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RESUMEN

El cancer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la anormalidad en
el crecimiento de las células provocado por factores ambientales y multiples cambios en la
expresion de los genes, lo que conlleva a un descontrol en el balance entre la proliferacion
y muerte celular. El cAncer de mama representa una de las enfermedades que mas afecta a
la poblacion femenina de Latinoamérica y el Caribe. Particularmente en Venezuela, segun
cifras del Ministerio del Poder Popular para la Salud, para el afio 2007 el cancer de mama
present6 una incidencia estimada de 5400 casos y una mortalidad de 1700 segun el Informe
Mundial para el Céancer. Los tratamientos antineoplasicos actian de manera citotoxica
sobre las células cancerigenas, los cuales incluyen radioterapias, inmunoterapias, terapias
hormonales, y la méas comun, la quimioterapia. En la actualidad, se ha mostrado un auge en
las investigaciones sobre compuestos extraidos de diversas plantas con posibles agentes
antitumorales. Entre los compuestos naturales de importancia estan los derivados de
quinolinas aisladas de plantas superiores, y los seco-ent-kauranos aislados principalmente
de plantas del género Croton. El objetivo de este trabajo fue evaluar el posible efecto
citotoxico de los compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-c)quinolina y el Acido de
caracasine (compuesto natural - seco-ent-kaurano) en lineas de cancer de mama SKBr3 y
MCF-7 y células normales obtenidas de cultivos primarios de fibroblastos dérmicos
humanos. La técnica utilizada fue la del MTT disefiada por Mossman en 1983; luego de 72
horas de incubacion se calcularon los valores de concentracion inhibitoria (Clsg), indices de
selectividad, relaciones estructura-actividad y se realizaron combinaciones con el farmaco
antitumoral Taxol que es utilizado frecuentemente en los tratamientos quimioterapéuticos

del cancer de mama. Los resultados obtenidos muestran una alta selectividad de los

XV



compuestos sintéticos y natural evaluados hacia las lineas celulares MCF-7 (Clsp = 3,53 a
48,64 pg/mL) y SKBr3 (Clso = 16,41 a 43,95 pg/mL) con respecto a las células control
(Clsp=53,09 a > 100 pg/mL), mostrdndose claras diferencias entre los diversos compuestos
sintéticos con diferentes sustituciones quimicas realizadas sobre la molécula patrén de los
compuestos indeno(2,1-c)quinolinas. Ademas, se pudo observar diferencias en las
respuestas obtenidas por las diferentes lineas tumorales estudiadas frente a las
combinaciones de las drogas, encontrdndose que la presencia de un tercer compuesto
antitumoral en una combinacion de drogas sobre las lineas celulares evaluadas no ejerce un
efecto positivo sobre la citotoxicidad combinada. En conclusion, las sustituciones
realizadas en la molécula patron de las indeno(2,1-c)quinolinas estudiadas en este trabajo,
disminuyeron la actividad citotdxica presentada sobre las lineas tumorales de mama MCF-7
y SKBr3, por lo que el mejor compuesto encontrado con posibles estudios a futuro como

alternativa en la terapia antineoplasica de mama es el compuesto patron, Cris 142.

XV



1. INTRODUCCION

1.1 El cancer

El cuerpo esta formado por diversos tipos de células (epiteliales, musculares,
nerviosas, conectivas, entre otras), donde un gran conjunto de procesos bioquimicos y
genéticos controlan su crecimiento, ademas de conducir a eventos de muerte 0 apoptosis
cuando éstas envejecen o se dafian (Crespo, 2006). Sin embargo, algunas veces este proceso
ordenado se descontrola. EI material genético (ADN) de una célula puede dafarse o
alterarse, lo cual produce cambios significativos que afectan su crecimiento y proliferacion

normal (Instituto Nacional de Cancer, 2011).

El cancer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la anormalidad en
el crecimiento de las células provocado por factores ambientales y multiples cambios en la
expresion de los genes, lo que conlleva a un descontrol en el balance entre la proliferacion
y muerte celular (Ruddon, 2007). En estos cambios genéticos se han implicado dos tipos de
genes: los protooncogenes, oncogenes que al ser activados de manera excesiva mediante
mutaciones promueven el crecimiento celular, y los genes supresores de tumores, que
normalmente restringen el crecimiento y que cuando se dafian se produce un aumento
inapropiado de las células (Lodish y col., 2005). Sin embargo, a diferencia de otras
enfermedades genéticas, el cancer es causado por una acumulacién de mutaciones que
generalmente se producen en las células somaticas, aunque aproximadamente el 1% de los
canceres se asocian a mutaciones en la linea germinal que aumenta la probabilidad de

padecer ciertos tipos de cancer (Klug, 2006).



Los tumores pueden clasificarse en benignos y malignos de acuerdo a su habilidad de
invadir localmente o migrar a otros tejidos distantes para originar tumores secundarios,
proceso que se denomina metéstasis (Khanna y Hunter, 2005). Para el diagnostico de la
formacion de un tumor maligno mediante transformacion de uno benigno es necesaria la
demostracion de la invasion tisular o vascular (via linfatica o sanguinea) y/o la existencia

de metéstasis (Pardo, 1996).

La metéstasis puede localizarse en diferentes 6rganos y/o regiones del mismo érgano.
Auln cuando se produce metastasis en una parte distinta del 6rgano donde se originé el
cancer, éste se seguird considerando como de la parte del cuerpo donde emergid (Langley y

Fidler, 2007).

Clinicamente, diversas caracteristicas determinan el origen, estado y avance de un
cancer, las cuales pueden ser la edad de iniciacion, la velocidad de proliferacion, el estado
de diferenciacion, el grado de invasion, su capacidad metastasica y de pronostico (Knowles
y Selby, 2005). Cada cancer también depende del tipo de tejido donde se origina y de su

mecanismo de oncogénesis.

1.2 El cancer a nivel mundial

El cancer es una de las enfermedades més estudiada en los ultimos afios, teniendo un
gran avance en el aspecto molecular, desde aquellos que explican la proliferacion
descontrolada y la pérdida de la regulacion de la apoptosis celular, hasta los mecanismos de

desarrollo de la metéstasis (Luque y Herraez, 2008).



Diversas organizaciones mundiales han realizado campafias de investigacion,
docencia y prevencion del cancer. En un Informe de la Organizacion Mundial de la Salud
se enfatiza que el cancer, siendo entre las enfermedades crénicas la segunda causa de
mortalidad a nivel mundial después de las afecciones cardiovasculares, estd afectando de
manera considerable a un gran niumero de paises, en especial aquellos de ingresos bajos y
medios (OMS, 2005). Sin embargo, también se ven perturbados los paises desarrollados, ya
que éstos mantienen un estilo de vida que favorece los malos habitos, como la adiccién al
tabaco, seguido de una mala alimentacion y la falta de ejercicio, lo que influye en la

propensién de esta enfermedad.

En cuanto a la epidemiologia del cancer, el Informe Mundial del Cancer para el 2008
estima que hay unos 12 millones de nuevos diagndsticos de cancer en todo el mundo, y se
calcula que 7 millones de personas moririan a causa de la enfermedad. Las cifras
proyectadas para el afio 2030 son de 20 a 26 millones con diagndsticos nuevos de cancer y
de 13 a 17 millones las muertes por cancer (Boyle y Levin, 2008). Esto podria deberse
principalmente al continuo envejecimiento de la poblacion, tanto en los paises desarrollados
como en los paises en vias de desarrollo. Con todo esto se puede deducir que el cancer es

un importante problema de salud publica a nivel mundial.

Durante las tres ultimas décadas, los paises americanos han vivido transformaciones
importantes a nivel demografico, social y epidemiologico, por lo que las enfermedades no
transmisibles, y en particular el cancer, han tenido grandes incrementos en su incidencia en
ambos sexos, con lo que estudios direccionados hacia la caracterizacion de la incidencia y
mortalidad de esta enfermedad, ademas de la supervivencia de pacientes afectados, han sido

el proposito de numerosos esfuerzos (Parkin y col., 2005; Bosetti y col., 2005). Para el afio
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2008, se estimaron méas de dos millones y medio para nuevos casos y 1.200.000 de muertes

por cancer en Latinoamérica y el Caribe (Ferlay y col., 2008).

En los distintos paises de Latinoamérica y el Caribe, las tasas de incidencia y de
mortalidad difieren considerablemente (Fig. 1a). Como puede observarse, las tasas de
incidencia mas elevadas corresponden a los paises del hemisferio norte y algunos paises del
hemisferio sur (mayormente, Argentina), mientras que las tasas de mortalidad mas elevadas
se encuentran en todo el continente (con mayor énfasis en Canadé, El Salvador, Honduras,
Per( y Uruguay). Ademas, algunos tipos de cancer se manifiestan de forma diferenciada en
hombres y mujeres, bien sea por factores biolégicos o de riesgo, lo que influye en su
prevalencia (Fig. 1b). Para las mujeres, las tasas mas elevadas se presentan en el cancer de
mama (con una incidencia de 57,2 casos y una mortalidad de 13,7 casos, ambos casos por
100.000 personas y ajustada por edad), mientras que para los hombres se muestran en el
cancer de prostata (con una incidencia de 66,7 y una mortalidad de 12,9, ambos casos por

100.000 personas y ajustada por edad).
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Figura 1. a) Distribucion de las tasas estimadas de incidencia y mortalidad, ambas
ajustadas por edad (poblacién mundial estdndar), de todos los paises donde potencialmente
ocurren tumores (excepto el cancer de piel diferente al melanoma) en ambos sexos, en el
continente americano expresadas en casos por 100.000; b) Incidencia y mortalidad de las
principales localizaciones de cancer por sexo en Ameérica, tasas ajustadas por edad
(poblacion mundial estandar) expresadas en casos por 100.000 (Tomado de Ferlay y col.,
2008; fuente Globocan 2008)



1.3 El cancer de mama

Como se sefiald, el cdncer de mama es una de las principales causas de incidencia y
mortalidad en las mujeres del continente americano y en general a nivel mundial. Esta
enfermedad puede puntualizarse como un proceso de proliferacién anormal maligna de las
células epiteliales de la glandula mamaria. Esta neoplasia se encuentra limitada al epitelio
ductual (conductos que llevan leche desde la mama hasta el pezdn) y tubular (lobulillos
donde se produce la leche) (Carlson y col., 2009). De acuerdo con esto, se presentan

diversos tipos de cancer de seno:

#+ Carcinoma ductal in situ: es el tipo mas comun de cancer de seno no invasivo,

donde las células cancerosas estdn dentro de los conductos pero no se han
propagado a través de las paredes de los conductos hacia el tejido que rodea el
seno.

#+ Carcinoma lobulillar in situ: comienza en las glandulas productoras de leche, pero

no crece a traves de la pared de los lobulillos.

#+ Carcinoma ductal invasivo (o infiltrante): éste es el tipo mas comdn de cancer de

seno y comienza en un canal o conducto lacteo del seno, penetra a través de la
pared del conducto y crece en el tejido adiposo del seno. En este punto puede
tener la capacidad de propagarse (hacer metastasis) hacia otras partes del cuerpo a
través del sistema linfatico y el torrente sanguineo.

#+ Carcinoma lobulillar invasivo (o infiltrante): comienza en las glandulas

productoras de leche (lobulillos). Al igual que el carcinoma ductal invasivo, se

puede propagar a otras partes del cuerpo.



Diversos estudios han encontrado varios factores de riesgo de cancer de seno, y entre
los mas importantes podemos encontrar (Instituto Nacional de Cancer, 2010; McPherson y

col., 2000):

e Edad: las probabilidades de padecer cancer de seno aumentan
conforme la mujer envejece, duplicandose por lo general luego de los 10 afios
posteriores a la menopausia.

e Antecedentes personales de cancer de seno: la mujer que ha tenido

cancer en un seno tiene un riesgo mayor de padecer esta enfermedad en su

otro seno.

e Antecedentes familiares: su riesgo de presentar cancer de seno es

mayor si su madre, padre, hermana o hija, tuvo cancer de seno. El riesgo es
aun mayor si ese familiar tuvo cancer antes de los 50 afios de edad.

o Ciertas alteraciones genéticas: los cambios en ciertos genes, como

BRCAL o BRCAZ2, aumentan considerablemente el riesgo de cancer de seno.

e Antecedentes relacionados con la reproduccién: en cuanto mas edad

tiene la mujer cuando da a luz a su primer hijo, mayores son sus
probabilidades de padecer cancer de seno. Igualmente las mujeres que nunca
tuvieron hijos tienen un mayor riesgo de cancer de seno.

e Antecedentes relacionados con la menstruacion: las mujeres que

empezaron su menstruacion antes de los 12 afios tienen un riesgo mayor de
cancer de seno, asimismo las mujeres que entraron en la menopausia después

de los 55 afos de edad.



e Raza: el cancer de seno se diagnostica con mas frecuencia en mujeres
de raza blanca que en mujeres afroamericanas o negras, hispanas o latinas,
asiaticas o nativas de las islas del Pacifico, indigenas americanas o nativas de
Alaska.

e Inactividad fisica: las mujeres que son inactivas fisicamente en su

vida pueden tener un riesgo mayor de cancer de seno.

e FEstilos de vida:

v Dieta: si una mujer que tiene una dieta con alto contenido de
grasas 0 que esta expuesta a ciertas sustancias en el
medioambiente tiene un riesgo mayor.

v Obesidad o sobrepeso después de la menopausia: la posibilidad
de tener cancer de seno después de la menopausia es mayor en
las mujeres que son obesas 0 tienen exceso de peso.

v/ Consumo de alcohol: algunos estudios sugieren que en cuanto
mas bebidas alcohdlicas consume una mujer, mayor es su riesgo

de cancer de seno.

Es importante sefialar que el cancer de mama no solamente es padecida por las
mujeres, sino también por los hombres, representando aproximadamente del 1 al 1,5% de
las neoplasias malignas en el hombre, aunque en ciertas regiones de Asia y Africa la
incidencia puede llegar al 10% (Valera y col., 1997; Donegan y Redligh, 1996). Segun
estadisticas tomadas de la Asociacion Norteamericana de Registros Centrales de Cancer
(NAACCR, siglas en inglés), para el afio 2009 se estimaron 1910 de nuevos casos y 440

defunciones por cancer de mama en hombres en Estados Unidos (Jemal y col., 2009). Esta



enfermedad, estudiada a pesar de tener una baja incidencia en comparacién con la
enfermedad de la glandula mamaria en la mujer, tiene un impacto devastador en la salud del
hombre pues tiene un grave prondéstico (Delgado y col., 2009). Algunos factores de riesgo
de cancer de mama en hombres se han asociado con la disfuncién testicular, la edad, la
ascendencia judia, la historia familiar, y el sindrome de Klinefelter, ademéas de mutaciones
en el gen BRCA2 que predisponen a los hombres al cancer de mama y puede representar un

4% a 14% de los casos. (Thomas, 1993; Giordano y col., 2002).

1.3.1 Antecedentes del cancer de mama en Venezuela

En Venezuela, el cancer constituye una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad, ocupando la segunda posicion en la mortalidad general luego de las
enfermedades del corazon, situacion que ha mantenido en los ultimos 25 afios vy
representando el 15% de la mortalidad diagnosticada en el pais (Capote, 2008). Para el afio
2005, de acuerdo al Anuario Epidemiologico publicado por el Ministerio del Poder Popular
para la Salud, el cancer de prostata es el mas frecuente en la poblacion masculina, con una
incidencia y mortalidad estimada en 4408 y 1710 casos anuales respectivamente, y el
cancer de cuello uterino (3685 casos estimados de incidencia) y el cancer de mama (3549
casos estimados de incidencia), que representan el 43% de la incidencia anual de cancer en
mujeres, y en lo referente a la mortalidad por cancer en féminas, para los canceres de cuello

uterino y de mama se presentan 1602 y 1449 casos anuales respectivamente.



Como se describi6 con anterioridad, el cancer de mama en Latinoamérica y el Caribe
representa una de las enfermedades que mas afecta a la poblacién femenina. Para el afio
1980, el cancer de mama se encontraba como el tercer tipo de tumor maligno mas comin
en la poblacion femenina venezolana de acuerdo al Anuario de Epidemiologia del
Ministerio de Sanidad y Asistencia Social (Ravelo, 2001). En nuestro pais, segun cifras del
Ministerio del Poder Popular para la Salud, para el afio 2006 represent6 la segunda causa de
muerte por cancer en la mujer venezolana, teniendo una incidencia total estimada de 5400
casos (tasa de incidencia de 42,5 casos por 100.000) y una mortalidad total de 1700 casos
(tasa de mortalidad de 13,7 casos por 100.000), segln el Informe Mundial del Cancer del

2008 (Fig. 2) (Ferlay y col., 2008).

En cuanto a la distribucion geografica del cancer de mama en el pais (Fig. 3), para el
periodo 2001-2005, esta enfermedad presento un promedio nacional de 24,8 casos por cada
100.000 mujeres, donde los estados con mayor tasa de incidencia fueron Distrito Capital,
Vargas, Miranda y Aragua, los cuales presentan mayor desarrollo demografico, econémico
e industrial, viéndose la contraposicion en aquellos estados con menor desarrollo y de

actividades principalmente agropecuarias la menor tasa de incidencia (Capote, 2006).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de las principales localizaciones de cancer en ambos
sexos para Venezuela, tasas ajustadas por edad (poblacion mundial estandar) expresadas en
casos por 100.000 (Tomado de Ferlay y col., 2008; fuente Globocan 2008).
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Figura 3. Distribucion de las tasas de incidencia promedio (por cada 100.000 mujeres) de
cancer de mama en el periodo 2001-2005 por Entidades Federales en Venezuela (Tomado y
modificado de Capote, 2006).

1.4 Terapias contra el cancer

Conjuntamente con los estudios del efecto en la demografia y salud publica del
cancer de mama en Venezuela, se han estado realizando investigaciones sobre una gran
diversidad de tratamientos antineoplésicos que tengan mayor eficiencia con un bajo

potencial adverso en el paciente.
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Los tratamientos antineoplésicos, a diferencia de la cirugia, actlan de manera
citotoxica sobre las células cancerigenas. Estos procedimientos incluyen quimioterapias,

radioterapias, inmunoterapias y terapia hormonal, entre otras (Alberts y col., 1994).

La forma de actuacion de los farmacos antineoplasicos es muy diversa, desde
aquellos que tienen efecto sobre una o varias fases del ciclo celular hasta los que

intervienen en los mecanismos de control de la proliferacion celular (Prieto y col., 1999).

El objetivo principal de cualquier tratamiento antineoplasico es la erradicacion total
de un cancer, aunque esto resulta dificil puesto que constantemente se seleccionan
subpoblaciones que poseen ventajas evolutivas que le permiten resistir al tratamiento, por
lo que la aplicacién de dichos métodos antitumorales por un tiempo prolongado puede
conducir a la adquisicion por parte de la célula del fenomeno denominado resistencia a
multiples drogas o MRD (“multidrug resistance”) (Albert y col., 1994; Sanchez y Benitez,

2006).

La resistencia a multiples drogas puede darse por dos mecanismos distintos: algunos
tumores no responden a los farmacos de manera innata (resistencia primaria), mientras que
otros son sensibles inicialmente, pero eventualmente pueden adquirir resistencia
(resistencia secundaria) (Arvelo y col., 2000). Esta diferencia en la resistencia a las drogas
se debe principalmente a que, en general, cada farmaco tiene un blanco especifico en las
células tumorales (monoterapia), por lo que su eliminacion es limitada a las células que se
encuentran en contacto con dicho farmaco y permanecen viables aquellas que son

resistentes al tratamiento o que no se ven afectados por el mismo.
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En la actualidad, se estdn direccionando los estudios sobre la quimioterapia en la
busqueda de tratamientos que no sean integrales para cada tumor, sino en el disefio de
cocteles de farmacos (politerapia o multiterapia), para con ello eliminar la mayor
proporcion de células cancerosas mediante la accion sobre maltiples blancos en las células.
Igualmente, para que estas terapias puedan tener una alta efectividad es necesario tomar en
cuenta las variaciones farmacogenéticas (variacion efectiva de un tratamiento sobre un
mismo tipo de cancer en distintas personas) y las variaciones farmacogendémicas (respuesta
del tratamiento segun las alteraciones moleculares del tumor) (Salazar, 2008; Moran y col.,

2008; Frias y col., 2007).

1.5 Farmacos utilizados en la terapia clinica contra el cancer de mama

Como ya se mencion0, el objetivo ultimo de la terapéutica anticancerosa es la
eliminacion completa de toda célula tumoral, mediante métodos quirargicos, radioterapicos
y farmacologicos (Florez y col. 2008). En la actualidad, los tratamientos quimioterapéuticos
dirigidos contra el cancer de mama son muy variantes, entre los que se pueden nombrar los
farmacos citotoxicos que alteran el material genético o los microtubulos de la célula
tumoral, y los farmacos citostaticos que intervienen en las vias de sefializacion intracelular,
inducen la apoptosis y alteran la angiogénesis (Allevato, 2008). Uno de los farmacos con
modo de accion citotoxico de mayor utilizacion en la terapia contra el cancer de mama es el

Taxol (Paclitaxel).
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El Taxol es un metabolito secundario, especificamente un diterpeno, cuya estructura
dio origen a una nueva clasificacion estructural dentro de los dipertenoides, conocida como
taxano, aislandose por primera vez de la corteza del Tejo del Pacifico, Taxus brevifolia
Nutl. Hoy en dia también se ha aislado de otras especies de taxus, obteniéndose por medio
de un proceso de biosintesis natural de fermentacion (Guo y Wang, 2008; Manrique y col.;
2005). Su nombre quimico es 4,10-diacetato 2-benzoato 13-éster de 5[3,20-epoxi-
1,2a,4,7B,10B,130-hexahidroxitax-11-eno-9-ona con (2R,3S)-N-benzoil-3-fenilisoserina, y

su formula estructural se muestra en la figura 4.

Figura 4. Estructura quimica del Taxol (Paclitaxel) (Tomado de
http://www.paclitaxel.org/).

Al igual que todos los taxanos, como el docetaxel, se une principalmente a la
subunidad B de la tubulina de los microtubulos en su porcion N-terminal, lo que promueve
la polimerizacion de la tubulina en microtibulos estables pero poco funcionales, ya que

carecen de la flexibilidad necesaria para cumplir su funcion dindmica, eliminando a las
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celulas en las fases G2 y M del ciclo celular (Villaescusa, 2006; Lau y col., 1999; Miller y
Sledge, 1999). Tiene funcion contraria a los alcaloides como la vincristina y vinblastina, los

cuales evitan la polimerizacion de los microtubulos (Fig. 5).

Alcaloides Indibulin

Sitios de unién a y Vincas
la tubulina @ Microtubulo
Vincas K Indibulin / & w
Bloqueo del . Inhibidores de la tubulina
Paclitaxel _ ensamblaie interfieren con el montaje o

desmontaje de los microtdbulos

Bloqueo del
desmontaje

333% O Paclitaxel

Figura 5. Mecanismo de accion de inhibidores de la tubulina, como el Paclitaxel, Vincas e
Indibulin (Tomado y modificado de http://www.ziopharm.com/clinical_zio301.php).

1.6 Estudios farmacoldgicos aplicados en el descubrimiento de nuevos farmacos

La quimioterapia ha sido uno de los tratamientos con mayor utilizacion en la lucha
contra el cancer, por lo que una gran variedad de investigaciones se han direccionado en la
busqueda de nuevos compuestos que puedan detener la multiplicacion de células tumorales
ademas de ser selectivos, es decir, sin afectar el tejido normal. Las investigaciones de

productos naturales o sintéticos con propiedades antitumorales han tenido un incremento en
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las Gltimas décadas, convirtiéndose en un campo interdisciplinario que comprende areas
como la boténica, bioquimica, farmacologia, toxicologia, medicina, ecologia, biologia

celular, molecular, entre otras (Arvelo y col., 2008).

Antes de cualquier utilizacion de un producto con actividad antitumoral sobre un
paciente, se debe realizar diversos estudios que permitan evaluar tanto sus caracteristicas
fisicoquimicas como sus efectos citotoxicos (farmacologia preclinica o basica) y la
tolerancia dada por el hombre (farmacologia clinica). Estos estudios previos generalmente
se realizan en animales de experimentacion u otros modelos experimentales, como por

ejemplo, cultivos celulares (Malone, 1978).

En cuanto a las investigaciones en condiciones in vitro o farmacologia preclinica o

béasica, el disefio experimental mas importante es el denominado Screening o Tamizaje, el

cual consiste en la deteccion de una determinada accion farmacologica o cualquier
actividad biologica de un compuesto nuevo, considerandose como una técnica cualitativa
(Furones, 2002). Por otro lado, dentro de la farmacologia basica se encuentra otra técnica
que permite valorar el efecto y la potencia de un compuesto, con el objetivo de garantizar la
uniformidad de los efectos que se deben obtener con su administracion, los cuales se

denominan bioensayos, y son por ende métodos cuantitativos.

Otro de los medios que frecuentemente se utilizan para estudiar la actividad

farmacologica de algin compuesto son las curvas dosis-respuesta, las cuales cuantifican o

estiman el efecto de una dosis aplicada a un conjunto de células, proporcionando con ello la
medida de la magnitud de la actividad del compuesto en una dosis determinada (Goodman

y Gilman, 1996).
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2. ANTECEDENTES

Las plantas medicinales han sido utilizadas por el hombre desde la antigiiedad como
medio de prevencion y tratamiento de diversas enfermedades. Se han desarrollado formulas
quimicas y farmacos sintéticos a partir de extractos de estas plantas, colaborando

fundamentalmente en la creacion de nuevos farmacos (Gran y col., 2000).

Para poder evaluar diversas plantas como agentes antitumorales, se han tomado en
consideracion aquellas que tienen efectos positivos sobre patologias como inflamaciones,
enfermedades virales y parasitarias, ya que éstas poseen estadios similares a la enfermedad
del cancer (Popoca y col., 1998). Entre los agentes antitumorales provenientes de la
naturaleza se encuentran algunos derivados de microorganismos como la Doxorubicina y
otros de plantas como es el caso de la Vinblastina, Irinotecan, Topotecan, Vincristina,

Taxanos, Etoposidos, entre otros (Cragg y Newman, 1999).

La actividad citotoxica de farmacos derivados de plantas puede deberse a una gran
diversidad de mecanismos, entre los que se encuentran la induccién de la muerte celular, la
intervencion en la replicacion y reparacion del material genético, la inhibicion de proteasas,
como molécula antiangiogénica o alquilantes, anti-inflamatorio, antibidticos, entre otros

(Hidalgo y Eckhart, 2001).

Uno de los géneros de plantas latinoamericanas mas utilizadas y estudiadas con
propiedades medicinales, especificamente antitumorales, es el Croton, de la familia
Euphorbiaceae, el cual se caracteriza por la presencia de diterpenos (Fig. 6), agentes

anticancerosos (Sandoval y col., 2002; Fuentes y col., 2004). En el 2009 se realizaron
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investigaciones sobre el efecto citotoxico del grupo seco-ent-kaurano, un tipo tetracicliclo
de diterpenos, en lineas tumorales de prostata (PC-3) y de utero (HeLa), el cual presento6
una marcada citotoxicidad en las lineas mencionadas y una menor actividad sobre un
cultivo primario de fibroblastos, por lo que este grupo de derivados naturales son de gran
aporte farmacolégico y toxicologico en la basqueda de analogos naturales para el
tratamiento del cancer (Vivas, 2009). Igualmente, se han realizado varios estudios en la
evaluacion antibacterial y antitumoral sobre lineas de cdncer humano de diversas especies
de Croton, ademas de caracterizar la composicion de los aceites de estas plantas (Suarez y

col., 2008b; Suérez y col., 2009; Compagnone y col., 2010).

=

Figura 6. Estructura de un terpeno.

En cuanto a derivados sintéticos, un gran nimero de investigaciones se han
desarrollado enfocados en las quinolinas (Fig. 7), las cuales han sido utilizadas como
potenciales agentes anticancerigenos (Wallace y col. 2003), particularmente sobre células
de cancer de prostata (Isaacs y col., 2006) y como inhibidores de telomerasas en células
humanas (Caprio y col., 2000). En el 2008 se realizo un analisis sobre el efecto citotoxico
de un grupo de tetrahidroquinolinas sobre cultivo de células de cancer de mama humano

(SKBr3 y MCF-7), mostrando una inhibicién sobre la viabilidad celular y una alta
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selectividad hacia la citotoxicidad sobre las lineas tumorales estudiadas (Mufioz, 2008;

Mufioz y col., 2011).

Figura 7. Estructura de las quinolinas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar el posible efecto citotoxico del Acido de Caracasine y de nuevos derivados
indeno(2,1-c)quinolinas sobre lineas celulares de cancer de mama humana MCF-7 y

SKBr3, y su respuesta en combinaciones con un farmaco antitumoral.

3.2. Objetivos Especificos

v Determinar el efecto citotoxico del Acido de Caracasine y de nuevas
indeno(2,1-c)quinolinas sobre lineas celulares de cancer de mama humana MCF-
7y SKBra.

v Determinar el efecto citotoxico del Acido de Caracasine y de nuevas
indeno(2,1-c)quinolinas en cultivos primarios de fibroblastos humanos (células
no tumorales - control).

v Evaluar el efecto citotoxico del farmaco Paclitaxel utilizado en clinicas en el
tratamiento de pacientes con cancer de mama, en las lineas celulares MCF-7 y
SKBr3y en cultivos primarios de fibroblastos humanos.

v' Evaluar el efecto citotoxico de la combinacion directa de las indeno
(2,1-c)quinolinas, el Acido de Caracasine y el farmaco Paclitaxel en las lineas

celulares MCF-7 y SKBr3 y en cultivos primarios de fibroblastos humanos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lineas celulares

v" MCE-7: (Donada gentilmente por la Dr. Marie France Poupon, Instituto Curie,
Paris, Francia). La linea celular MCF-7 es una linea tumoral de mama humana que presenta
niveles fisioldgicos de la oncoproteina HER2/neu (Siddiga y col., 2008; Vazquez y col.,
2007; Fan y col., 1995; Blagosklonny y col., 1995; Kastan y col., 1992). La linea MCF7
expresan el oncogén WNT7B, ademéas de conservar varias caracteristicas de epitelio
mamario diferenciadas tales como la capacidad para procesar el estradiol a traves de

receptores estrogenicos citoplasmaticos (Huguet y col., 1994).

v SKBr3: (Donada gentilmente por el Dr. Manuel Rieber, Instituto de
Investigaciones Cientificas (IVIC)). La linea celular SKBr3 es una linea tumoral de mama
humana que posee una delecion en uno de los alelos del gen p53 y una mutacién puntual en
el aminoacido 175 del alelo restante, lo que codifica a una proteina p53 no funcional,
ademas de sobreexpresar la oncoproteina HER2/neu (Berkeley, 2007; Blagosklonny y col.,

1995; Kovach y col., 1991).

v Cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos: fueron obtenidos a partir

de un cultivo primario de dermis humana.

Las lineas celulares MCF-7 y SKBr3 y los cultivos primarios de fibroblastos
dérmicos humanos fueron cultivadas en medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM - GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (GIBCO), 1%

de glutamina y 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina [100 U/mL/100 pg/mL]-

22



GIBCO 15240). Tanto las lineas celulares como los cultivos primarios de fibroblastos
dérmicos humanos fueron mantenidos en una estufa a 37°C en una atmosfera himeda de

5% de CO,, con cambio de medio a las células de al menos tres veces a la semana.

4.2 Productos

4.2.1 Derivados sintéticos

El grupo de compuestos quimicos fueron sintetizados a partir de un compuesto
fenilpropano denominado trans-Isoeugenol, el cual es una sustancia natural aislada por lo
general de plantas de Clavos de olor (Eugenia caryophyllata) y Canela (Cinnamomum
verum) (Martinez, 2003). Partiendo de esta estructura se realizaron reacciones de
cicloadicion imino Diels-Alder (reaccion de Povarov) para obtener el compuesto que fue
denominado Cris 142. Posteriormente, al compuesto Cris 142 se le realizaron sustituciones
altamente selectivas en los radicales R; y Ry, suministrando ocho derivados (Fig. 8), siendo
sustancias solidas y estables luego de una purificacion cromatografica y que fueron
denominados indeno(2,1-c)quinolinas (comunicacion personal del Dr. Vladimir V.
Kouznetsov, Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular de la Escuela de Quimica,
Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia) (tabla 1). Los nueve
compuestos sintéticos fueron gentilmente donados por el Dr. Vladimir V. Kouznetsov para

la realizacion de este estudio.

Figura 8. Molécula estructural de los compuestos indeno(2,1-c)quinolinas.

23



Tabla 1. Estructuras y propiedades quimicas de los compuestos indeno(2,1-c)quinolinas.

Grupos funcionales , Peso
Estructura . Férmula
Compuesto uimica sustituidos molecular molecular
a R1 Rz (g/mol)
Cris 142* H H Cy1H14N> 308
Cris 131 Cl H C,1H13CIN, 294
Cris 148 CH3 H C22H16N2 328
Cris 153 OCH; H CaoHisN>O 324
Ar 4 CH,CHjs H Cy3HisN> 322
Ar 68 H CH,CHjs Cy3HisN> 322
Ar 69 H Br C21H138|’N2 373
Ar 70 CHs CH3 C23H18N2 322
Ar7l CONH2 H C22H15N30 337

Cris 142*: compuesto seleccionado como patron.

24




4.2.2 Producto natural

El producto natural se obtuvo a partir de hojas y flores de la planta Croton micans
aislado en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central de Venezuela, y cedidos gentilmente por la Prof. Alirica Suérez para la
realizacion de este trabajo (Suéarez y col., 2008a). Este producto posee como estructura
patrén un seco-ent-kaurano y fue denominado Acido de Caracasine (Fig. 9); tiene un peso

molecular de 316 g/mol y una formula molecular CyH,g0s.

|| CHj __—CH,

HsC ‘ ‘ \\

CH,

Figura 9. Estructura quimica del producto natural Acido de caracasine.

4.2.3 Farmaco antitumoral utilizado en clinicas (Taxol)

Se utilizo el Taxol (Paclitaxel) como control positivo debido a su actividad citotoxica
y que es actualmente utilizado en el tratamiento clinico de una variedad de neoplasias. Es
un agente antimicrotubular que estabiliza los microtdbulos impidiendo la
despolimerizacion, provocando la inhibicion de la reorganizacion dinamica normal de la
red microtubular (Infodoctor, 2008). Tiene un peso molecular de 853,9 g/mol y una férmula

molecular C47H51NO14.
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4.3 Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de los productos utilizados en este trabajo (derivados sintéticos,
natural y comercial) disueltos en DMSO se realiz6 mediante la construccion de las curvas
dosis-respuesta para con ello determinar la concentracion del producto que inhibe la
proliferacion celular del 50% de la poblacion (Alzamora y col., 2007), denominado
concentracion inhibitoria media (Clsg). La determinacién de la citotoxicidad in vitro en las
diferentes lineas celulares y cultivo primario de fibroblastos se realiz6 a las siguientes
concentraciones: 0,001; 0,01; 0,1; 1; 5; 10; 15; 25 y 100 ug/mL, mediante el ensayo de
MTT. Este método se basa en la reduccién metabolica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-y1)-2,5-difeniltetrazol, llevada a cabo por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, con la formacién de un compuesto coloreado azul-violeta denominado
formazan, permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.
Este método ha sido utilizado para medir la supervivencia y proliferacion celular. La
cantidad de células metabdlicamente activas es proporcional a la cantidad de formazan

presente (Mosmann, 1983).

Las células en una densidad de 5.000 por pozo se sembraron en placas de 96 pozos en
un volumen de 50 uL de medio DMEM. Las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO,
durante 24 horas para permitir la adherencia de las células al soporte y cumplido el periodo
de incubacion se prepararon las diluciones de los compuestos y el farmaco o droga
antitumoral en medio de cultivo. Luego de afiadir las diluciones de los productos a las
células en un volumen de 50 pL (para obtener un volumen final por pozo de 100 uL), éstas

se incubaron bajo condiciones de 37°C y 5% de CO, durante 72 horas para permitir la
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accion de los productos. Transcurrido este tiempo, se descart6 el medio con los productos y
seguidamente se afadieron 50 uL de MTT (0,4 mg/mL); se incubaron las placas por 3
horas a 37°C para permitir la formacion de los cristales de formazan; posteriormente se
elimind el sobrenadante y finalmente se agregaron 50 uL de DMSO por pozo con la
finalidad de disolver los cristales de formazan. Por ultimo, se ley6 la densidad dptica de los

pozos a una longitud de onda de 570 nm (DOsyg) en un lector de placas TECAN.

Se establecio el porcentaje de citotoxicidad (%C) para la relacion entre las células
control y las tratadas, con la finalidad de obtener el porcentaje de células afectadas por el

tratamiento, lo cual se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

) ] o DOs, células tratadas
Porcentaje de citotoxicidad (%C) =1 — - * 100
DOsq células control

Cada ensayo se realizo por triplicado, tomando en cuenta el control de viabilidad, el
cual representa un grupo de pozos en la placa con el medio de cultivo mas las células sin el
producto a evaluar, y el blanco, que representa un grupo de pozos sin células pero con
medio de cultivo y el tratamiento respectivo. La concentracion final del disolvente DMSO
luego de la preparacion de las diluciones de los compuestos para los ensayos se encontrd
por debajo al 1%, debido a que por encima de este valor es toxico para los cultivos in vitro

(Rowley y Anderson, 1993; Goldman y col., 1987).

Con los valores de viabilidad obtenidos mediante el ensayo con la técnica del MTT,
se calcul6 la concentracion inhibitoria media (Clsg), con un intervalo de confianza del 95%
mediante una regresion no lineal, usando para ello el software GraphPad Prism 4
(Institutive Software for Science, San Diego, California, EUA).
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Finalmente, se elaboraron las representaciones graficas de las curvas de viabilidad

para los compuestos seleccionados. Dichas representaciones se obtuvieron mediante un
grafico XY, donde se tienen como variables Porcentaje de viabilidad vs. Concentracion de

los compuestos (ug/mL), y fueron elaboradas mediante el uso del software OriginPro 8.

4.4 Indice de selectividad

Una vez obtenidas las Clsy se calcularon los indices de selectividad de los
compuestos sintéticos, definido como la relacion de citotoxicidad entre las células normales

y las células cancerosas:

Cls, fibroblastos dérmicos humanos

indice de selectividad = 7
Clsq linea tumoral

Un valor mayor a 1 indica que la citotoxicidad para las células tumorales supera a la
citotoxicidad en las células normales, por lo que el producto evaluado es considerable como

posible quimioterapia (Callacondo y col., 2008).

4.5 Curvas de crecimiento

Una vez obtenidos los valores de Clso para cada derivados sintéticos, se procedié a
seleccionar aquellos compuestos con los mayores valores de citotoxicidad sobre las lineas
tumorales evaluadas, y conjuntamente con el compuesto natural (Acido de caracasine) y el
control (Taxol) se realizaron las curvas de crecimiento para cada uno de la siguiente
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manera: se sembraron 5x10* células en placas de 60 mm y se incubaron con los compuestos
a una concentracién equivalente a la obtenida para la Clsy para cada compuesto durante los
periodos de incubacion seleccionados: 24, 48, 72, 96 y 120 horas respectivamente. Una vez
cumplido cada periodo de tiempo, se desprendieron las células con una solucion de
Tripsina-EDTA y se realizd un ensayo de viabilidad. Dicho ensayo conté con un control
celular para cada linea evaluada, el cual no tuvo la presencia de algin compuesto
citotoxico. La viabilidad celular se determin6 empleando el método de exclusion del

colorante Azul de Tripano y realizando el contaje celular en la cAmara de Neubauer.

Las curvas de crecimiento se representaron mediante un gréafico XY, donde se tienen
como variables la Viabilidad celular (células viables/mL) vs. Tiempo de incubacion

(horas), y fueron elaboradas mediante el uso del software OriginPro 8.

4.6 Combinacion de productos

Con los valores de Clso determinados para cada uno de los compuestos quimicos a
evaluar en cada una de las lineas celulares utilizadas, se tomaron los mismos compuestos
seleccionados para la elaboracién de las curvas de crecimiento y se procedio a realizar las

combinaciones de compuestos (derivados sintéticos y natural) y el farmaco antitumoral.

El protocolo a seguir fue el propuesto por Chou y colaboradores (1984) y Chou

(1991), el cual es definido como Método de indice de Combinacién (M.I.C.). Este método

tiene como base ecuaciones matematicas cuyos origenes se derivan de las usadas en los

modelos de cinética enzimatica. EI esquema propuesto para este experimento se presenta en
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la figura 10, y el mismo se realizo utilizando diluciones seriadas de una mezcla en
proporcion 1:1 0 1:1:1 segln sea el caso (producto (derivado sintético o natural) + fA&rmaco-
droga antitumoral; producto (derivado sintético) + producto (natural)). Debido a esta
equivalencia en las proporciones de las mezclas, los efectos citotdxicos de cada compuesto

seran iguales.

Producto 1
0,50 x CIsp | 1,00 x CIzp | 2,00 x CIzp | 4.00 x CIz

0,25 x Clz

0.25 x Cls
0,50 x Cls
1,00 x CIx
2,00 x Cls
4,00 x Cls

Produacto 2

Figura 10. Esquema de la obtencion de las concentraciones a utilizar para la evaluacion de
las combinaciones de los productos (derivados sintéticos, natural y droga comercial) basado
en el disefio experimental propuesto por Chou en 1991.

Utilizando esta metodologia para las combinaciones propuestas por Chou y
colaboradores (1984), se realizaron combinaciones entre dos productos (derivado sintético
vs. producto natural; derivado sintético vs. farmaco-droga antitumoral; producto natural vs.
farmaco-droga antitumoral), y combinaciones entre los tres productos (derivado sintético
vs. producto natural vs. farmaco-droga antitumoral). Para la triple combinacion, las
concentraciones a utilizar seguiran el mismo protocolo para la combinacién entre dos
productos mostrado en la figura 10. Las concentraciones utilizadas para cada compuesto en
la combinacion se encuentran relacionadas con factores asociados al Clsg; en caso de que el

valor de concentracion inhibitoria media fuera mayor que 100 pg/mL, se establece como
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Clso una concentraciéon de 100 pg/mL. Los ensayos de combinacién se realizaron con la

misma metodologia aplicada para los ensayos de citotoxicidad.

Los andlisis correspondientes a estos ensayos se elaboraron utilizando el software
estadistico CalcuSyn (Chou y Martin, 2005) utilizando los datos de absorbancia obtenidos
mediante el ensayo del MTT, con el cual se efectuaron los céalculos de los indices de
Combinacion (IC) para establecer el grado de sinergismo, antagonismo o aditividad de las
combinaciones. Si se obtienen valores de IC<1, =1 y >1, nos indican la presencia de
sinergismo, aditividad y antagonismo, respectivamente. Por otra parte, se pudo establecer
en qué grado ocurren estas interacciones, para lo cual se utilizaron los rangos de IC

propuestos por Chou y Martin (2005) (Tabla 2).

Tabla 2. Rangos de IC referidos para la seleccion de los patrones de combinacién de
farmacos (Tomado y modificado de Chou y Martin, 2005).

Rango de Indice de Combinacion Descripcion

<0,1 Sinergismo muy fuerte
0,1-0,3 Sinergismo fuerte
0,3-0,7 Sinergismo
0,7-0,9 Sinergismo débil a moderado
09-11 Cercano a la aditividad
1,1-1,45 Antagonismo débil a moderado
1,45-3,3 Antagonismo

>3,3 Antagonismo fuerte a muy fuerte
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluacion citotoxica de los derivados indeno(2,1-c)quinolinas sobre las

lineas tumorales y células control

En general, los farmacos pueden definirse como cualquier sustancia capaz de generar
una modificacion en la actividad celular, ya sea incrementandolas o disminuyéndolas
(Flores y col., 2008; Morén y Rodriguez, 2002; Velazco y col. 1993). Estas modificaciones
se pueden realizar mediante la asociacion a moléculas generalmente encontradas en
membranas celulares, en donde estas relaciones vienen dadas de acuerdo a la sensibilidad
que posea el compuesto con la molécula blanco en particular y el grado de actividad
intrinseca que posea. En este trabajo se evaluaron los efectos citotdxicos de las moléculas
indeno(2,1-c)quinolinas con diversas modificaciones quimicas en su estructura sobre las
lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y SKBr3 y células no tumorales utilizadas como
control (cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos). En la tabla 3 se puede
observar los valores de concentracion inhibitoria obtenida in vitro del grupo de compuestos
sintéticos (indeno(2,1-c)quinolinas), ademas del compuesto natural (Acido de caracasine),
comparandose los valores con la droga antitumoral comercial (Taxol) tomada como control

positivo, obtenidos a las 72 horas de accién de los compuestos.
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Tabla 3. Valores de concentracion inhibitoria del 50% de la poblacion (Clsp) a las 72 horas de tratamiento de los productos evaluados
para cada una de las lineas tumorales de cancer de mamay las células control.

. Células . Células
Compuesto Estructura Lineas tumorales control Compuesto Estructura Lineas tumorales control
quimica - quimica -
SKBr3 MCF-7 Fibroblastos SKBr3 MCF-7 Fibroblastos
Cris 142* 16,41+£1,07 | 3,53+1,09 > 100 Ar 69 > 100 > 100 > 100
Cris 131 21,48+1,12 | 48,64+£1,06 | 53,09+1,08 Ar 70 > 100 > 100 > 100
Cris 148 43,95+ 1,08 > 100 > 100 Ar71 > 100 > 100 > 100
Cris 153 > 100 > 100 > 100 Acido de 1858+1,06 | 528+104 | 27,93+105
caracasine
HT] ?‘"‘»‘j\l/o‘n‘
Ar 4 18,49+1,09 | 14,26+1,01 > 100 Taxol Pt f&g“ﬁ? 0,01+1,35 0,03+1,25 0,65+1,03
[V,/J/ ds ﬁ;\] . °
* Cris 142: compuesto patron.
** Los valores de Clg, estan expresados en pg/mL. Para valores de Clsy en
Ar 68 > 100 > 100 > 100 unidades uM, ver Anexo 1.

*** | os valores > 100 indican que el valor de Cls, se encuentra por encima del

rango de concentraciones evaluados.




Los resultados presentados en la tabla 3 muestran que no todos los compuestos
sintéticos tienen actividad citotoxica en las lineas evaluadas. De todos los compuestos
sintéticos evaluados, el compuesto patrén Cris 142 presentd la mayor actividad citotoxica
sobre las dos lineas celulares, mostrando valores de Clso de 16,41 + 1,07 y 3,53 + 1,09
Hg/mL, donde ademéas se puede evidenciar que la linea celular MCF-7 presentdé mayor
sensibilidad a este compuesto en comparacion a la linea celular SKBr3. Con respecto a las
células control, el Cris 142 no presento actividad citotoxica en el rango de concentraciones
evaluadas en la metodologia, lo que expone algun tipo de especificidad por parte del
compuesto con respecto a las lineas tumorales evaluadas. Un comportamiento similar puede
observarse para el compuesto Ar 4, cuyos valores de Clsy se encuentran en 18,49 + 1,09
Hg/mL para la linea SKBr3 y 14,26 + 1,01 pg/mL para la linea MCF-7, mientras que no

presento actividad citotdxica en las células control.

Por otra parte, el compuesto Cris 131 presentd valores de Clsy de 21,48 + 1,12 y
48,64 + 1,06 pug/mL para los dos tipos celulares tumorales estudiados (SKBr3 y MCF-7,
respectivamente), mostrando una menor citotoxicidad que la presentada por el compuesto
patron (Cris 142); adicionalmente, fue el Unico derivado sintético que presento actividad
citotoxica para las células control. En cuanto al compuesto que present6 la menor actividad
citotoxica entre los derivados sintéticos del grupo indeno(2,1-c)quinolinas que tuvieron
actividad fue el Cris 148, cuyo valor de Clso para la linea tumoral SKBr3 se encontr6 en
43,95 + 1,08 pg/mL, sin presentar citotoxicidad tanto para la linea tumoral MCF-7 como

para las células control.

Al comparar los resultados obtenidos para los compuestos que tuvieron actividad en

las lineas celulares de cancer de mama (Cris 131, Cris 148 y Ar 4) con respecto a la
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actividad mostrada por el compuesto patron Cris 142, se pudo observar una diferencia en
los valores de concentracién inhibitoria media con cada compuesto, lo que se puede deber
en gran medida a las modificaciones quimicas realizadas en los grupos funcionales de los
radicales Ry y R, de la molécula patrén (ver fig. 8). En base a estos resultados se puede
deducir que la linea celular SKBr3 es mas sensible a la accion de los derivados sintéticos
Cris 148 y Cris 131, mientras que la linea celular MCF-7 es més sensible a Cris 142y Ar 4.
Por ultimo, los compuestos sintéticos Cris 153, Ar 68, Ar 69, Ar 70 y Ar 71 no mostraron
citotoxicidad en ninguna de las lineas tumorales de mama ni en las células control,
encontrandose que s6lo cuatro de los nueve derivados sintéticos estudiados presentan

actividad citotoxica sobre las lineas de cancer de mama evaluadas.

Se pueden comparar los resultados obtenidos para los derivados sintéticos analizados
en este trabajo como derivados quinolinicos con lo reportado por Rasoul-Amini y
colaboradores en el 2006, los cuales estudiaron la actividad antineoplasica de derivados de
quinolinas en células T47D de cancer de mama humana, obteniendo valores de Cls, de 100
mM. Posteriormente, Shi y colaboradores en el 2008 evaluaron la actividad antitumoral de
quinolinas sustituidas en células T47D, obteniendo valores de Clsy en un rango de 15,6 + 3
a 3732 + 697 nM, que son relacionados con los valores de Clsy obtenidos en este trabajo
con los derivados sintéticos indeno(2,1-c)quinolinas, los cuales son en un rango de 11,46 a
165,44 uM. Todos estos trabajos evidencian la heterogeneidad en las respuestas celulares
obtenidas con la utilizacion de compuestos derivados de quinolinas, ademas de su amplia

gama de accion sobre diversas lineas celulares asociadas a tumores mamarios.

Un compuesto que puede ser comparado con las moléculas indeno(2,1-c)quinolinas

utilizadas en este trabajo debido a la semejanza en sus estructuras es TAS-103 (6-[[2-
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(dimethylamino)ethyl]amino]-3-hydroxy-7H-indeno[2,1-c]quinolin-7-oneihydrochloride),

el cual presentd un valor de Clsy para la linea tumoral MCF-7 de 0,052 uM (Aoyagi y col.,
1999), ademés de demostrarse que posee actividad inhibitoria sobre las enzimas
Topoisomerasas | y Il (Utsugi y col., 1997; Minderman y col., 2000), induciendo apoptosis
(Ohyama y col., 1999). Esto sugiere diversos mecanismos de accion para los compuestos
derivados de indeno(2,1-c)quinolinas, los cuales pueden presentar una actividad intrinseca
en la reparacion del ADN o promoviendo la apoptosis celular segin otras moléculas con

estructura quimica similar que poseen estos blancos de accion.

Con respecto a la actividad citotdxica presentada sobre las células control, s6lo una
de las 9 moléculas sintéticas present6 actividad (Cris 131), con un valor de Clsy de 53,09 +
1,09 pg/mL, lo que representa una menor sensibilidad de 1 y 2,5 veces con respecto a las
lineas tumorales MCF-7 y SKBr3 respectivamente. Los otros derivados sintéticos no

presentaron actividad citotoxica para las lineas tumorales evaluadas.

5.2 Evaluacion citotoxica del Acido de caracasine sobre las lineas tumorales y

células control

En cuanto al Acido de caracasine, este producto natural presenté actividad citotoxica
en las lineas tumorales evaluadas (MCF-7 y SKBr3), mostrando valores de Clsy de 18,58 +
1,06 y 5,28 + 1,04 ug/mL respectivamente. Estos valores son equivalentes con lo reportado
por Tellez y colaboradores (2006) donde evaluaron diversos diterpenos derivados del
kaureno a partir de la planta Espeletia killipii (Familia Asteraceae), el cual present6 un
valor de Clsp de 2 pg/mL para la linea celular MCF-7. Por otra parte, Suarez y

colaboradores (2009) obtuvieron un valor de Clsy de 6,00 + 1,00 pg/mL para la linea
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celular MCF-7 con el Acido de caracasine extraido de la misma planta, Croton micans, por
lo que los resultados obtenidos en este trabajo son corroborados por estos autores. Para las
células control (cultivo de fibroblastos), el Acido de caracasine presenté un valor de Cls de
27,93 + 1,05 pg/mL, lo que equivale a un valor de 2 y 3 veces menor a lo obtenido para las

lineas SKBr3 y MCF-7.

Comparando la citotoxicidad obtenida para las células control, por el Acido de
caracasine con el derivado sintético Cris 131 como Unico compuesto del grupo sintético
indeno(2,1-c)quinolinas que tuvo actividad citotoxica para este cultivo, se puede observar
que el compuesto natural tuvo una mayor actividad sobre el cultivo primario de fibroblastos
que la presentada por el derivado sintético, con lo que se puede deducir que estas células

son 2 veces mas sensibles a la accion del Acido de caracasine que del compuesto Cris 131.

5.3 Evaluacidn citotdxica del Taxol sobre las lineas tumorales y células control

Al comparar los resultados obtenidos por los derivados sintéticos y el producto
natural con la droga antitumoral Taxol, se puede observar que ninguno de estos 10
compuestos evaluados presentd una actividad citotoxica tan marcada con referencia al
Taxol, el cual obtuvo valores de Clsy de 0,01 + 1,35; 0,03 + 1,25 y 0,65 + 1,03 pg/mL para
las lineas tumorales SKBr3 y MCF-7 y las células control, respectivamente. Estudios
realizados por Liebmann y colaboradores (1993), reportaron valores de Clso de 2,5 nM para
la linea celular MCF-7, que al ser comparados con los resultados obtenidos en este trabajo,
los derivados de indeno(2,1-c)quinolinas presentan menor actividad citotdxica (ver Anexo
1), de lo que se puede deducir que la linea tumoral MCF-7 utilizada en este trabajo es

menos sensible a este farmaco, posiblemente debido al pasaje en que se utilizaron las lineas
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tumorales en cada caso de estudio y su consecuente estado en el ciclo celular. De igual
forma, Nagourney en 2001 realizé estudios in vitro utilizando Taxol sobre biopsias de un
tumor s6lido de mama, obteniendo valores de Clsy de 9,85 uM. La diferencia entre los
valores de citotoxicidad obtenidas por Nagourney y los de este trabajo se fundamenta en
que los cultivos primarios de tumores no sélo presentan células tumorales, sino una
heterogeneidad celular (fibroblastos, queratinocitos, entre otros), por lo que los valores de
citotoxicidad que se puedan obtener en un cultivo primario podrian ser mayores debido a
los distintos grados de sensibilidad que presentan las diferentes células del cultivo al

producto utilizado.

Con los valores de Clsy obtenidos en este trabajo, se puede concluir que la linea
celular SKBr3 utilizada es mas quimio-sensible al compuesto Taxol que la linea MCF-7, en
contraposicion con lo reportado por Ciardiello y colaboradores (2000), Merlin y
colaboradores (2002) y Campiglio y colaboradores (2003), los cuales exponen que la
sobreexpresion de la oncoproteina HER2/neu se encuentra asociada con la quimio-
resistencia de compuestos taxanos contra el cancer segun estudios in vitro realizados. Sin
embargo, Ajabnoor y colaboradores en el 2012 demostraron un aumento en la resistencia al
compuesto Paclitaxel (Taxol) en pasajes secuenciales de un cultivo de células MCF-7, lo
que fue explicado por la pérdida en la expresion de la proteina caspasa-7, la cual se
encuentra asociada a procesos apoptoticos (Elinos-Béez y col., 2003), aunque el intervalo

de Clso es muy pequerio entre las dos lineas tumorales estudiadas.
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5.4 Selectividad de los derivados sintéticos indeno(2,1-c)quinolinas y el Acido de

caracasine en las células tumorales y control

Un aspecto importante a considerar cuando se evalua el efecto citotdxico de
compuestos antitumorales es su selectividad en las células estudiadas. Esta selectividad es
presentada como la relacion de citotoxicidad entre las células normales y células cancerosas

(Callacondo y col., 2008).

En la tabla 4 se presentan los valores de selectividad obtenidos en este trabajo, en los
que se pueden observar que la linea celular SKBr3 fue la que presentd el mayor nimero de
moléculas derivadas de quinolinas con actividad selectiva sobre ella comparado con la
selectividad presentada en la linea celular MCF-7. Entre todos estos compuestos sintéticos,
el Cris 142 fue el que presentd los valores mas altos de selectividad para ambas lineas
evaluadas, con actividad 6 y 28 veces mas citotoxica sobre las células tumorales de las
lineas SKBr3 y MCF-7, respectivamente, con respecto a las células control. Por otra parte,
el compuesto Ar 4 mostro una alta selectividad aunque no tan marcada como la presentada

por el Cris 142, con valores de 5,4 y 7 para las lineas SKBr3 y MCF-7, respectivamente.

Los indices de selectividad observados para el Acido de caracasine son relativamente
bajos, encontrandose valores de 1,5 y 2,7 para las lineas celulares SKBr3 y MCF-7
respectivamente. Badisa y colaboradores (2009) evaluaron la actividad selectiva de dos ent-
kauranos diterpenoides obtenidos de Licania michauxii, obteniendo valores de selectividad
de 1,3 y 1,8 sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7, aunque los valores de

selectividad obtenidos en este trabajo son mayores.
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Por otra parte, al evaluar los indices de selectividad de la droga antitumoral Taxol, se
puede observar que presenta los mayores valores de selectividad de todas las moléculas
estudiadas en este trabajo, con actividad hasta 22 y 65 veces mas citotoxica sobre las
células tumorales de las lineas SKBr3 y MCF-7, respectivamente, frente a las células
normales. Esto muestra la alta selectividad que presenta este compuesto para las lineas
tumorales evaluadas, posiblemente debido a que, como su blanco de accion son las
tubulinas, las células tumorales poseen una alta tasa replicativa, con lo que presentan mayor
dinamismo en sus microttbulos a diferencia de las células control, por lo que son mas
sensibles a la accién de esta droga antitumoral.

Tabla 4. Valores de indices de selectividad de cada producto evaluado en las lineas
celulares de cancer de mama SKBr3 y MCF-7.

SKBr3 MCF-7

Cris 148 2,28 1,00
Cris 131 2,47 1,09
Cris 142 6,09 28,33
Cris 153 1,00 1,00
Ar4 5,41 7,01
Ar 68 1,00 1,00
Ar 69 1,00 1,00
Ar 70 1,00 1,00
Ar71 1,00 1,00
Acido de caracasine 1,50 2,67
Taxol 65,00 21,67

Entre los compuestos antitumorales evaluados del grupo indeno(2,1-c)quinolinas, el
Cris 142 es un compuesto clave como posible farmaco contra el cancer de mama que tenga

caracteristicas compartidas con la linea tumoral MCF-7, debido a que segun los valores de
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citotoxicidad obtenidos entre esta linea y las células control y su consecuente indice de
selectividad, se observa que el rango toxico de accidn entre estos dos cultivos es mayor que
la presentada por el farmaco comercial Taxol, por lo que seria una alternativa en el
tratamiento antineoplasico de mama. Esta observacion no es comparable con la linea
tumoral SKBr3, donde fue obtenido un valor de selectividad mayor para el farmaco

comercial Taxol.
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5.5 Relacion estructura-actividad y caracteristicas farmacologicas de las

indeno(2,1-c)quinolinas y el Acido de caracasine

Como se ha descrito anteriormente, la estructura molecular de los compuestos con
caracteristicas citotoxicas tienen una relacion intrinseca con su actividad celular,
dependiendo de su capacidad para interactuar con los componentes de la membrana celular
o de organelos o por la estrecha relacion con su receptor especifico. Con todo esto se puede
deducir que cualquier modificacion en la estructura quimica del compuesto puede afectar

los efectos farmacoldgicos que éste presente.

En cuanto al grupo de compuestos indeno(2,1-c)quinolinas, se ha demostrado que la
naturaleza del sustituyente y su posicion en el anillo de las quinolinas afecta marcadamente
la actividad antitumoral de dicho compuesto (Lukevics y col. 2007). De acuerdo a estas
modificaciones realizadas en el anillo de las quinolinas, se ha establecido 3 grupos

estructurales:

v Grupo A: esta conformado por las moléculas Cris 131, Cris 148, Cris 153, Ar
4y Ar 71, los cuales se caracterizan porque la sustitucion la presenta en la
posicion R; de la molécula patron (Cris 142) del grupo indeno(2,1-
c)quinolinas, manteniendo en la posicion R, un atomo de hidrogeno (ver tabla

1).

v' Grupo B: estd conformado por las moléculas Ar 68 y Ar 69 que se

caracterizan porque la sustitucion la presenta en la posicion R, de la molécula
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patron (Cris 142) del grupo indeno(2,1-c)quinolinas, manteniendo en la

posicion Ry un a&tomo de hidrogeno (ver tabla 1).

v" Grupo C: esta conformado Unicamente por la molécula Ar 70, el cual se
caracteriza porque las sustituciones las presenta tanto en la posicién R; como

R, de la molécula patron del grupo indeno(2,1-c)quinolinas (ver tabla 1).

El compuesto Cris 142 (compuesto patrén de los derivados sintéticos) no posee
sustituciones tanto en la posicién Ry ni en R,, por lo que a continuacién se muestra una
comparacién estructural y funcional de los derivados sintéticos pertenecientes al grupo

indeno(2,1-c)quinolinas con respecto a este compuesto patron.

Como fue descrito anteriormente, el primer grupo de compuestos (grupo A) presenta
sustituciones quimicas en la posicion R; de la estructura patron (ver Fig. 8), donde el
compuesto Cris 131 presenta un atomo de Cloro, lo que le confiere una menor citotoxicidad
tanto en las lineas tumorales como en las células control comparado con el compuesto
patron (Fig. 11, 12 y 13), lo que representa una disminucién de actividad de 1,3 y 14 veces
para las lineas tumorales SKBr3 y MCF-7, respectivamente, en comparacion con la
molécula patrén Cris 142. Ademas, este compuesto (Cris 131) presento actividad citotoxica
para las células control donde el compuesto Cris 142 no presento actividad. Asi mismo, esta
disminucion en la citotoxicidad no tuvo repercusiones negativas sobre la efectividad
maxima, ya que este compuesto presentd un incremento de un 4% en comparacion con la
efectividad maxima obtenida para el compuesto patrén (ver Porcentajes de citotoxicidad en
el Anexo 2). Por otra parte, este mismo comportamiento, aunque mas marcado, se muestra

cuando en la posicion R; de la molécula inicial se sustituye el atomo de hidrégeno por un

43



grupo metilo (molécula Cris 148) o un grupo etilo (molécula Ar 4), observandose una
disminucion en la actividad citotoxica de 1,2 a 3 veces con respecto a la molécula patron,
respectivamente (Fig. 11, 12 y 13), con ello reduciendo su efectividad maxima en 12,8 y
2,5% en comparacion con la efectividad méxima obtenida para el compuesto patrén (ver
anexo 2). Sin embargo, las sustituciones realizadas en la posicion R; de la molécula patrén
con un grupo metoxi para la molécula Cris 153 y un grupo amido para la molécula Ar 71,
no se observd efecto positivo sobre la actividad citotoxica de estos compuestos con
respecto a la molécula patron, por lo que no se tomaron en consideracion en los ensayos

posteriores.

Con respecto al grupo B, el cual se encuentra conformado por las moléculas Ar 68 y
Ar 69, y que presentan una sustitucion del atomo de hidrégeno de la posicion R, de la
molécula patron Cris 142 por un grupo etilo y un atomo de bromo, respectivamente, no
mostraron actividad citotoxica sobre las lineas tumorales y células control. Asimismo, el
grupo C se encuentra conformado por la molécula Ar 70, la cual presenta una doble
sustitucion, tanto en la posicion R; como en R, de la molécula patron. En ambos casos, el
atomo de hidrogeno en las posiciones R; y R, de la molécula patron (Cris 142) fue
sustituido por un grupo metilo. Este compuesto no presentd actividad citotdxica sobre las
lineas tumorales y células control evaluadas, por lo que, tanto el compuesto Ar 70, como el

Ar 68 y Ar 69 no se tomaron en cuenta en los ensayos posteriores.

Finalmente, se puede inferir que las diferencias encontradas con respecto a los valores
de Clsg para los derivados sintéticos del grupo indeno(2,1-c)quinolinas evaluados sobre las
lineas tumorales de cancer de mama SKBr3 y MCF-7, se pueden deber a las diversas

modificaciones realizadas tanto en la posicion R; como R, de la molécula patron. Ademas,
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es de resaltar que todas las sustituciones realizadas en la molécula patrén de las indeno(2,1-
c)quinolinas estudiadas en este trabajo, disminuyeron la actividad citotdxica presentada

sobre las lineas tumorales de mama MCF-7 y SKBr3.
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Figura 11. Curvas de viabilidad de la linea celular SKBr3 frente a los compuestos seleccionados pertenecientes al grupo indeno
(2,1-c)quinolinas, el Acido de caracasine y la droga antitumoral (Taxol), a las 72 horas de tratamiento.
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Figura 12. Curvas de viabilidad de la linea celular MCF-7 frente a los compuestos seleccionados pertenecientes al grupo indeno
(2,1-c)quinolinas, el Acido de caracasine y la droga antitumoral (Taxol) a las 72 horas de tratamiento.
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Figura 13. Curvas de viabilidad del cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos frente a los compuestos seleccionados
pertenecientes al grupo indeno(2,1-c)quinolinas, el Acido de caracasine y la droga antitumoral (Taxol) a las 72 horas de tratamiento.



5.6 Efecto citotoxico sobre la tasa de crecimiento por las indeno

(2,1-c)quinolinas y el Acido de caracasine

Para la evaluacion del efecto citotoxico sobre la tasa de crecimiento celular tanto de
las lineas tumorales de mama como de las células control, se seleccionaron solo los
compuestos del grupo indeno(2,1-c)quinolinas con mayor actividad citotoxica, los cuales
fueron Cris 148 y Ar 4, ademas del compuesto patrén Cris 142, el producto natural Acido

de caracasine y la droga Taxol.

Como se puede observar en la figura 14, existen diferencias en el efecto de los
compuestos sobre la proliferacion celular en los diversos cultivos evaluados. En cuanto a
las tendencias que presentan las curvas control de proliferacion celular para cada cultivo
estudiado, se observa un mayor namero de células viables para la linea tumoral SKBr3 que
para el cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos y la linea de cancer de mama
MCEF-7. Esto puede ser explicado ya que, segun lo reportado por Mannello y Papa (2003),
Campiglio y colaboradores (2003) y Korkaya y colaboradores (2008), la sobreexpresion de
la oncoproteina HER2/neu se encuentra relacionada con una mayor tasa de proliferacion de
3 a 5 veces en aquellos tumores que lo presenten, como es el caso de la linea celular

SKBr3.

Enfocando mas especificamente cada curva de crecimiento con la utilizacion de los
compuestos, en la linea celular SKBr3 se observan diferencias en las respuestas en la
viabilidad celular con los tratamientos de los diversos compuestos en comparacion con la

curva control. La tasa de crecimiento del cultivo control es mayor a los cultivos con
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tratamiento, observandose que la viabilidad de estos Ultimos a partir de las 72 horas de

incubacidn se mantiene relativamente constante para esta linea celular.

En cuanto a la curva de crecimiento para la linea celular MCF-7 se observa el mismo
comportamiento que el presentado con la linea celular SKBr3, aunque para el compuesto
Cris 148 el aumento en la viabilidad es equivalente al cultivo control, lo que puede ser
evidenciado con los valores de Clsy presentados en la tabla 3, donde este compuesto no
presentd actividad citotoxica en el rango de concentraciones utilizados (0,001 - 100
pg/mL). Con la utilizacion del compuesto Ar 4, en esta linea celular no se presento efecto
en su proliferacion celular durante las primeras 48; sin embargo, a partir de las 72 horas se
observa un descenso en la viabilidad celular, lo que podria traducirse en que este
compuesto presenta una actividad citotoxica a largo plazo sobre esta linea tumoral. Con los
compuestos Cris 142, Acido de Caracasine y Taxol, se observa que la viabilidad celular de
la linea MCF-7 se mantiene constante a lo largo del tiempo, con lo que se puede inferir que
estos compuestos podrian inhibir la proliferacion celular sin afectar el metabolismo

asociado al mantenimiento celular.

Por ultimo, para la curva de crecimiento del cultivo primario de fibroblastos dérmicos
humanos, las tendencias que presentan los compuestos Cris 148, Cris 142 y Ar 4 es
equivalente a la curva que presento el cultivo control, con lo que se puede deducir que estos
compuestos utilizados no presentan actividad citotoxica sobre este cultivo celular, efecto
que se observa con los valores de Clso obtenidos; s6lo el Acido de caracasine y el Taxol
fueron los que presentaron una disminucién en la viabilidad, lo que es comparable con los

valores de Cls presentados en la tabla 3.
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Como se observa en las curvas de crecimiento (Fig. 14), existen diferencias en la
sensibilidad de las lineas estudiadas cuando se utilizan los diversos compuestos sintéticos,
siendo la linea celular SKBr3 la méas sensible. En las tres curvas de crecimiento presentadas
en la figura 14 se puede observar que la droga que tuvo una mayor inhibicién en la
viabilidad celular fue el Taxol. Esto es explicado debido a la alta citotoxicidad presentada
por este compuesto sobre los cultivos celulares estudiados, lo que es comparado con los
valores de Clsyp mostrados en la tabla 3 (0,01; 0,03 y 0,65 pg/mL para las lineas SKBr3,

MCF-7 y las células control, respectivamente).
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Figura 14. Efecto de los compuestos Cris 148, Cris 142 y Ar 4 del grupo sintético
indeno(2,1-c)quinolinas, el Acido de caracasine y la droga antitumoral (Taxol) en la
proliferacion celular de las tres lineas celulares evaluadas: A) SKBr3; B) MCF-7;
C) Cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos, en un intervalo de 0 - 120 horas
utilizando como concentracion de las drogas su respectivo Clsg. El ensayo se realizd con un
control celular para cada linea evaluada, el cual no tuvo la presencia de algin compuesto
citotoxico.
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5.7 Efecto citotoxico de las combinaciones entre tres compuestos del grupo
indeno(2,1-c)quinolinas, el Acido de caracasine y el farmaco antitumoral sobre las

lineas tumorales y células control

Luego de describir los efectos citotoxicos, asi como algunas de las propiedades
farmacoldgicas del grupo de derivados sintéticos indeno(2,1-c)quinolinas, se continud con
la evaluacion de la respuesta de las diferentes lineas tumorales de mama estudiadas frente a
combinaciones con el compuesto natural Acido de caracasine y la droga antitumoral Taxol
(control positivo) Taxol. Para esta metodologia, fueron seleccionados los compuestos Cris
142 (compuesto patron), Cris 148 y Ar 4, ya que fueron los derivados sintéticos que
presentaron actividad citotoxica frente a las lineas neoplasicas de mama, sin afectar de
manera considerable el cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos (células

control).

5.7.1 Combinaciones sobre la linea tumoral de mama SKBr3

Los indices de combinacion para la linea tumoral SKBr3 son mostrados en la tabla 5,
tanto para las dobles como para las triples combinaciones, observandose que la mayoria de
las dobles combinaciones realizadas (derivado sintético vs. producto natural; derivado
sintético vs. droga antitumoral; producto natural vs. droga antitumoral), segun lo descrito
por Chou y Martin (2005), generan de un antagonismo débil a moderado a antagonismo
fuerte a muy fuerte, dado que los indices de combinacidn obtenidos son mayores a 1. El
antagonismo puede ser definido como la interaccién de compuestos quimicos que conlleva
a la disminucién en la actividad intrinseca o capacidad de cada compuesto, una vez unido a

su receptor, de activarlo y producir un efecto bioldgico, produciendo con ello un descenso
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en los efectos de uno, varios o todos los compuestos involucrados en la interaccion (Bafios
y March, 2002; Raffa y Rawls, 2008). Sélo la combinacion "Cris 148 + Taxol" gener6 un
sinergismo muy fuerte segln la clasificacion de Chou y Martin (2005), dado que el indices
de combinacién obtenido es menor a 0,1. El sinergismo puede ser definido como toda
interaccion que da lugar a un aumento del efecto de uno o més compuestos quimicos
(Bafios y March, 2002). Con esto se puede tomar en consideracion como un resultado muy
prometedor para posibles avances en las poliquimioterapias de tumores mamarios
comparativos con la linea celular SKBr3, es decir, que presenten una sobreexpresion de la
oncoproteina HER2/neu como caracteristica propia de esta linea celular, dado a que se
pueden disminuir las dosis de los compuestos involucrados sin afectar con ello la
efectividad citotoxica de los mismos.

Tabla 5. indice§ de combinacion entre los compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-
c)quinolinas, el Acido de Caracasine y el Taxol obtenidos para la linea celular SKBr3.

Compuestos sintéticos del grupo
indeno(2,1-c) quinolinas
Cris 142 | Cris 148 Ar 4 Acido de caracasine

Acido de caracasine 1,7 1,3 1,8 -
Taxol 2,2 0,00002 100 2000

Acido de caracasine 27 75 3000 .
+ Taxol

Compuesto natural

Tomando en cuenta los indices de combinacion reportados en la tabla 5, es evidente
que las triples combinaciones realizadas (compuesto sintético + compuesto natural +
farmaco antitumoral) no proporcionaron una mejor actividad que la presentada en las

dobles combinaciones correspondientes, por lo que la presencia de un tercer compuesto
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antitumoral en una combinacion de drogas sobre la linea celular SKBr3 no ejerce un efecto

positivo sobre la citotoxicidad combinada.

5.7.2 Combinaciones sobre la linea tumoral de mama MCF-7

En cuanto a la linea tumoral MCF-7, los indices de combinacién, tanto para las

dobles como para las triples combinaciones, son mostrados en la tabla 6.

Tabla 6. I’ndiceg de combinacion entre los compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-
c)quinolinas, el Acido de Caracasine y el Taxol obtenidos para la linea celular MCF-7.

Compuestos sintéticos del grupo
indeno(2,1-c) quinolinas
Cris 142 | Cris 148 Ar 4 Acido de caracasine
Acido de caracasine 0,7 0,9 0,001 -

Taxol 1,5 0,007 20000 2,8

Acido de caracasine 1,2 0,002 3000 -
+ Taxol

Compuesto natural

Las combinaciones realizadas con el derivado sintético Cris 142 (compuesto patrén),
se observa que la combinacion "Cris 142 + Acido de caracasine™ presento un sinergismo
débil a moderado, mientras que las combinaciones "Cris 142 + Taxol" y "Cris 142 + Acido
de caracasine + Taxol" mostraron una interaccién de tipo antagénico, por lo que se puede
inferir que la presencia de la droga comercial Taxol en las combinaciones realizadas con
este derivado sintético en la presente linea ejerce un efecto de tipo antagdnico que reduce la
efectividad de las otras drogas en combinacién. En cuanto a las combinaciones realizadas

con el derivado sintético Cris 148, tanto las dobles como la triple combinacion presentaron
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una interaccion de tipo cercano a aditividad a sinérgico muy fuerte, dado que los valores se
encuentran por debajo de 1, por lo que se recomienda estudios a posterior sobre la forma de
accion del derivado sintético Cris 148 y su interaccion con el compuesto natural y la droga
comercial utilizadas en este trabajo como posibles alternativas en la terapia de cancer de
mama con caracteristicas semejantes a la linea tumoral MCF-7. Por ultimo, la combinacién
realizada con el derivado sintético Ar 4 y el compuesto natural Acido de caracasine mostrd
una interaccién de tipo sinergismo muy fuerte, con un indice de combinacién de 0,001,
mientras que al realizar la combinacion con la droga comercial Taxol y la triple
combinacién, la interaccion entre los compuestos combinados fue de tipo antagonismo
fuerte a muy fuerte, con valores de 20000 y 3000. Igualmente, la combinacion "Acido de
caracasine + Taxol" gener6 un antagonismo, con un indice de 2,8. Se puede inferir que, al
igual que las combinaciones realizadas con el compuesto patron Cris 142, la presencia de la
droga comercial Taxol en las combinaciones realizadas, tanto para los derivados sintéticos
Cris 142 y Cris 148 como para el compuesto natural Acido de caracasine, en la linea celular
MCEF-7 ejerce un efecto de tipo antagonico que reduce la efectividad de las otras drogas en

combinacion.

5.7.3 Combinaciones sobre el cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos

Los indices de combinacion para las células control (cultivo primario de fibroblastos
dérmicos humanos) son mostrados en la tabla 7, tanto para las dobles como para las triples
combinaciones, observandose que la mayoria de las dobles combinaciones realizadas

(derivado sintético vs. producto natural; derivado sintético vs. droga antitumoral; producto
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natural vs. droga antitumoral), segun lo descrito por Chou y Martin (2005), generan de un
antagonismo a antagonismo fuerte a muy fuerte, dado que los indices de combinacion
obtenidos son mayores a 1. S6lo la combinacion "Ar 4 + Taxol" generd un sinergismo
fuerte segun la clasificacién de Chou y Martin (2005), dado que el indices de combinacion
obtenido se encuentra entre 0,1 y 0,3. Se podria tomar en consideracion esta combinacién
realizada para futuros estudios sobre el tipo de interaccién que realizan a nivel celular sobre
este tipo de células en cultivo y asi tomar en consideracion para posibles terapias.

Tabla 7. indices de combinacion entre los compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-

c)quinolinas, el Acido de Caracasine y el Taxol obtenidos para el cultivo primario de
fibroblastos dérmicos humanos.

Com_puestos sinteticos dgl grupo Compuesto natural
indeno(2,1-c) quinolinas
Cris 142 | Cris 148 Ar 4 Acido de caracasine
Acido de caracasine 2,5 1,8 1,6 -
Taxol 2,8 10 0,3 3,3
Acido de caracasine 4.2 25 21 i
+ Taxol

Tomando en cuenta los indices de combinacién reportados en la tabla 7, las triples
combinaciones realizadas (compuesto sintético + compuesto natural + farmaco antitumoral)
no proporcionaron una mejor actividad que la presentada en las dobles combinaciones
correspondientes, como fue observado en las combinaciones realizadas sobre la linea

tumoral SKBr3.

Tomando en consideracion los indice de combinacién (IC) mostrados en las tablas 5,
6 y 7 para cada linea celular evaluada, los valores obtenidos en este trabajo son

equivalentes con los alcanzados por Mufioz y colaboradores (2011), los cuales mostraron
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valores de IC en combinaciones de compuestos derivados de tetrahidroquinolinas con
Taxol en un rango de 1,2 a 56,70 sobre la linea tumoral MCF-7; 0,02 a 0,65 en SKBr3 y
0,44 a 3,35 en un cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos. Igualmente, Huang y
colaboradores (2004) reportaron valores de IC en un rango de 0,39 a 0,85 en combinaciones
de la droga antitumoral Taxol con otros farmacos con propiedades antineoplésicas, como

Cisplatin, Carboplatin y 5-fluorouracilo, sobre carcinoma de células escamosas orales.
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6. CONCLUSIONES

Las moléculas pertenecientes al grupo indeno(2,1-c)quinolinas con sustituciones en la
posicion R; generaron una mayor actividad citotoxica sobre la viabilidad celular de las

lineas tumorales SKBr3 y MCF-7.

Las sustituciones realizadas en la molécula patron de las indeno(2,1-c)quinolinas
estudiadas en este trabajo, disminuyeron la actividad citotdxica presentada sobre las

lineas tumorales de mama.

Los compuestos Cris 131, Cris 142, Cris 148 y Ar 4 y el Acido de caracasine, tienen un
efecto inhibitorio dependiente sobre las células tumorales SKBr3 y MCF-7 y células

control, presentando una relacion dosis-respuesta.

La citotoxicidad presentada por los compuestos sintéticos del grupo indeno
(2,1-c)quinolinas y el compuesto natural Acido de caracasine sobre las células control
(cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos) fue menor a la obtenida sobre las

lineas tumorales (SKBr3 y MCF-7).

Al comparar los efectos citotoxicos sobre las lineas tumorales SKBr3 y MCF-7 y las
células control de los compuestos sintéticos del grupo indeno(2,1-c)quinolinas, se pudo
establecer que la molécula Cris 142 fue la mas activa, con un Clsy comprendido entre
3,53 y 16,41 pg/mL para las lineas tumorales, MCF-7 y SKBr3 respectivamente,

ademas de no presentar actividad citotoxica frente a las células control.
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El compuesto Cris 142 puede considerarse como la estructura mas importante del
grupo de derivados sintéticos indeno(2,1-c)quinolinas, presentando la mayor actividad
citotoxica sobre las lineas tumorales en comparacion a los otros derivados sintéticos

estudiados.

Las moléculas sintéticas Cris 148, Cris 131, Cris 142 y Ar 4 presentaron los mayores

valores de selectividad hacia la accion citotoxica.

Los compuestos Cris 142 para la linea celular SKBr3 y Ar 4 para ambas lineas
tumorales (SKBr3 y MCF-7) fueron las moléculas que presentaron los mejores indices
de selectividad, por lo que su actividad citotoxica es méas selectiva para las lineas

tumorales respectivas con respecto a las células control.

La combinacion "Acido de caracasie + Taxol" realizada en ambas lineas tumorales y
las células control tienen un efecto de tipo antagénico, al igual que todas las
combinaciones realizadas con el compuesto patron Cris 142, menos la combinacion
“Cris 142 + Acido de caracasine" sobre la linea tumoral MCF-7, la cual presenté una

interaccion de tipo sinérgica.

Todas las combinaciones realizadas en la linea tumoral SKBr3 presentaron una
interaccion de tipo antagénica. So6lo la combinacién "Cris 148 + Taxol" generd un

sinergismo muy fuerte sobre esta linea celular.

La presencia de un tercer compuesto antitumoral en una combinacién de drogas sobre
la linea celular evaluadas, no ejerce un efecto positivo y mayor sobre la citotoxicidad al

observado en las dobles combinaciones.
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7. RECOMENDACIONES

Luego de la elaboracién de este trabajo, se presentan las siguientes recomendaciones

a tomar en consideracion:

v Realizar las combinaciones secuenciales pertinentes con los compuestos sintéticos del
grupo indeno(2,1-c)quinolinas, el compuesto natural Acido de caracasine y el farmaco
antitumoral Taxol; esto con el objetivo de evaluar cudl es el compuesto que esta

realizando el efecto sinérgico o antagonico en la combinacion.

v Llevar a cabo estudios en el &mbito bioquimico (proteinas y enzimas involucradas) y
molecular para la evaluacion del efecto citotdxico de los compuestos sobre las lineas en
estudio (SKBr3, MCF-7 y cultivo de fibroblastos), asi como determinar el mecanismo
de muerte celular (apoptosis - necrosis) que presentan las células debido a su accién

citotoxica.

v Elaborar ensayos de reversibilidad de la citotoxicidad, para evaluar el potencial efecto
de eliminacion intracelular de las moléculas citotdxicas, y con ello estudiar los posibles

mecanismos de accion en la adquisicion de la "resistencia multidroga™.
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9. ANEXOS

ANEXO 1.

Tabla 8. Resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad (Clsp) expresada en
UM para las lineas celulares de cancer de mama y los cultivos primarios de fibroblastos

dérmicos humanos.

Compuesto Lineas tumorales Células control
SKBr3 MCF-7 Fibroblastos
Cris 142 53,28 + 3,47 11,46 + 3,54 > 300
Cris 131 73,06 + 3,81 165,44 + 3,61 180,58 + 3,67
Cris 148 133,99 + 3,29 > 300 > 300
Cris 153 > 300 > 300 > 300
Ar4 57,42 + 3,39 44,29 + 3,14 > 300
Ar 68 > 300 > 300 > 300
Ar 69 > 300 > 300 > 300
Ar70 > 300 > 300 > 300
Ar7l > 300 > 300 > 300
Acido de caracasine | 58,79 + 3,35 16,71 + 3,29 88,39 + 3,32
Taxol 0,01 +1,58 0,03 +1,46 0,76 +1,21
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ANEXO 2.

Tabla 9. Porcentajes de citotoxicidad para cada uno de los compuestos del grupo indeno(2,1-c)quinolinas, el Acido de
Caracasine y el Taxol sobre las lineas celulares tumorales y cultivos primarios de fibroblastos dérmicos humanos. Unicamente son
presentados aquellos compuestos que tuvieron actividad citotoxica sobre los cultivos celulares evaluados.

Concentracion _ Porcentaje o!e citotoxicidad '
(ug/mL) Cris 148 _ Cris 131 _ Cris 142 _
SKBr3 | MCF-7 | Fibroblastos | SKBr3 | MCF-7 | Fibroblastos | SKBr3 | MCF-7 | Fibroblastos

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 1,66 6,15 9,53 13,52 1,25 5,02 1,99 7,32 4,94
0,01 5,54 7,83 9,90 20,23 3,13 8,05 9,85 8,69 5,62
0,1 9,73 10,32 12,65 21,65 4,11 11,18 12,16 18,05 6,91

1 12,39 15,31 13,25 21,76 11,35 11,95 21,29 29,74 10,74

5 16,93 16,39 16,01 25,74 20,46 16,98 29,60 54,95 15,00

10 19,76 17,08 17,79 28,14 26,88 21,83 39,89 67,66 18,07

15 22,78 19,18 18,84 30,32 33,99 27,04 48,52 77,37 20,80

25 29,84 23,19 21,22 39,75 44,16 33,71 59,97 80,93 24,89
100 78,23 55,82 43,48 93,24 61,99 64,99 89,70 89,32 48,68




... Continuacion del Anexo 2.

Concentracion

Porcentaje de citotoxicidad

(Lg/mL) Ar 4 _ Acido de caracqsine Taxol _
SKBr3 | MCF-7 | Fibroblastos | SKBr3 | MCF-7 | Fibroblastos | SKBr3 | MCF-7 | Fibroblastos

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 15,61 1,33 2,20 7,06 2,17 7,57 23,81 10,67 0,27
0,01 17,96 1,33 2,27 14,56 3,88 9,79 71,82 54,29 4,36
0,1 20,84 6,01 9,02 15,02 6,31 10,13 77,16 65,97 18,18
1 21,25 10,64 11,57 16,79 17,49 19,83 77,86 71,51 59,09

5 27,84 18,77 16,18 26,96 35,69 29,92 81,30 75,36 79,87
10 31,96 27,65 17,08 31,81 52,85 34,88 82,85 78,71 85,82
15 36,24 35,71 18,25 41,11 69,94 37,89 83,79 83,25 89,82
25 42,01 42,48 18,73 47,88 76,02 44,53 86,83 86,93 93,91
100 87,48 78,59 19,21 98,34 99,96 97,03 99,84 99,96 94,91




