50
Extracto crudo 73,9
Fraccion E1 219,5
Fraccion E2 72,3
Fraccion E3 >300
Sub-fraccion E2I >100
Sub-fraccion E2II 85,8
Sub-fraccion E2III >100
Compuesto "A" 210,7
Compuesto "B" 240,5

Tabla 3. Efecto citotoxico in vitro de J. copaia en células RAW 264.7

estimuladas con INF-y, evaluado mediante el ensayo MTS/PMS.

(ug/mL) IC50
Extracto crudo 92,2
Fracciéon E1 >300
Fraccion E2 64,2
Fraccion E3 >300
Sub-fraccion E2I >100
Sub-fraccion E2II >100
Sub-fraccion E2III >100
Compuesto "A" 287,9
Compuesto "B" >300

IC50: concentracion de la droga que produce 50% de inhibicion celular.
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5.2.1. Efecto in vitro del extracto crudo y fracciones E1, E2 y E3
derivadas de hojas de J. copaia sobre la produccién de
TNF-a y NO en macréfagos RAW 264.7.

La disminucién en la produccién de TNF-a a altas concentraciones del
extracto crudo y de la fraccion E2 se debié a un efecto citotoxico directo
sobre las células (ver circulos rojos en la figura 15). No obstante, se observo
una inhibicién en la produccion de TNF-a del 22% a 30 pug/mL del extracto
crudo, y la fraccién E2 mostro un efecto inhibitorio de 14% a 3 pg/mL, 19% a
10 pg/mL y 30% a 30 pg/mL, dosis que no causaron variacion en la viabilidad
celular (Tabla 2).
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Figura 15. Efecto del extracto crudo y fracciones E1, E2 y E3 derivadas de hojas de J.
copaia sobre la produccion de TNF-a in vitro. Los macrofagos fueron estimulados durante 24
h con LPS de E.coli. Control positivo: dexametasona. EI TNF-a en los sobrenadantes fue
medido por ELISA (media + D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como porcentaje
de respuesta méxima. Los circulos rojos indican las concentraciones citotoxicas del extracto
crudo y la fraccion E2. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05) del
extracto crudo y la fraccion E2 con respecto al control sin tratamiento.

La figura 16 muestra el efecto del extracto crudo y las fracciones
derivadas de hojas de J. copaia sobre la produccion de NO. Se observo una
disminucién significativa de la produccién de NO en presencia del extracto

crudo a partir de 1 pg/mL hasta 30 pg/mL, a esta uUltima concentracion se
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produjo sélo 2,3 uM de NO que corresponden al 66% de inhibicion con
respecto al control sin tratamiento. La fraccion E1 disminuy0 la produccion de
NO a partir de 1 pg/mL, el efecto en las concentraciones siguientes fue muy
variable, sin embargo, ninguna de las concentraciones probadas fue
citotdxica para las células RAW (Tabla 3). La fraccién E2 fue la que mostro
mayor inhibicion de la produccion de NO (a partir de 0,3 pg/mL), a 30 pg/mL
se produjo 0,9 uM de NO que corresponden al 87% de inhibicion. En
presencia de altas concentraciones (100 pg/mL y 300 pg/mL) del extracto
crudo y la fraccion E2 se observo citotoxicidad (ver los circulos rojos en la
figura 16). La fraccion E3 también logré inhibir la produccion de este

mediador inflamatorio, observandose el efecto a partir de 3 pg/mL.
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Figura 16. Efecto del extracto crudo y fracciones E1, E2 y E3 derivadas de hojas de J.
copaia sobre la produccion de NO in vitro. Los macrofagos fueron estimulados durante 24 h
con INF-y. Control positivo: aminoguanidina. El NO en los sobrenadantes fue medido
mediante la reaccién de Griess (media = D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como
MM de NO. Los circulos rojos indican las concentraciones citotoxicas del extracto crudo y la
fraccion E2 y los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05) del extracto crudo
y la fraccién E2 con respecto al control sin tratamiento.
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5.2.2. Efecto de las subfracciones E2I, E2Il y E2IlIl sobre la
produccion de TNF-a y NO en macréfagos RAW 264.7 in

vitro.

Las tres subfracciones derivadas de E2 mostraron un efecto inhibitorio
sobre la produccion de TNF-a en las siete concentraciones probadas, tal
efecto fue mayor en presencia de la subfraccién E2Il (Figura 17). La mayor
inhibicion generada por E2Il se observo a 30 pg/mL donde la disminucion de
la produccion de TNF-a fue de 23% en comparacion al control sin
tratamiento. A 100 pug/mL E2Il fue citotoxico para las células RAW (ver

circulo rojo en la figura 17).
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Figura 17. Efecto de las subfracciones E2I, E2Il y E2Ill sobre la produccion de TNF-a in
vitro. Los macréfagos fueron estimulados durante 24 h con LPS de E.coli. Control positivo:
dexametasona. El TNF-a en los sobrenadantes fue medido por ELISA (media £ D.E., n = 3).
Los resultados fueron reportados como porcentaje de respuesta maxima. El circulo rojo
indica la concentracion citotéxica de la subfraccion E2Il y los asteriscos (*) indican
diferencias significativas (P < 0,05) de las tres subfracciones con respecto al control sin
tratamiento.

Las tres subfracciones E2I, E2Il y E2IIl mostraron un efecto inhibitorio
en la produccién de NO, siendo mas notable para la fraccion E2II (Figura 18)
que generd0 un descenso en la produccion de NO en todas las

concentraciones probadas sin mostrar un efecto toxico directo sobre las
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células RAW (Tabla 3). A 100 pg/mL E2Il inhibié un 91% la produccion de
NO.

Aungue la fraccion E2 fue toxica en las células RAW a 100 pg/mL y
300 pg/mL, ninguna de las subfracciones (E2I, EZ2Il, EZ2IIl) mostro
citotoxicidad en las concentraciones probadas (Tabla 3). Esta pérdida de
efecto citotoxico de las subfracciones llama la atencion ya que la fraccion E2
esta compuesta Unicamente por E2I, E2II y E2III. Por lo tanto, es posible que
algin componente activo se haya perdido en la columna durante el proceso
de fraccionamiento. También es posible que el efecto citotdéxico se debia al
sinergismo entre componentes de las tres subfracciones; aunque esto se
tendria que demostrar evaluando la citotoxicidad de mezclas de
subfracciones.
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Figura 18. Efecto de las subfracciones E2I, E2Il y E2Ill sobre la producciéon de NO in vitro.
Los macrofagos fueron estimulados durante 24 h con INF-y. Control positivo:
aminoguanidina. EI NO en los sobrenadantes fue medido mediante la reaccion de Griess
(media £ D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como UM de NO. Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas (P < 0,05) de la subfraccion E2II con respecto al control sin
tratamiento.
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5.2.3. Efecto de los compuestos A y B sobre la produccion de
TNF-a y NO en macréfagos RAW 264.7 in vitro.

De los compuestos aislados de la subfraccion E2Il, el compuesto A
mostré mayor efecto inhibitorio sobre la produccién de TNF-a (Figura 19) a
partir de 30 pg/mL donde se observé 25% de inhibicion. A 100 pg/mL el
compuesto A mostré 56% de inhibicién. Se observé efecto citotoxico de los
compuestos A y B a la mayor concentracion probada (ver circulo rojo en la
figura 19).
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Figura 19. Efecto de los compuestos A y B sobre la produccion de TNF-a in vitro. Los
macrofagos fueron estimulados durante 24 h con LPS de E.coli. Control positivo:
dexametasona. El TNF-a en los sobrenadantes fue medido por ELISA (media + D.E., n = 3).
Los resultados fueron reportados como porcentaje de respuesta maxima. El circulo rojo
indica la concentracion citotéxica de los compuestos y los asteriscos (*) indican diferencias
significativas (P < 0,05) del compuesto A con respecto al control sin tratamiento.

El efecto inhibitorio sobre la produccion de NO generado por el
compuesto A fue mayor que el compuesto B a partir de 10 pg/mL. El efecto
inhibitorio en presencia de 100 pg/mL del compuesto A fue de 71%. A 300
ug/mL se observd citotoxicidad (ver circulo rojo en la figura 20). El

compuesto B mostro una inhibicion de 62% a la mayor concentracion, este
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efecto no fue causado por un efecto citotoxico directo sobre las células RAW
(Tabla 3).
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Figura 20. Efecto de los compuestos A y B sobre la produccion de NO in vitro. Los
macroéfagos fueron estimulados durante 24 h con INF-y. Control positivo: aminoguanidina. El
NO en los sobrenadantes fue medido mediante la reaccion de Griess (media £ D.E., n = 3).
Los resultados fueron reportados como puM de NO. El circulo rojo indica la concentracién
citotoxica del compuesto A y los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05) del
compuesto A con respecto al control sin tratamiento.

En resumen, el extracto crudo, la fraccion E2, la subfraccion E2Il y el
compuesto A obtenido de hojas de J. copaia mostraron un ligero efecto
inhibitorio sobre la produccién de TNF-a. No obstante, se observé un mayor
efecto inhibitorio dosis dependiente sobre la produccion de NO sin que este
efecto pudiera ser atribuible a un efecto citotdéxico directo sobre los

macrofagos.
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5.2.4. Efecto del extracto crudo y la fraccibn E2 sobre la
activacion del factor de transcripcion NF-kB.

El factor de transcripcion NF-kB esta implicado tanto en el crecimiento
tumoral como en procesos inflamatorios. Este factor ha sido propuesto como
un posible blanco para inhibidores derivados de plantas y muchos agentes
anti-inflamatorios que parecen modularlo (Bremner y Heinrich, 2002; Fazio y
col., 2010). Con la finalidad de investigar las posibles rutas de sefializacion
relacionadas con inflamacién y cancer, por la cuales pudieran estar actuando
los componentes activos presentes en hojas de J. copaia, se evalud el efecto

sobre la activacion del factor de transcripcion NF-kB.

Se debe destacar que ninguna de las concentraciones probadas del
extracto crudo y de la fraccibn E2 fueron citotoxicas para las células
tumorales HelLa utilizadas en estos ensayos (Tabla 1). Las células fueron
estimuladas con huTNF-a ya que esta citocina es capaz de activar al factor
NF-kB (Karin y Greten, 2005).

En la figura 21 se puede observar el efecto inhibitorio del extracto
crudo y de la fraccion E2, mostrando una inhibicién de la activaciéon de NF-kB
significativa a partir de 30 pg/mL, con respecto al control de respuesta
méaxima (100%). El mayor porcentaje de inhibiciébn se observo en presencia
de 300 pg/mL del extracto crudo (83% de inhibicién) y en presencia de 300
pug/mL de la fraccion E2 (81% de inhibicion). Sin embargo, la concentraciéon

requerida para observar este efecto es muy alta, 300 pg/mL.
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Figura 21. Efecto del extracto crudo y la fraccién E2 derivada de hojas de J. copaia sobre la

activacion de NF-kB in vitro. Las células tumorales HelLa 57 transfectadas con el plasmido
reportero NF-kB/luciferasa fueron estimuladas durante 4 h con huTNF-a. Control positivo:
parthenolide. La actividad de NF-kB fue evaluada usando luciferina como sustrato de la
enzima (media £ D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como % de activacién de NF-
KB con respecto al control de respuesta maxima (100%). Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas (P < 0,05) del extracto crudo y la fraccion E2 con respecto al control
sin tratamiento.

Para comprobar el efecto inhibitorio sobre la activacion de NF-kB en
presencia del extracto crudo y la fraccion E2, se realizd el mismo
experimento pero sin estimular las células con huTNF-q, y se observo que el
extracto crudo y la fraccién E2 también mostraron un ligero efecto inhibitorio
sobre los niveles basales de la activacion del factor de transcripcion (Figura
22).
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Figura 22. Efecto del extracto crudo y la fraccion E2 derivada de hojas de J. copaia sobre la
activacion de NF-kB en células HeLa 57 no estimuladas. Control positivo: parthenolide. . La
actividad de NF-kB fue evaluada usando luciferina como sustrato de la enzima (media
D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como % de activacion de NF-kB con respecto
al control de respuesta maxima (100%).

5.2.5. Efecto de las subfracciones E2I, E2Il y E2Ill sobre la
activacion del factor de transcripcion NF-kB.

Una vez evaluado el efecto inhibitorio del extracto crudo y la fraccion
E2 sobre la activacion de NF-kB, se evaluaron las tres subfracciones
derivadas de la fraccion E2 (Figura 23). Ninguna de las subfracciones mostré
inhibicion sobre la activacion de NF-kB. Ademas, se observo que a altas
concentraciones fue estimulada la activacion de NF-kB, principalmente en

presencia de la subfraccion E2I.

67



250 - D E2]
658
m 200 BE2Il
X - 1 EE2I
Z o
© & 150 -
T o
c O
\O —
S S 100 -
(‘5 (=]
=
o 50 -
) m
0 '_. T T T T T T
Sin Con 0,3 1 3 10 30 100 Parthe

huTNF-ahuTNF-a o
Concentracion (pg/mL)

Figura 23. Efecto de las subfracciones E2l, E2Il y E2Ill derivadas de hojas de J. copaia
sobre la activacion de NF-kB in vitro. Las células tumorales HelLa 57 transfectadas con el
plasmido reportero NF-kB/luciferasa fueron estimuladas durante 4 h con huTNF-a. Control
positivo: parthenolide. La actividad de NF-kB fue evaluada usando luciferina como sustrato
de la enzima (media = D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como % de activacion
de NF-kB con respecto al control de respuesta maxima (100%).

La figura 24 muestra el efecto de la subfraccion E2Il sobre la
activacion de NF-kB en células que no fueron previamente estimuladas con
huTNF-a. Se observd que esta subfraccion inhibié escasamente los niveles

basales de activacion del factor de transcripcion.
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Figura 24. Efecto de la subfraccién E2Il derivada de hojas de J. copaia sobre la activacion
de NF-kB in vitro. Las células tumorales HelLa 57 transfectadas con el plasmido reportero
NF-kB/luciferasa no fueron estimuladas durante 4 h con huTNF-a. Control positivo:
parthenolide. La actividad de NF-kB fue evaluada usando luciferina como sustrato de la
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enzima (media = D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como % de activacién de NF-
KB con respecto al control de respuesta maxima (100%).

5.2.6. Efecto de los compuestos A y B sobre la activacion del

factor de transcripcion NF-kB.

La figura 25 muestra el efecto de los dos compuestos A y B aislados
de la subfraccion E2II, sobre la activacion de NF-kB. Se observd que ambos
compuestos no poseen un efecto inhibitorio de la activacién del factor de
transcripcion, y a altas concentraciones, ambos compuestos estimularon la

activacion de NF-kB, principalmente el compuesto B.
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Figura 25. Efecto de los compuestos A y B derivados de hojas de J. copaia sobre la
activacién de NF-kB in vitro. Las células tumorales HelLa 57 transfectadas con el plasmido
reportero NF-kB/luciferasa fueron estimuladas durante 4 h con huTNF-a. Control positivo:
parthenolide. La actividad de NF-kB fue evaluada usando luciferina como sustrato de la
enzima (media = D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como % de activacion de NF-
KB con respecto al control de respuesta maxima (100%).

Se observé que en ausencia de la estimulacién de las células con
huTNF-qa, los compuestos no poseen efecto estimulatorio de la activacion del

factor de transcripcion (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de los compuestos A y B derivados de hojas de J. copaia sobre la
activacion de NF-kB in vitro. Las células tumorales HelLa 57 transfectadas con el plasmido
reportero NF-kB/luciferasa no fueron estimuladas durante 4 h con huTNF-a. Control positivo:
parthenolide. La actividad de NF-kB fue evaluada usando luciferina como sustrato de la
enzima (media £ D.E., n = 3). Los resultados fueron reportados como % de activacién de NF-
KB con respecto al control de respuesta méxima (100%).

En resumen, se observé en este trabajo un efecto inhibitorio de la
activacion de NF-kB, en presencia del extracto crudo y la fraccién E2 (a partir
de 30 pug/mL) de hojas de J. copaia, tal efecto se manifest6 tanto en células
estimuladas con TNF-a como en células que no fueron estimuladas (Figuras
21 y 22). No obstante, este efecto inhibitorio observado con E2 se perdi6
durante el proceso de fraccionamiento del mismo (Figuras 23 y 25),
encontrandose un fuerte efecto potenciador de la activacion de NF-kB
cuando las células son previamente estimuladas con TNF-a, principalmente
en presencia de la subfraccibn E2l y el compuesto B. En contraste, este
efecto potenciador no se observo en células no activadas (Figuras 24 y 26).
Una posible explicaciéon de este resultado seria que el efecto potenciador no
actia directamente sobre NF-kB sino en la via de sefalizacion “upstream”
entre la interaccion de TNF-o/Receptor y NF-kB. Por lo tanto, el efecto
potenciador de las subfracciones y compuestos se manifiesta solo en células
estimuladas con TNF-a, debido a la ausencia de los componentes activos

gue inhiben NF-kB.
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Los resultados de este estudio sugieren que el efecto inhibitorio de J.
copaia sobre la produccion de NO en macrofagos 264.7 estimulados
previamente con INF-y, no esta relacionado directamente con la activacion
de NF-kB. Se ha reportado que ciertos factores de transcripcion tales como
NF-kB, ERF-1 (Factor Regulador 1) y STAT1 (Sefal transductora y
activadora de la transcripcion) interactian cooperativamente con el promotor
INOS, induciendo asi la activacion de la transcripcion del gen iNOS (Jung y
col., 2010). De esta manera, estos resultados indican que el efecto se ejerce

a través de otra via de sefializacion celular.

La citocina INF-y tiene como principal via de sefalizacion la via de
Janus quinasa (JAK) / (STAT), la cual se inicia cuando la citocina se une a su
receptor (INFGR) promoviendo la fosforilacion de las proteinas STAT1
mediante las quinasas JAK1 y JAK2 y la consecuente formacion de
homodimeros de STAT1 denominados factor de activacion de interferon
gamma (GAF). Luego, GAF migra al nucleo y se une al ADN,
especificamente en la secuencia activada por INF-y (GAS) lo que genera la
activacion de la induccion y transcripcion de genes estimulados con INF-.y
(ISGs) (El Bougrini y col.,, 2010). Las proteinas STAT1 también pueden
formar heterotrimeros con el factor regulador 9 (STAT1:STAT1:ERF-9) los
cuales se translocan al nucleo y son capaces de unirse a la region promotora
ISRE (Elemento de respuesta estimulado con INF-y) de genes blanco (por
ejemplo iINOS) para regular la transcripcién. Otros factores de transcripcion
también se unen a la region ISRE, entre ellos estan IRF-1 y el factor 3 de
genes estimulados con INF-y (ISGF3) (Schroder y col., 2004).

Se han reportado tres familias de reguladores capaces de modular la
sefalizacion mediada por INF-y, entre ellos estan las fosfotirosin fosfatasas
(SHPs, CD45, PTP1B/TC-PTP), las proteinas inhibidoras de STAT activado
(PIAS), y proteinas supresoras de la sefalizacion de citocina (SOCS); los
tres tipos de reguladores inhiben aspectos diferentes y especificos de la
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transduccion de la sefial mediada por INF-y. Las fosfatasas citoplasméticas
pueden desfosforilar receptores activados, SOCS (inducido por STAT
activado) puede unirse a receptores para evitar la activacion de STAT, y las
PIAS pueden bloquear la union de STAT activado con el ADN (El Bougrini y
col., 2010).

Posiblemente, el efecto inhibitorio de J. copaia observado en este
estudio sobre la produccion de NO se deba a la inhibicion de la expresion del
gen iINOS mediante la supresion de la via de sefalizacion JAK/STAT.

Para dilucidar e investigar las posibles rutas de sefializacion por la
cuales pudieran estar actuando los componentes activos de J. copaia, seria
de gran interés evaluar el efecto sobre otros factores de transcripcion como
lo son STAT1 y ERF-1 principalmente, y asi determinar si en presencia de los
compuestos derivados de hojas de J. copaia se lleva a cabo la expresion de
la enzima INOS. Otros factores de transcripcion que parecen regular la
expresion de iINOS son la proteina activadora 1 (AP-1) y el factor HIF-1
(Kleinert y col., 2004).

5.3. Fraccionamiento Biodirigido

Mediante el analisis de cromatografia de capa fina se pudo evidenciar
que la fraccién E1 contiene principalmente compuestos de tipo triterpenos y
clorofilas, la fraccion E2 contiene flavonoides y la fraccibn E3 contiene

taninos y azucares.

Como se observa en la tabla 1 y en las figuras 15y 16, las fracciones
E1l y E3 no mostraron efecto significativo en comparacion a la fraccion E2 en
los ensayos donde se evaludé in vitro su actividad citotoxica y anti-
inflamatoria. Sin embargo, cabe resaltar la poca solubilidad de la fraccion E1
en el medio de cultivo y podriamos atribuir la ausencia de efecto de esta
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fraccion a esta propiedad de solubilidad y por ende, no podemos descartar la
posibilidad que parte del efecto mostrado inicialmente por el extracto crudo

estuviese en esta fraccion E1.

La fraccion E2 retuvo parte del efecto mostrado por el extracto crudo
de J. copaia. Esta fraccion fue separada por exclusion molecular y se
obtuvieron tres nuevas fracciones denominadas: E2I, E2Il y E2Ill. La sub-
fraccion E2Il mostré efecto anti-inflamatorio, y de ésta se aislaron por
cromatografia en columna en fase reversa dos compuestos denominados "A”
y "B”, los cuales fueron identificados por espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear de Hidrégeno 1 y Carbono 13 (RMN H-1y C-13).

5.4. Identificacion de los compuestos Ay B

Los datos espectroscopicos de RMN H-1 y C-13 del compuesto A se
muestran en la tabla 4. El compuesto A fue denominado éster del acido
(ramnosil 2’-a-1"-glucosill-4’-a-etil-4-5-dihidroxifenil) cafeico (Figura 27). Este
compuesto posee un peso molecular de 624,59 g/mol.

15 7 8

Figura 27. Compuesto “A” aislado de hojas de Jacaranda copaia
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Los datos espectroscopicos de RMN C-13 del compuesto B se
muestran en la tabla 5. El compuesto B fue denominado éster del acido
(ramnosil 2’-a-1"-ramnosil-4’-a-etil-4-5-dihidroxifenil) cafeico (Figura 28). Este

compuesto tiene un peso molecular de 608,59 g/mol.

8 9
1 1
6 7 0 OH
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Figura 28. Compuesto “B” aislado de hojas de Jacaranda copaia.
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Tabla 4. Datos espectroscépicos de RMN H-1 y C-13 del compuesto A

3 (ppm) Dep. 135 Asignacion 119,96 CH Cc-7
18,36 CH3 C-6' 121,88 CH C-13
35,34 CH2 C-15 125,88 C C-12
61,06 CH2 C-16 129,53 CH C-14
63,13 CH2 C-6" 130,71 C C-2
69,11 CH c> 143,87 C c10
69,56 CH cC-3 145,32 C C-9
72,01 CH C-5’ 145,91 C C-12
74,81 CH c2 145,96 C ca
74,86 CH c3 148,82 C CE
79,48 CH C-4" 166,10 C C-17

101,58 CH c1

102,62 CH c1

113,92 CH c1

115,00 CH c3

115,44 CH C6

115,84 CH c7

116,16 CH C-8

116,67 CH C-11
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Tabla 5. Datos espectroscopicos de RMN H-1y C-13 del compuesto B

o (ppm) Dep. 135 Asignacién 119,50 CH C-12
18,11 CH3 C-6' 121,36 CH C-1
18,51 CH3 C-6" 125,49 C C-7
34,98 CH2 C-15 130,17 C C-2
56,01 CH2 C-16 143,53 C C-4
68,69 CH C-2 144,97 CH C-5
69,14 CH C-3 145,54 C C-10
70,21 CH2 c-4 148,46 C C-11
70,38 CH C-5 165,65 C C-17
70,50 CH C-2"

71,65 CH C-3"
74,49 CH c-4"
79,04 CH C-5"

101,17 CH Cc-r

102,27 CH c-1

113,56 CH C-1

114,95 CH C-5

115,44 CH C-6

115,76 CH C-8

116,28 CH C-9
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Es conocido que el acido cafeico y sus derivados (Figura 29) son
compuestos de tipo catecol no flavonoide, los cuales estan distribuidos en
muchas plantas medicinales (Moridani y col., 2001). Entre los derivados
simples de acido cafeico incluyen amidas, ésteres de azlcar y glucosidos, y
las formas mas complejas incluyen el acido rosmarinico (dimero), acido
litospérmico (trimero), verbascosido (éster heterosidico y glucésido de
dihidroxifenetiletanol y acido cafeico), y los derivados de tipo flavonoide (Son
y Lewis, 2002).

Se debe destacar que estos compuestos (A y B) fueron aislados e
identificados por primera vez, en este estudio. Por lo tanto, este es el primer
reporte de la actividad anti-inflamatoria de estos derivados de &cido cafeico

obtenidos de las hojas de J. copaia.
0

y 4

HO R

HO

Figura 29. Estructura quimica del 4&cido cafeico (Tomado y
modificado de Shiny col., 2004)

El efecto fisiolégico del acido cafeico y sus derivados ha sido
estudiado por muchos investigadores en los ultimos afios. Estos compuestos
tienen propiedad antibacterial, antiviral, antiinflamatoria, antiaterosclerética,
antioxidativa, antiprofilerativa, inmunoestimulatoria y neuroprotectora. Las
propiedades de estos compuestos estan asociadas a sus actividades
antioxidantes y como inhibidores de enzimas o con su actividad de union a

receptores especificos (Son y Lewis, 2002).

Los derivados de acido cafeico aislados de J. copaia en este estudio,

principalmente el compuesto A, poseen actividad anti-inflamatoria (inhibicién
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de TNF-a y NO) segun indican los resultados mostrados anteriormente. Esta
actividad anti-inflamatoria también se ha encontrado con otros derivados de
acido cafeico obtenidos en otros estudios. Por ejemplo, el éster metilico del
acido cafeico es un potente inhibidor de la produccién de NO, prostaglandina
E, (PGE;) y TNF-a (Shin y col., 2004). Otro ejemplo, es el éster fenetil del
acido cafeico que inhibe la produccion de NO y PGE2 dosis dependiente, en
macrofagos Raw 264.7 estimulados con LPS (Jung y col., 2008). Tanto el
éster metilico como el éster fenetil del acido cafeico poseen efecto inhibitorio
sobre la activacion del factor NF-kB y se ha demostrado que este efecto es el
mecanismo responsable de la inhibicion de INOS, COX-2 y TNF-a. En
contraste con los resultados obtenidos en este estudio donde los dos
derivados de acido cafeico (compuestos A y B) no mostraron inhibicion sobre
la activacion del factor de transcripcion NF-kB. Esta diferencia pudiera
deberse a la estructura quimica de cada compuesto.
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6. CONCLUSIONES

El extracto crudo, la fraccion E2, la subfraccion E2Il y los compuestos
Ay B mostraron un efecto citostatico en células tumorales HT-29, 4T1
y Hela, y en células macrofagicas RAW 264.7. Sdlo la fraccion E2 fue
citotoOxica a altas concentraciones en células HT-29, 4T1 y RAW
264.7.

El extracto crudo, la fraccion E2, la subfraccién E2Il y el compuesto A

mostraron un ligero efecto inhibitorio sobre la produccién de TNF-a.

El extracto crudo, la fraccion E2, la subfraccién E2Il y el compuesto A
generaron un efecto inhibitorio mucho mayor sobre la produccion de

NO con respecto al efecto observado sobre la produccién de TNF-a.

El extracto crudo y la fraccibn E2 mostraron un efecto inhibitorio a
altas concentraciones sobre la activacion del factor NF-kB. Sin
embargo, este efecto se perdié en las subfracciones y compuestos

durante el proceso de fraccionamiento realizado en este estudio.
Los compuestos A y B son derivados de acido cafeico y este trabajo

es el primer reporte de estos compuestos obtenidos de hojas de J.

copaia.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos in vivo y de esta manera evaluar si realmente el
extracto crudo, fraccion E2, subfraccion E2Il y los compuestos Ay B
obtenidos de J. copaia en este estudio, ejercen un efecto sobre el
crecimiento de tumores y metastasis. De esta manera, comparar estos
resultados con los obtenidos en otro estudio realizado in vivo (Villasmil
y col. en 2006) que demuestra que el extracto hidroetandlico de J.
copaia retras6 el crecimiento de tumor primario en ratones C57BI/6
inoculados con células de melanoma murino B16/BL6, y también
inhibid la produccion de metéastasis en pulmones de ratones.

Seria interesante evaluar el efecto inhibitorio de J. copaia sobre la
respuesta inflamatoria in vivo ya que se ha reportado un efecto
inhibitorio de extractos de algunas plantas sobre los niveles séricos de
mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, NO e IL-6, producidos por
ratones previamente estimulados.

También seria de gran importancia evaluar el efecto de J. copaia
sobre las proteinas ciclooxigenasas (COX) que intervienen en la
sintesis de mediadores lipidicos inflamatorios denominados
prostaglandinas (PG). Se ha demostrado que la mayoria de las drogas
anti-inflamatorias, como por ejemplo la aspirina, acttan a través de
una inhibicion de esta enzima y asi, la produccion de PG (Pérez,
2010). Numerosos estudios clinicos, epidemioldgicos y experimentales
sugieren que las drogas anti-inflamatorias no esteroideas,
particularmente los inhibidores selectivos de la enzima COX-2, tienen
potencial como agentes anti-tumorales (Thum y col., 2002).

Evaluar el efecto sobre otros factores de transcripcion como lo son
STAT1, ERF-1, AP-1, HIF-1, entre otros, y asi determinar si en
presencia de los compuestos derivados de hojas de J. copaia se lleva

a cabo la expresion de la enzima iNOS (Kleinert y col., 2004).
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