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1. INTRODUCCION

Los productos naturales representan la fuente mas abundante de inspiracion para la
identificacion de estructuras novedosas (Newman y Cragg, 2010) dada su amplia diversidad
estructural y bioldgica, que los hace idoneos como base para el disefio racional de farmacos
(Saklani y Kutty, 2008). Constituyen, sin lugar a dudas, un buen punto de partida para el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas con potencial terapéutico (Kinghorn y co/., 2011),
ya que pueden considerarse estructuras privilegiadas (Costantino y Barlocco, 2006) que han
sido seleccionadas por la evolucion por su capacidad de interaccionar con multiples receptores y

por lo tanto, exhibir multiples actividades bioldgicas.

Los productos naturales, andlogos o compuestos sintetizados basandose en sus
farmacoforos, representan el 50% de los farmacos que existen actualmente en uso clinico,
especialmente en el area del cancer (Pfisterer y co/., 2010). Como ejemplos clasicos podemos
citar: taxol, camptotecina o los alcaloides de la Vinca (vinblastina y vincristina) (Figura 1).
Actualmente, se encuentran en fase clinica para el tratamiento de algun tipo de cancer otros
productos naturales aislados de plantas o bien analogos, entre los que podemos citar: el
agentes antimicdtico, andlogo de taxol, ABI-007 (suspension, American Biosciences); el
inhibidor de la topoisomerasa I, analogo de camptotecina, diflomotecan (BN-80915) 100
(Ipsen); la homoharringtone (ChemGenex), inhibidor de la sintesis de proteinas o el inductor de

caspasas, el protopanaxadiol (PanaGin) (Saklani y Kutty, 2008).
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Figura 1. Productos Naturales con actividad anticancerigena.

En el marco de nuestra investigacion, uno de nuestros objetivos es la blUsqueda de
nuevos agentes quimioterapicos de origen vegetal. En esta linea, en el presente estudio se
revisan los principales resultados obtenidos en la bulsqueda de potenciales agentes

anticancerigenos, a través de una estrategia multidisciplinar.
2. REVERTIDORES DE LA MULTIRRESISTENCIA A FARMACOS

La multirresistencia a farmacos (MDR, Multi-Drug Resistance) (Lage, 2008), resistencia
intrinseca o adquirida a farmacos que difieren en estructura quimica, mecanismo de accion y
diana molecular, es la causa del fallo en el tratamiento de alrededor del 90% de los pacientes

con cancer metastatico (Longley y Johnston, 2005).
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Entre los mecanismos celulares implicados en la MDR destaca la sobreexpresion de la
glicoproteina-P (Pgp), proteina transportadora ATP-dependiente perteneciente a la superfamilia
de proteinas ABC (ATP-binding cassette) (Gottesman y col., 2002), la mejor estudiada y, hasta
el momento, la Unica cuya implicacion clinica se ha demostrado, ya que se encuentra

sobreexpresada en el 50% de los tumores multirresistentes (Leonard y col., 2003).

La reversion del fenotipo MDR, o quimiosensibilizacion a la quimioterapia, implica la
administracion conjunta de un inhibidor de la Pgp con un farmaco o farmacos, incrementandose
la acumulacion intracelular de los agentes terapéuticos al inhibir la actividad de la proteina
transportadora. Desde la identificacién del primer compuesto capaz de revertir el fenotipo MDR,
el verapamilo en el afio 1981, se han descrito centenares de compuestos capaces de modular la
funcion Pgp, al menos /in vitro, que pertenecen a diferentes familias quimicas (Tsuruo y col,,
1981).

Actualmente, estdn en fase clinica los inhibidores de la Pgp de tercera generacion,
potentes inhibidores altamente especificos que han sido el resultado del disefio racional de
farmacos basado en estudios de relacion estructura-actividad (Krishna y Mayer, 2000). Estos
inhibidores son: biricodar (VX-710), tariquidar (XR9576), zosuquidar (LY335979), elacridar
(GF120918), laniquidar (R101933) y 0C144-093. Sin embargo, hasta la fecha, ningln
compuesto con actividad quimiosensibilizadora ha mostrado ser clinicamente (itil,
incrementando los indices de curacion o los tiempos de supervivencia en los pacientes tratados,
debido a su ineficacia in vivo o principalmente, a su toxicidad intrinseca o a la de los farmacos

administrados conjuntamente (Robert y Jarry, 2003).

Por lo tanto, la identificacion de compuestos revertidores mas especificos, potentes, no
transportados y menos toxicos para el paciente continda siendo prioritario para tratar de

revertir el fenotipo MDR mediado por la Pgp.

Los sesquiterpenos de la familia Celastraceae (Gao y col., 2007) constituyen un grupo de
metabolitos secundarios que, en ensayos previos, mostraron revertir la MDR en cepas de
Leishmania (Pérez-Victoria y col., 2001; Cortés-Selva y col., 2004). Sin embargo, su efecto en

cancer y su mecanismo molecular de reversion no habia sido caracterizado (Figura 2).
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Figura 2. Sesquiterpenos dihidro-B-agarofuranos revertidores de la multirresistencia a

farmacos.

Continuando nuestra investigacion dirigida hacia la blsqueda de nuevos agentes
revertidores de la MDR en cancer, se evalu6 la capacidad de revertir el fenotipo MDR
dependiente de la Pgp y se elucidé el mecanismo molecular de accion de 28 sesquiterpenos,
aislados de diversas especies del género Maytenus (Celastraceae) (Munoz-Martinez y col. 2004).
Los ensayos de citotoxicidad, usando células NIH-3T3 transfectadas con el gen humano MDR1,
permitieron seleccionar los compuestos mas potentes en revertir /7 vitro la resistencia a
daunomicina y vinblastina. Los experimentos de citometria de flujo mostraron que éstos
compuestos inhiben especificamente la actividad transportadora de la Pgp de manera saturable
y dependiente de la concentracion (4; inferior a 0,24 + 0,01 pmol/L), pero no la de otros
transportadores capaces de conferir MDR (ABCC1, ABCC2 y ABCG2).

Asi mismo, éstos sesquiterpenos inhiben el transporte mediado por la Pgp de
[*H]colchicina y tetrametilrosamina en la membrana plasmatica de células CHRB30 vy
proteoliposomas enriquecidos con Pgp a concentraciones micromolares, resultados que
sustentan que la Pgp es la diana molecular para estos compuestos. Los ensayos de marcaje de
fotoafinidad en membrana plasmatica y experimentos de espectroscopia de fluorescencia con
proteinas purificadas sugieren que estos metabolitos interactian con dominios transmembrana
de la Pgp. Ademas, modulan la actividad ATPasa de la Pgp de manera bifasica y dependiente de
la concentracion, estimulandola a muy bajas concentraciones, pero se comportan como

inhibidores no competitivos de la actividad ATPasa a altas concentraciones.

En sucesivos estudios, se llevd a cabo la evaluacion de otros 20 sesquiterpenos, tanto
naturales como semisintéticos, presentando seis de ellos una eficacia similar al verapamilo,
modulador clasico de la Pgp, en revertir la resistencia a daunorubicina e incluso dieciséis veces

mayor que el verapamilo en revertir la resistencia a vinblastina (Mufoz-Martinez y co/. 2005).

Estos sesquiterpenos con esqueleto de dihidro-B-agarofurano poseen una estructura
privilegiada, que les confiere la capacidad de interactuar con la Pgp e inhibirla en diferente
grado de eficacia dependiendo de los diferentes grupos presentes en el esqueleto basico. Asi,

un detallado estudio de la relacion estructura-actividad permitié establecer que: a) el nivel total
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de esterificacion del compuesto, b) la presencia de dos ésteres aromaticos y c) la
regiosustitucién de los diferentes sustituyentes en la molécula, son elementos fundamentales
para la afinidad de este tipo de compuestos por la Pgp, y a diferencia de otros agentes
revertidores, la presencia de un atomo de nitrdgeno terciario no es esencial para la actividad

revertidora de la MDR (Torres-Romero y co/. 2009).

Con el fin de profundizar en las bases estructurales responsables de la actividad
inhibidora de estos sesquiterpenos y sentar las bases para el disefio de inhibidores de la Pgp
mas potentes, se desarrolld un modelo 3D-QSAR, de 78 de estos compuestos, haciendo un
analisis CoMSIA (Reyes y col. 2007). Los resultados obtenidos indican que los requisitos
estructurales mas relevantes para la expresion de la actividad se encuentran en torno a los
grupos carbonilo situados sobre los carbonos 2, 3 y 8, que actlan como aceptores de enlaces
de hidrdégeno en las interacciones con el receptor, lo que resulta fundamental para la eficacia de
estos sesquiterpenos como inhibidores de la Pgp. Las interacciones poco polares e hidrofdbicas,
a través de residuos aromaticos en segmentos transmembrana de la Pgp parecen jugar un

importante papel en el proceso de reconocimiento.

En general, los sesquiterpenos presentan valores bajos de toxicidad intrinseca (<30%) en
las lineas celulares, cuando éstos se comparan con el verapamilo. Sin embargo, cabe destacar
que los sesquiterpenos presentaron una toxicidad similar entre la linea NIH-3T3 MDR1 vy la linea
NIH-3T3, sensible a farmacos. Estos datos nos sugieren que la Pgp no confiere resistencia a los
sesquiterpenos, es decir, que éstos no son transportados por la proteina o son sustratos pobres

de la Pgp.

Estos estudios revelan que los sesquiterpenos aislados de celastraceas, dado su potente
actividad revertidora de la MDR vy especificidad por la Pgp, son prometedores moduladores de la

Pgp con potencial aplicacion en la quimioterapia del cancer.
3. METABOLITOS SECUNDARIOS CON ACTIVIDAD CITOTOXICA

El cancer engloba a un complejo y heterogéneo grupo de patologias, en las que las
células proliferan descontroladamente e invaden y dafian los tejidos vecinos. La quimioterapia
se basa fundamentalmente en el uso de farmacos con actividad antiproliferativa, siendo los
compuestos mas utilizados hoy en dia los que pertenecen al grupo de los citotoxicos (Chabner y
Roberts, 2005).

3.1. Metabolitos citotoxicos de especies de Celastraceae
En especies de la familia Celastraceae se han identificado diversos metabolitos con

actividad citotoxica. Asi, la triptolida, un diterpeno triepoxidado, se ha descrito como un potente
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antitumoral, presentandose como un inhibidor de la angiogénesis en varios ensayos (He y col.,
2010). A los celastroloides, indicadores quimiotaxondmicos de la familia que engloban a los
nortriterpeno metilénquinonas, derivados fendlicos y dimeros y trimeros triterpénicos, se les
atribuye un gran nUmero de actividades bioldgicas, incluyendo sus propiedades
anticancerigenas (Ravelo y col., 2004). Asi, la tingenona, presenta actividad citotoxica frente a
las lineas celulares Hep-G2, H-4-II y SK-Mel-28 con Cls, de 1,9; 2,7 y 1,7 M, respectivamente
(Setzer y col, 2001) y el celastrol ha sido ampliamente estudiado, identificandose,

recientemente, nuevas dianas en su mecanismo de accidn (Raja y col., 20011) (Figure 3).

PG490-88

Tingenona Celastrol

Figura 3. Metabolitos con propiedades anticancerigenas: diterpenos y celastroloides aislados

de celastraceas.

En esta linea de investigacion, en la busqueda de compuestos con potencial
anticancerigeno (Mouijir y co/., 2007; Mouijir y col., 2008), llevamos a cabo el estudio de una
serie de triterpenos pentaciclicos de la serie del lupano (Reyes y col., 2006), asi como de nor-
triterpeno fenoles, aislados de diversas especies del género Maytenus (NUfiez y col., 2005). Las
células empleadas para llevar a cabo los experimentos proceden de lineas celulares establecidas
a partir de carcinoma epitelial de cuello de Utero humano (células Hela), carcinoma de laringe
humano (Hep-2) y células no tumorales (Vero, células de rifion de mono verde africano), con el
objetivo de determinar la especificad de los compuestos. La actividad se determind usando el
método colorimétrico de Mosmann (Mosmann, 1983), que se basa en la capacidad que poseen
las células vivas de reducir el MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltrazol-2-1)-2,5-difeniltetrazolio)

por medio de la succinato deshidrogenasa existente en las mitocondrias. El triterpeno de la
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serie del lupano mas activo fue el acido 3-ep/-betulinico con una Clsy de 1,8 y 8,9 pg/ml frente
a Hela y Hep-2, respectivamente, tras 48 horas de exposicion. Cabe destacar, que la actividad
se incrementd aproximadamente tres veces cuando las células Hep-2 estaban dividiéndose
activamente (CIsy 3,1 pg/ml). El 28,30-dihidroxi-3-oxolup-20(29)-ene presento, asi mismo, una
actividad moderada (CIsy de 4,0 y 7,1 pg/ml frente a HeLa y Hep-2, respectivamente) (Figura
4). Los estudios de relacion-estructura actividad revelaron que en este tipo de compuestos la
presencia de un grupo hidroxilo sobre el carbono C11 es relevante para la expresion de la
actividad, la estereoquimica B del grupo hidroxilo sobre el carbono C3 disminuye la toxicidad,

mientras que un grupo hidroxilo en C28 hace que disminuya la actividad citotoxica.

CH,0H
\,,/

CH,OH

Acido 3-epibetulinico 28,30-Dihidroxi-3-oxolup-20(29)-ene

Figura 4. Triterpenos de la serie del lupano aislados de celastraceas con actividad citotoxica

frente a diversas lineas celulares tumorales.

En lo que a nor-triterpenometilén fenoles se refiere, el 8-ep-6-deoxoblepharodol (Cls, 1,6
y 59 pg/ml frente HeLa y Hep-2, respectivamente) y pristimerol (Clso 0,5 y 2,8 pg/ml,
respectivamente) resultaron incluso mas activos frente a ambas lineas celulares que la
mercaptopurina usada como control, aunque mostraron, asi mismo, una cierta toxicidad frente

a la linea no tumoral Vero (2,2 y 1,4 ug/ml) (Figura 5) (Rodriguez y col., 2005).

WCOOMe .~COOMe

HO

HO

Pristimerol 8-epF-6-Deoxoblepharodol

Figura 5. Triterpeno fenoles aislados de celastraceas con actividad citotdxica frente a diversas

lineas celulares tumorales.
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3.2. Metabolitos citotoxicos de especies del género Withania

El potencial terapéutico de especies del género Withania (Solanaceae) se atribuye
a la presencia de withanolidas, lactonas esteroidales con un esqueleto de ergostano de 28
carbonos (Chen y co/., 2011). Withaferina A, prototipo de este tipo de compuestos naturales, ha
sido ampliamente estudiado por su efectividad para inducir apoptosis, revelandose como un

potencial farmaco anticancerigeno (Yu y co/., 2010).

En el curso de nuestra investigacion en la busqueda de metabolitos bioactivos de
especies endémicas de las Islas Canarias, iniciamos el estudio de Withania aristata (Ait.) Paug.
(Solanaceae), conocida tradicionalmente como orova/ y ampliamente usada en la medicina
tradicional por sus numerosas aplicaciones, incluyendo su uso como antitumoral, antirreumatico
y antiespasmodico (Cruz, 2007). Asi, tras la preparacion de diversos extractos, haciendo uso de
disolventes de distinta polaridad y la posterior evaluacion de su citotoxicidad, seleccionamos el
extracto de diclorometano de las hojas (Clsp de 11,7 y 19,9 ug/ml frente a HeLa y A-549,
respectivamente) para su posterior estudio fitoquimico (Llanos y co/. 2010). En dicho estudio se
aislan siete nuevas withanolidas, asi como tres descritas anteriormente y se preparan dos
derivados, compuestos que fueron evaluados frente a las lineas celulares tumorales: Hela
(carcinoma epitelial de cuello de Utero humano), A-549 (carcinoma humano de pulmoén) y MCF-
7 (células de cancer de mama). El derivado (45,20R,22R)-27-acetoxi-4-p-bromobenzoiloxi-1-
oxo-witha-2,5,16,24-tetraenolida (2) mostrd citotoxicidad frente a todas las lineas celulares
ensayadas con valores de ClIsy de 2,8-3,6 uM, mientras que el (45,20R,22R)-4,27-diacetoxi-4-
hidroxi-1-oxo-witha-2,5,16,24-tetraenolida (1) exhibid una Cls, de 5,4 uM frente a linea cellular
MCF-7 (Figure 6). El estudio preliminar de los requisitos estructurales para la expresion de la
actividad estan en linea con resultados previos que sefialan la relevancia de los sistemas 4B-
hydroxi-2-en-1-ona y 5B,6B-epoxi en este tipo de compuestos para su potencial anticancerigeno
(Damu y col. 2007).

OR;

1 R=R=0Ac
2 Ri=p-Br-Bz, R=OAc

Figura 6. Withanolidas aisladas de Withania aristata con actividad citotoxica frente a las lineas

celulares tumorales: Hela, A-549 y MCF-7.
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4. CONCLUSIONES

Las estructuras privilegiadas basadas en productos naturales, dada su amplia diversidad
estructural y bioldgica constituyen, sin lugar a dudas, una excelente fuente de nuevas entidades
quimicas con potencial terapéutico y una solida base para el disefio racional de farmacos

anticancerigenos.

Nuestras investigaciones revelan que estructuras privilegiadas tipo sesquiterpeno dihidro-
-agarofurano, con una potente actividad revertidora de la MDR en cancer y tipo withanolida,
con excelente actividad citotoxica frente a diversas lineas celulares tumorales, son

prometedores agentes con potencial aplicacién en la quimioterapia del cancer.

Nuestros esfuerzos, en el futuro, estaran dirigidos a profundar en los mecanismos
moleculares de accion de estos sesquiterpenos y establecer los requisitos estructurales de las
withanolidas, que permitan el disefio racional de nuevos farmacos para el tratamiento del

cancer.
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