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RESUMEN

El cancer de mama segun los informes de la OrgadizaMundial de la Salud (O.M.S.)
constituye la neoplasia maligna mas comun en lgsrasien el mundo occidental, y la
segunda causa de muerte por cancer en el contiagr@gcano. En el caso particular de
Venezuela, el Registro Central de Cancer — Prog@den@ncologia del Ministerio para el
poder popular para la Salud (MPPS) estimé que @laafio 2007, existirdn en Venezuela
3.549 nuevos casos de mujeres padeciendo de cdecemama, con una mortalidad
estimada de 1.449 mujeres. Entre los tratamieniessg aplican a los pacientes con estas
patologias, la quimioterapia surge como una altemanae gran importancia, sin embargo
se ha observado que algunos tumores no responidsnfarmacos (resistencia primaria o
innata), mientras que otros que inicialmente sorsibies al tratamiento, eventualmente
pueden desarrollar resistencia (resistencia sedandaadquirida). Recientemente se ha
mostrado interés en el uso de plantas como agantgsmorales, ya que el cancer es una
enfermedad que comprende un conjunto complejo gleosiy sintomas. El potencial
terapéutico de los farmacos antitumorales derivatdotas plantas pueden deberse a una
variedad de mecanismos, por ejemplo: muerte porptapis, como molécula
antiangiogénica, inhibidores de proteasas, inmuwoadores, anti-inflamatorios. Entre
los compuestos naturales de importancia estaretehidroquinolinas aisladas de plantas
superiores. El grupo de las 2,4-diaril-tetrahidioglinas sustituidas son analogos
sintéticos de las tetrahidroquinolinas (alcaloid#s)origen natural aislados de diferentes
plantas, como por ejemploGalipea officinalis (Rutaceae). Estas estructuras
tetrahidroquinolinicas son similares a otros cormsmge reportados con actividades
antitumorales y antioxidantes. El objetivo del prés trabajo es estudiar la actividad
citotoxica del grupo de compuestos sintéticos Zaditdetrahidroquinolinas sustituidas en
células de cancer de mama. Para ello se realizmeayos de citotoxicidad con lineas
celulares tumorales MCF-7 y SKBR3 de cancer de macgulas normales obtenidas de
cultivos primarios de fibroblastos dérmicos. Laniéa utilizada fue la del MTT disefiada

por Mossman en 1983; luego de 72 horas de incuba®Ocalcularon los valores de
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concentracion inhibitoria (&), indices de selectividad, relaciones dosis-restpug se
realizaron combinaciones con los farmacos antitatesrTaxol y la Gemcitabina que son
utilizadas recurrentemente en los tratamientos iptémapéuticos del cancer de mama. Los
resultados obtenidos reflejan una alta selectividé® los compuestos sintéticos
pertenecientes al grupo 2,4-diaril-tetrahidroquima sustituidas hacia la citotoxicidad
sobre las lineas celulares MCF-7 {Cl= 3,01 a 30,8lpg/mL) y SKBRS3
(Clsp = 6,77 a 56,51 pg/mL) con respecto a las célulasnales (CI50 = 16,77 a
58,55 pg/mL). Por otro lado, una de las 9 moléceladuadas en este estudio presentd un
indice de selectividad casi tres veces mas graméeet| obtenido para el farmaco de
referencia Taxol en la linea celular MCF-7, lo gieenuestra la alta selectividad de estos
compuestos sintéticos hacia las células tumordlesafectar demasiado a las células
normales. La combinacion del compuesto DM5 cordeh&co antitumoral Taxol sobre la
linea celular SKBR3 presentd un sinergismo muytéude tipo potenciacion, lo que se
tradujo en una disminucion de la concentracion@dg/mL a 0,186 pg/mL para obtener
una efectividad maxima cercana al 90% para ambopwestos quimicos. En conclusion,
todos los compuestos pertenecientes al grupo 2 47Ds muestran una inhibicion sobre
la viabilidad celular sobre las lineas tumoralesAMICy SKBR3, conforme aumenta la

dosis de los compuestos.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- El Cancer

El cancer se caracteriza por un crecimiento anordealcélulas causado por
multiples cambios en la expresion de genes, lotae como consecuencia un balance
descontrolado en la proliferacion y muerte celylBuddon, 2007). Este crecimiento
descontrolado es causado por dafio al ADN, lo qadesa a mutaciones en genes, 0 en
sus regiones reguladoras, que codifican proteings cpntrolan la divisién celular. Se
requiere la acumulacion de varios eventos mutat@ergzara transformar una célula normal
en una maligna. Estas mutaciones pueden ser caupadaagentes fisicos y quimicos
llamados carcindgenos, por exposicion a materigd®activos o por ciertos virus que
pueden insertar su ADN en el genoma humano. Lasalbnes ocurren espontaneamente
0 son transmitidas en generaciones como resul@deasutaciones en lineas germinales
(Lodish y col., 2004).

Desde el punto de vista clinico, el cancer es densdo como un gran grupo de
enfermedades que pueden variar segun la edaddie, ila velocidad del crecimiento, el
estado de la diferenciacion celular, el grado deasion, su potencial metastatico, la

respuesta al tratamiento y su prognosis (Knowi8sligy, 2005).

El cancer presenta peculiaridades dependienddpaeté célula donde se origina,
Sus causas, asi como su mecanismo y grado de idatigries una de las enfermedades
mas intensamente estudiada, habiendo pasado &hihogs afios de un conocimiento muy
basico a un gran avance en muchos de sus aspeotesulares, que van desde los
mecanismos por los cuales el cancer genera meésasiasta aquellos que explican la
proliferacion excesiva y la perdida de la regulaaié la apoptosis (Luque, 2000).

10
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Por otro lado, una de las principales caractesstigue distingue a un tumor
maligno de un tumor benigno es la habilidad qugae¥ste de invadir localmente o migrar
a sitios distantes para originar tumores secunslafitsto ocurre por un mecanismo
denominado metastasis, que se puede definir conte éxtensién de un tumor de su sitio
primario a otras partes del cuerpo, el cual ocumper lo general por via linfatica o

sanguinea.”.(Khanna y Hunter, 2005).

Las metastasis se pueden situar en diferentes aggaen diversas regiones del
mismo 6rgano. Ademas, el microambiente del érgareml@ modificar la respuesta de las
células del tumor metastasico a la terapia y altdea eficacia de los agentes
anticancerigenos en la destruccion de las célwasudhor sin producir efectos toxicos
indeseables. Por tal motivo, unos de los obstaquiosipales para tratar la metastasis es
la heterogeneidad bioldgica de los tumores y denketsistasis primarias. (Langley y Fidler,
2007).

1.2.- El cancer a nivel mundial

En cuanto a la epidemiologia del cancer, el Infovhendial del Cancer 2008
presentado por la Agencia Internacional para ladtigaciéon del Cancer (IARC, por su
sigla en inglés) alerta de la tendencia crecieatesa enfermedad que, segun sus célculos,
se cobrara la vida de 17 millones de personasghafo 2030, frente a los 7,6 millones de
muertes del afio 2007. El estudio destaca adicimrde que la enfermedad esta creciendo
con mayor velocidad en los paises de ingresos medi@ajos, que tienen menos recursos
para combatirla. No obstante, los paises desatoslao se libran de esta enfermedad,
debido a un estilo de vida que favorece los makdstbs, como la adiccion al tabaco,
seguido de la mala alimentacion y la falta de @&rcAdicionalmente, se plantea que dada
la tendencia actual, la tasa de enfermedad y mperteancer se incrementara en medio
punto por afio, por lo que se puede concluir quamrter sin duda alguna es un importante

problema de salud publica a nivel mundial.
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Para el continente americano puede decirse enn@ésngienerales, que durante las
tres Ultimas décadas los paises de LatinoamémtaCgribe, aunque en distinto grado, han
experimentado cambios demogréficos y epidemiol&giogportantes. En este nuevo perfil
epidemioldgico, la incidencia de las enfermedadedransmisibles, y en particular del
cancer, han exhibido un aumento notorio en ambassséanto en términos relativos como
absolutos, por lo que la caracterizacion de losopas de incidencia y mortalidad por
cancer, y mas recientemente de la supervivencidoslepacientes afectados por esta
enfermedad, ha sido objeto de mudltiples esfuerBask{n y col., 2002; Bosetti y col.,
2005). Para el afio 2002, se estimaron en Latinoeangel Caribe mas de 830.000 nuevos
casos y casi medio millébn de muertes por cancelaifg col., 2002).

En el caso especifico de las mujeres, las tasamaigencia estimadas varian
notoriamente en los distintos paises de Latinoaaéyi el Caribe (Fig. la). Puede
apreciarse que las tasas de incidencia mas elevamtassponden a los paises del
hemisferio sur, pero también a un conjunto de paieela costa norte del Pacifico y del
Caribe (particularmente, Cuba). Ferlay y colaborasi@n el 2002, pudieron atribuirle a los
tumores de mama y de cuello uterino alrededor @® de los nuevos casos de cancer en
estas regiones. En los paises del hemisferio swaneentraron tasas muy elevadas de
cancer de mama (Fig.1b), mientras que en el Pacibicte y el Caribe las tasas elevadas se
deben fundamentalmente al cancer de cuello uteandiferencia de Cuba que tiene un

comportamiento similar a los paises del hemisfgtin
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Incidencia Mortalidad
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Fig.1.- a) Se muestra la distribucion de las tasas estimddamcidencia ajustadas por edad (poblacién
mundial estandar) y de las tasas de mortalidadbitamajustadas por edad, de todos los sitios donde
potencialmente ocurren tumores (excepto el caneempidl diferente al melanoma) en mujeres, en el
continente americand) Incidencia y mortalidad de las principales locdibnes de cancer en mujeres, tasas
ajustadas por edad (poblacion mundial estAndaresagdas en casos por 100.000 (Tomado de Ferlay,y co
2002).
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1.3.- El Cancer de Mama
Como se menciond con anterioridad, una de las ipdles causas de incidencia y
mortalidad por cancer en las mujeres del continemtericano y en general a nivel mundial
corresponde al cancer de mama; el cual puede d&fioomo una proliferacion neoplasica
maligna originada en el compartimiento epitelial ldeglandula mamaria, bien en las
estructuras ductuales (aquellas que unen a lodo®hu desembocan en el pezdn) o
tubulares (donde se produce la leche materna)4&&at988).

Este tipo de neoplasia presenta diversos fact@egesdgo y entre los mas importantes

podemos encontrar:

« La Edad: la incidencia del cancer se duplica por lo genkrajo de 10 afios
posteriores a la menopausia, y comparado con ekcdae pulmon, la incidencia
del cancer de mama es mas alta en edades juveniles.

« Variacién Geografica:en éste sentido, los estudios sobre migracionesujeres

desde Japdén hacia Hawai mostraron una alta indaleleccancer de mama en las
segundas generaciones, indicando que los factaomrdsemtales poseen gran
importancia en los factores genéticos que detemrapatologia.

¢ Historia Familiar: Casi del 10% de la incidencia de cancer de mampaéses

occidentales es debido a predisposicibn genéticsta Eusceptibilidad es
generalmente concebida por una herencia dominatdgsanal.
+» Estilo de vida:

a) Dieta: Existen registros que demuestran una correlaciéne ¢éa incidencia
de cancer de mama y un consumo de grasas en gieliagiones.

b) Peso:La obesidad esta asociada a incrementos en egosede contraer
cancer de mama en mujeres en edad postmenopausica.

c) Consumo de Alcohol: Algunos estudios muestran un vinculo entre el
consumo de alcohol y la incidencia de cancer de anaero la relacion es
inconsistente y esto puede asociarse a otros éscthetéticos (McPherson
y col., 2000).

14
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Adicionalmente, es importante destacar que estarmeflad no solamente la
padecen las mujeres; en el caso de los hombreaneér de mama es una entidad clinica
poco frecuente, representa aproximadamente el 18bdds los casos de cancer de mama
en los Estados Unidos y cerca del 0,1% de la nidathlpor cancer en el hombre (Jemal y
col., 2006; Donegan y Redlich, 1996). La inciderd®acancer de mama en el hombre varia
ampliamente alrededor del mundo, en Uganda y Zalaliesa de incidencia anual es del 5
y 15% respectivamente, esto puede deberse a kiertras hepaticos que condicionan un
hiperestrogenismo, como ocurre en la infeccionvrois de hepatitis B o C, lo contrario se
observa en Japon donde hay menos de 5 casos pan o habitantes. Durante afios la
incidencia del cancer de mama en el hombre habiagmecido estable, sin embargo,
actualmente parece haber un incremento substaneid),86 a 1,06 por cada 100.000

habitantes en los ultimos 26 afios (Giordano y 2004).

1.3.1- Antecedentes del Cancer de Mama en Venezuela

Para el afio de 1980, el cancer de mama represelatabecera localizacion mas
frecuente de tumores malignos en la mujer veneaolde acuerdo al Anuario de
Epidemiologia del Ministerio de Sanidad y Asistan8bcial (Ravelo, 2001), elevandose al
segundo lugar trece afios mas tarde, ya que paf@oale 1993 se registrd una incidencia
de 5.000 casos por afio y una tasa de incidencb ¢r cada 100.000 mujeres (Capote,
2006).

En el afio 1999 la incidencia estimada fue de 2e#80s, con una mortalidad de
1.019 mujeres. Por otra parte, en un estudio dabpeblacion femenina en Venezuela, la
Oficina Central de Estadistica e Informacién (OCE®falé un aumento progresivo de la
enfermedad en mujeres mayores de 49 afios desdatll®50 2000, de un 65,5 a un 70 por
cada 1.000 mujeres (Ravelo, 2001). RecientementRegistro Central de Céncer —
Programa de Oncologia del Ministerio para el pqugpular para la Salud (MPPS) ha
estimado que para el afio 2007, existirdn en VeleZ1849 nuevos casos de mujeres
padeciendo de cancer de mama, con una mortalidexads de 1.449 mujeres. (Capote,
2008).
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En cuanto a la distribucion geografica del cancereé pais (Fig. 2), ésta
enfermedad presenta un promedio nacional paraieduenio 2001-2005 de 24,8 casos
por cada 100.000 mujeres, donde las mayores tasasidencia se ubican en el Distrito
Federal y en los estados Miranda, Nueva Esparte, Ziarabobo y Aragua, siendo estas
las ciudades de mayor desarrollo econdmico e indlystvidencidndose de igual forma
un menor riesgo en aquellos estados de menor disary de actividades
preferentemente agropecuarias (Capote, 2006).

DISFRITO CAPITAL

NESPARTA

ENTIDADES FEDER ALES

0,00 5.00 10,00 1500 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 4500
TASAS x 100 000 MUJERES

Fig. 2.- Distribucion de las tasas de incidencia promediogdiinquenio 2001-2005 de

cancer de glandula mamaria por Entidades Fede(@lesnado de Ravelo, 2001)

1.4.- Terapias contra el Cancer

Al igual que se ha venido evidenciando histéricamesn Venezuela, estudios

recientes muestran incrementos sustantivos eadas te incidencia de cancer de mama en

paises como Puerto Rico y Colombia (Althuis y c2005), con aumentos en el orden del

68% y 12% respectivamente, cuando se comparaniftas del periodo 1973-1977 vs.

1993-1997, proponiéndose como posibles hipotesis gambios en los hébitos

nutricionales, ligados al estilo de vida, asi cammbién el aumento del sobrepeso en las

mujeres (Filozof y col., 2001), han tenido impodanen esas tendencias. En contraparte
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existe un declive importante de la mortalidad poroer de mama en Norteamérica, donde
las tasas eran muy altas; esto es atribuible gr@so combinado de diagndsticos precoses

y la aplicacion de agentes terapéuticos efectivos.

En cuanto a este Ultimo aspecto, los tratamientgdeados para los pacientes con
enfermedades neoplasicas incluyen quimioterapiiptexapia, inmunoterapia y terapia
hormonal, por mencionar algunas, las cuales ejarnegfecto citotoxico sobre las células
malignas, mientras que la cirugia permite la raéacdel tumor (Alberts y col., 1994). La
erradicacion total de un cancer diseminado regiifteil, puesto que constantemente se
seleccionan subpoblaciones con ventajas adaptajivagoseen la facultad de resistir al
tratamiento, por lo tanto, la resistencia a lositos antineoplasicos limita la eficacia de

estos agentes, y por consiguiente el resultado émcaso terapéutico.

Estas subpoblaciones celulares pueden selecciopars#os mecanismos distintos
entre si; se ha observado que algunos tumoressporgen a los farmacos (resistencia
primaria 0 innata), mientras que otros que inc@&ite son sensibles al tratamiento,
eventualmente pueden desarrollar resistencia fgesia secundaria o adquirida) (Arvelo y
col., 2000). Esto se debe principalmente, a quégogeneral, cada farmaco tiene un blanco
de accion especifico sobre la célula tumoral (menagia), lo que hace que la eliminacion
de las células tumorales en un tumor sea limitadbreviviendo células que se hacen
resistentes al tratamiento o que no se vean ateiaar el mismo. Por ello, hoy en dia el
gran aporte de la quimioterapia en la lucha coeltigancer viene dado por la basqueda de
tratamientos que no sean generalizados para cpdadé tumor, sino que se disefian
cocteles de farmacos (politerapia o multiterapit medida de la caracterizacién genética
de cada tumor, para que de esta manera los coeigigisen la mayor proporcion de
células cancerosas. A su vez, para que estasaerppedan tener una alta efectividad se
tienen que tener en cuenta las variaciones farneaétigas, segun los diferentes pacientes,
es decir el mismo farmaco no actla igualmente simths personas con un tumor similar
(Salazar, 2008), y también la farmacogendmica quecapa de la respuesta al tratamiento
segun las alteraciones moleculares del tumor (krcas., 2007).
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1.5.- Farmacos utilizados en la terapia contra elancer de mama

Actualmente los tratamientos quimioterapéuticos treorel cancer de mama
involucran un sin fin de farmacos con diferenteslasode accion, entre los que tenemos:
farmacos citotoxicos que destruyen la célula tuiratarando el ADN o los microtubulos,

y los farmacos citostaticos que actian sobre las de sefalizacion intracelular, la
induccién de apoptésis, la alteracidon de la angiegis o por interaccion celular (Allevato,
2008). Entre los farmacos con modo de accion oitodd de primera linea en los
tratamientos quimioterapéuticos contra el cancemdma ya sea como agentes simples o

en combinaciones se tienen al Taxol (Paclitaxéd) emcitabina (Gemzar).

1.5.1.- Farmacos Antitumorales
1.5.1.1.- TAXOL (Paclitaxel)

El Taxol es un producto de origen natural que p@sswidad antitumoral. Mas
especificamente es un diterpenoide, es decir, uabmoio secundario de varias especies
del géneraraxus familia Taxaceae) (Guo y Wang, 2008), el cual $eeab por un proceso
de biosintesis natural de fermentacion. El nomhriengo para el paclitaxel e, 20-
Epoxi-1,21,4,73,108, 13u-hexahidroxitax-11-eno-9-ona 4,10-diacetato 2-batwd 3.éster

con (2R,3S)-N benzoil-3-fenilisoserina. Su formedaructural se muestra en la Fig. 4.

Fig. 3.- Estructura Quimica del TAXOL (Paclitaxel). Tomadmodificado de:
(http://biotech.icmb.utexas.edu/botany/tax.html)
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El Taxol fue el primer taxano que mostré actividad el cancer de mama. La
introduccion del mismo en los tratamientos de cadeemama metastasico ha mostrado
resultados satisfactorios. Este farmaco es un aggm posee un mecanismo citotoxico
unico de promover el ensamblaje de los microtibalgsartir de dimeros tubulinicos y
estabiliza a los mismos para prevenir su despadion@n (Fig. 4) (Lau y col., 1999), es
decir, el Taxol se une a los microtibulos (en dfipeca la sub-unidad d@-tubulina)
impidiendo la despolimeracion de los mismos blogdeael proceso mitético. Esta
interrupcion en la dinamica de los microtubulogetet irreversiblemente y posteriormente

elimina a las células en las fases G2 y M del aelalar (Miller y Sledge, 1999).

Moléculas de Taxol

Microtiibulo
Dimeros o
libres de Taxol - enlazado Estabilizacion del
Tubulina con los dimeros de microtiubulo

tubulina

Fig. 4.-Mecanismo de accion del Taxol. Tomado y modificddo
(http://www.staff.ncl.ac.uk/i.r.hardcastle/antibast html)
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1.5.1.2.- Gemcitabina (GEMZAR)

La Gemcitabina es un antimetabolito que actia camanalogo de la pirimidina, el
cual es incorporado en el ADN de la célula quenseientra en division celular causando la
muerte celular (Plunkett y col., 1995a). El nomlg@imico para la Gemcitabina es
4-amino-1-[3,3-Difluoro-4-hidroxi-5-(hidroximetilyetrahidrofurano-2-il]-1H—pyrimidin-2-
ona. Su estructura quimica se muestra en la Fig. 5.

NH,
§
HO ofN O
OH F

Fig. 5.-Estructura quimica de la Gemcitabina. Tomado de
http://www.cancerquest.org/images/Drugs/gemcitabihe

La Gemcitabina es uno de los agentes mas prometegara el tratamiento de
tumores solidos. Este farmaco presenta una exeetmividad como agente simple y en
terapias combinadas contra varios tumores reseserdomo por ejemplo el cancer
pancreatico. El amplio espectro de este farmacoresolarios tumores se debe
principalmente a la presencia de multiples mecapgsde accion (Plunkett y col., 1995b).
La Gemcitabina es metabolizada intracelularmenteidedsidos disfosfato y trisfosfato,
siendo su transporte (a través de la membranaaceloiediado por el transportador
facilitado de nucleodsidos (Heinemann y col., 1988)steriormente, es fosforilada a su
mononucledtido por la deoxicitidina kinasa y pornlacledtido kinasa a su metabolito
activo, gemcitabina trifosfato (dFACTPJArnér y Eriksson, 1995). Este metabolito se
incorpora en el ADN y es capaz de generar la iolibi de su sintesis (mediante la
inhibicion de la ribonucleétido reductasa, y pomgetencia con otros nucledsidos en la
incorporacion al ADN) (Heinemann y col., 1988; Hgancol., 1991; Ruiz van Haperen y
col., 1996; Plunkett y col., 1995b).
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Adicionalmente, se ha encontrado que la Gemcitgtireale incorporarse dentro del
ARN (Ruiz van Haperen y col., 1993) induciendopaosis (Huang y Plunkett, 1992).

Evidentemente la quimioterapia como el tratamien&s ampliamente utilizado en
la lucha contra del cancer justifica el mayor efagor encontrar nuevos compuestos que
de alguna manera detengan la multiplicacién decédslas tumorales, y ademas sean
selectivos, es decir, que eliminen las células tatee causando el menor dafio al tejido

normal.

1.6.- Estudios farmacoldgicos aplicados en el defcimiento de nuevos farmacos

En concordancia con lo anteriormente expuesto,investigacion de nuevos
productos naturales o sintéticos se ha convertidogresivamente en un campo
interdisciplinario que comprende areas tan diversaso la botanica, bioquimica,
medicina, toxicologia, nutricion, ecologia, farmiagba, biologia celular, molecular, entre
otras (Malone, 1978).

Por lo tanto, se ha hecho necesario establecemtwcplo que permita realizar un
estudio exhaustivo hasta su utilizacion en el paejepor lo que se requieren diferentes
tipos de estudios desde el punto de vista etnoloorfitoquimicos, farmacoldgicos y su
posterior validacion clinica. Segun Arvelo y coledmores (2008), la investigacion de un

farmaco de origen natural o sintético debe segaisiguientes pasos:

1) Investigacion etnoboténica

2) Screening farmacoldgico

3) Extraccioén, purificacion y evaluacién farmacologica
4) Determinacion estructural

5) Sintesis y modificacion estructural

6) Mecanismo de accion

7) Evaluacion toxicologica

8) Evaluacion clinica
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Una parte de estos estudios se realizan en anirdalesxperimentacion u otros
modelos experimentales (como por ejemplo cultivelilares), y otra en el hombre.
Precisamente, la farmacologia es la rama de laxiae médicas que dispone de las
técnicas y meétodos para demostrar cientificament wpa sustancia tiene actividad
farmacoldgica y si posee efectos indeseables bidesrgpara el hombre (Furones, 2002).

Estos estudios farmacoldgicos presentan dos fasestddio principalmente:

» La farmacologia Preclinica o basicala cual consiste en el estudio del efecto y la

toxicidad en animales de experimentacion u otroetmd/a sea realizado vitro o
in vivo.

» La farmacologia clinica la cual comprende todos aquellos estudios remgzan

los seres humanos.

Dado a que el modelo seleccionado para este trabagistio de cultivos celulares
en condicionesn vitro, se hara especial énfasis en la descripcion dartaacologia
preclinica o basica. Esta fase de estudio se pdieddr en dos disefios experimentales,
siendo el mas importante y de relevancia paratesgtajo el denominado con8creening
0 Tamizaje Este disefio experimental consiste en la deteabnna determinada accién
farmacoldgica o cualquier actividad biol6gica decompuesto nuevo, por ello se considera
como una técnicaualitativa. A su vez, dentro de la técnica de Screeningaxidbs tipos
fundamentales de metodologias, denominadas Scegeditigido y a ciegas. El Screening
dirigido permite hallar una determinada accion facoidgica en uno o varios compuestos.

El Screening a ciegas realiza la pesquisa de restigctividades bioldgicas que pudieran
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estar presentes en uno o varios compuestos pargasrhacia la accion a la que se van a

dirigir los estudios posteriores. (Furones, 2002).

Por otro lado, al querer evaluar los efectos @dobs de nuevos compuestos
naturales o sintéticos en condiciongsvitro o in vivo se debe trabajar con el segundo
modelo experimental que envuelve a la farmacolbg&icajos bioensayosdado a que los
mismos constituyen una de las técnicas mas emplesdia farmacologia. No son mas que
un procedimiento biolégico que permite valorar felce y la potencia de un compuesto,
con el objetivo de garantizar la uniformidad de ébsctos que se deben obtener con su

administracion, por lo tanto se define como un eh@twantitativo (Furones, 2002).

1.6.1.- Curvas Dosis — respuesta

Otro de los medios comUnmente utilizados para estlal actividad farmacoldgica
de algun compuesto son las curvas dosis-respuegtaag D-R), las cuales permiten
cuantificar o estimar el efecto de una dosis dgdes dan la medida de la magnitud de la
actividad del compuesto investigado en una dodisrmiénada. Generalmente las curvas
D-R son de forma sigmoidal cuando el eje de lasisés expresa el logaritmo de la dosis

(concentracién) y tienen cuatro variables caragtieds (Goodman y Gilman, 1996)

(Fig. 6).
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1.

Pendiente:corresponde a la parte central (zona lineal) deitea D-R y expresa la
variacion de los efectos del farmaco entre la dasisina, la umbral y la que
produce el efecto maximo. De cierta forma carazgefa union al receptor del

medicamento o compuesto evaluado.

Potencia: viene indicada por la localizacion de la curva -Rivel del eje de las
abscisas, es decir, representa la actividad delafi@ por unidad de peso (ug, mg,
gr., etc.). En este trabajo la potencia se expresaunidades de pg/mL,
representando las concentraciones inhibitorias $0%) de cada compuesto, es
decir, a menor potencia farmacoldgica mayor aciyiditotoxica en términos de

Clso. El caso contrario ocurre cuando se obtiene mpgtamcia farmacoldgica.

Eficacia_méaxima: indica el efecto maximo que puede obtenerse medikn

administracion de un determinado farmaco, defiroéedpara este trabajo la
eficacia médxima, como aquel porcentaje de citotdait obtenido para la maxima
concentracion utilizada en el ensayo (por ejempd® pug/mL para cada uno de los

compuestos y farmacos evaluados).

Variabilidad biolégica: es la aparicion de diferencias en la magnitud de u

respuesta farmacologica al aplicar iguales dosiardenedicamento en individuos
diferentes de una poblacion (Solo véalido en estugiceclinicosin vivo o en

estudios clinicos).
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Magnitud
respuesta

A

Eficacia
Variabilidad
biol gica

Potencia

>

Logaritmo dosis

Fig. 6.- Principales caracteristicas en una curva representde la relacion
logaritmo de la dosis vs. respuesta. Tomado y nwadido de Goodman y Gilman,
1996.

2.- ANTECEDENTES

2.1.- Extractos de Plantas Medicinales en la Terapicontra el Cancer

A lo largo de la historia, los humanos han utilzdds plantas como agentes
medicinales. Existen innumerables datos sobreelasplantas con fines ethomédicos en
variadas formas, los cuales han sido utilizado®ledesarrollo de férmulas quimicas y
farmacos, contribuyendo sustancialmente al desardal nuevos farmacos (Gran y col.,
2000). Sin embargo hay pocos reportes acerca del des plantas como agentes
antitumorales (Ruffa y col., 2002).
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Para contrarrestar esta carencia de agentes aotélea®s derivados de plantas, se
estan tomando en cuenta los usos etnofarmacologicpatologias tales como inflamacion,
enfermedades parasitarias y virales, dado a quaikasas reflejan estadios similares a la
enfermedad del cancer y pueden ser de relevanaia@rakento de considerar nuevas dianas
terapéuticas (Popoca y col., 1998). La naturalez@rbvisto gran cantidad de principios
activos de uso corriente y efectivo contra el caralgunos derivados de microorganismos
como la Doxorubicina y otros de plantas como esasb de la Vinblastina, Irinotecan,
Topotecan, Vincristina, Taxanos, Etopéxidos, eéRuffa y col., 2002; Cragg y Newman.,
1999).

El potencial terapéutico de los farmacos antitutesralerivados de las plantas
puede deberse a una variedad de mecanismos, poplejeinduciendo muerte por
apoptosis, como molécula antiangiogénica, inhil@date proteasas, inmunomoduladores,

anti-inflamatorios (Hidalgo y Eckhart, 2001).

2.2.- Quinolinas y derivados en la Terapia contral€Cancer

En estos Ultimos afios, se han sintetizado una gaamtidad de derivados de
quinolinas en todo el mundo, cerca de 71.720 dosale investigacion que involucran sus
usos biologicos pueden encontrarse en PubMed déS888 hasta nuestros dias,

obteniéndose diversos reportes en cuanto a aad®sdeontra diversos tipos de canceres.

Especificamente, las Tetrahidroquinolinas derivadasmforman una importante
clase de compuestos naturales o sintéticos que n@strado un amplio rango de
actividades biologicas, entre las que se incluyentimalarica (Jacquemond-
Collet y col., 2002), antitumoral (Wallace y c@Q03), antioxidante (Dorey y col., 2000) y
antimicobacterial (Vangapandu y col., 2004; Mongeol, 2004). Por otra parte, diversas
moléculas de quinolinas polifuncionales han sid@adas como potenciales agentes

anticancerigenos (Khan, 2007), exhibiendo actividadmacolégica como agentes
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anti-angiogénicos sobre células de cancer de padgtsaacs y col.,, 2006) y como
inhibidores de telomerasas en células humanasiCapol., 2000)

Por todo lo anteriormente expuesto, en este tragmjbe particular interés explorar
la fase de estudio preclinico por medio de un nwdelScreening dirigido, de la actividad
citotoxica del grupo de las 2,4-diaril-tetrahidromplinas sustituidas, que son analogos
sintéticos de las tetrahidroquinolinas; una clasél¢heterociclos presentes en la naturaleza
como productos del metabolismo secundario de aAdicionalmente, se evaluaron los
efectos de la sustitucion de diferentes gruposidmates como nitro, nitrilo, amino e
hidroxilo en zonas especificas de las moléculagrigen sintético sobre un modetovitro

de cancer de mama humano.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General

En el presente trabajo se plantea como objetivergérvaluar el posible efecto
citotoxico de los derivados sintéticos pertenee®mt grupo 2,4-diaril-tetrahidroquinolinas

sustituidas sobre lineas celulares de cancer deainariiro.

3.2.- Objetivos Especificos

Determinar el efecto citotdéxico de derivados siotét pertenecientes al grupo 2,4-

diaril-tetrahidroquinolinas sustituidas en lineatutares de cancer de mama MCF-7

y SKBRS3.

Determinar el efecto citotoxico de los farmacos Gigabina y Paclitaxel utilizadas en

la clinica para el tratamiento de pacientes cocerage mama, en las lineas celulares

MCF-7 y SKBR3.

Evaluar el efecto citotoxico de la combinacion dge 2,4-diaril-tetrahidroquinolinas

sustituidas y los farmacos Gemcitabina y Paclitaéxelas lineas celulares de cancer

de mama MCF-7 y SKBR3.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Lineas Celulares

v MCF-7: (Gentilmente donada por la Dr. Marie France Poupostituto Curie,
Paris-Francia). La linea celular MCF-7 expresa @eana, receptor para el factor
de crecimiento epidermal, receptor de estrogencegeptor de progesterona.
Ademas, carecen de la expresion de factores bagiaos el crecimiento de
fibroblastos, muchas de las matrices de las metatiegsas y vimentina (University
of Texas, M.D. Anderson Cancer Center - Breast@&afhine database, 2008).
Adicionalmente, la linea celular MCF-7 expresa ipo tsalvaje del gen p53
(Blagosklonny y col., 1995; Kastan y col., 1992pnesenta niveles fisiologicos de
la oncoproteina HER2/neu (Vazquez y col., 2007).

v' SKBR3: (Gentiimente donada Por el Dr. Manuel Rieber fosti de
Investigaciones Cientificas (IVIC)). La linea celul SKBR3 no expresa
E-cadherina, receptor de estrégeno y receptoragepterona y vimentina. Por otro
lado, expresa catepsina D, factor de crecimientodeemal y la oncoproteina
HER2/neu se encuentra sobreexpresada (Universityemhs, M.D. Anderson
Cancer Center - Breast cancer line database, 2808phntrario de la linea celular
MCF-7, las células SKBR3 llevan una delecién en dados alelos del gen p53 y
una mutacion puntual en el aminoacido 175 del alegtante, esto codifica una
proteina p53 no funcional que genera un enlacecturfso en la secuencia
especifica del ADN. (Blagosklonny, 1995; Kovach.cb991).

Las lineas celulares MCF-7, SKBR3 y los cultivosmarrios de fibroblastos

dérmicos fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCQ)plsmentado con 10% de suero

fetal bovino inactivado (Gibco), 1% de glutamingg fienicilina/estreptomicina.
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Tanto las lineas celulares como los cultivos priosade fibroblastos dérmicos
fueron mantenidos en una estufa a 37°C, y una &mdde 5% de CO2 y 90% de

humedad.

4.2.- Derivados sintéticos

El grupo de compuestos quimicos fueron sintetizaaggartir de un compuesto
fenilpropano denominadimansIsoeugenol §), el cual es una sustancia natural aislada por
lo general de plantas de Clavos de Oudenia caryophyllatay Canela Cinnamomum
verum),y que es caracterizada por la presencia de ulo amdmatico unido a una cadena
de 3 carbonos, siendo un derivado biosintético atéllo shikimico (Martinez, 2003).
Partiendo de esta estructura, se realizaron raaxide cicloadicion imino Diels-Alder
(reaccion de Povarov) utilizando anilinago-sustituidas 1a-d) y benzaldehidos2@-c)
para obtener un compuesto que fue denominado copedi&il-3-metil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolinas (2,4-Dar-THQs) (Fig. 7 ). Ept®ceso de cicloadicion fue altamente
selectivo, suministrando nueve isomeros que fustmtancias solidas y estables luego de
una purificacion cromatogréfica (Comunicacion peadalel Dr. Vladimir V. Kouznetsov,
Laboratorio de Quimica Orgéanica y Biomolecular @éscuela de Quimica - Universidad
Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia3. nueve isébmeros obtenidos, fueron

gentilmente donados por el Dr. Vladimir V. Kouzioetpara la realizacion de este estudio.

R1 R2
NH, 7
+ Me OGN

20 mol % BF3OEt:
= 3 2
1a-d 2a-c
MeCN, 60 °C
10-14 h
OMe
OH 3

Fig. 7.-Preparacion directa de 2,4-diaril-3-metil-1,2,&t#dhidroquinolinas (2,4-DAr-THQs). Esquema
suministrado por el DMladimir V. Kouznetsov
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Para fines practicos estos compuestos se denomin®&M5 @), DM1 (5),
DM6 (6), DM8 (7), DM7 (8), DM12 (9), DM13 (10), DM9 (11) y DM15 (12) y sus
propiedades fisicas son mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1.- Propiedades fisicas del grupo 2,4-DAr-THQs

Grupos
2,4-DAr- funci_on.ales Formula PL.JTI'[O de Peso Log P*
THQs sustituidos Molecular | fusiéon (°C)| Molecular
Ry R
I(Sl())gjg:nol / / CaoHidO2 -10 164,2 /
DM5 (4) H H Ca3H23NO, 173-174 345,43 4.88
DM1 (5) NO, H CosH22N204 204-205 390,43 5.27
DM6 (6) CN H Co4H2oN20, 219-220 370,42 5.01
DM8 (7) NH> H CooH2oN202 237-238 360 4.60
DM7 (8) NO, p-OH GaH22N20; 138-141 406,43 4.93
DM12 (9) NO, 0-NG, | Cu3H21N30s 191-192 435,43 5.01
DM13 (10) NO, P-NO, | Cu3H21N30s 201-202 435,43 4.24
DM9(11) | CN | p-OH| GaHxN,O; | 224-225 | 386,42 4.68
DM15(12) | CN | p-NO» | CoHxuNzOs | 248-249 | 415.43 4.76

[ Compuesto seleccionado como patrd@tado a que las sustituciones de atomos de hidodge las
posiciones de Ry R, de la molécula de 2,4-DAr-THQ la hacen neutra @minos de efectos
inductivos electron-atrayente o electrén-dador.

* Log P corresponde al coeficiente de particion, el midk la lipofilia de la molécula y permite definir
con que facilidad atravesard las membranas biaégidlientras mas grande este valor, mayor
capacidad tendra esa molécula de difundir por E®ionanas lipidicas.
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4.3.- Ensayo de citotoxicidad y proliferacion celalr

La determinacion de la citotoxicidad de los compaeslisueltos en DMSO se
realizé a las concentraciones siguientes: 0, 15525, 50, 80 y 100 pug/mL a través del
ensayo del MTT.Este método se basa en la reduccibn metabdlicaBaehuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (réaada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa) a un compuesto colorablocolor fucsia (formazéan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocaallde las células tratadas. Este método
ha sido muy utilizado para medir supervivencia glifaracion celular. La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de &zé@n presente (Mosmann, 1983).

e Para la determinacién de la actividad citotoxicalake compuestos sintéticos se

procedio de la siguiente manera:

Se utilizaron placas de 96 pozos en los cualegemdraron 5000 células por pozo en un
volumen de 50 pL de medio de cultivo. Las placasheebaron a 37°C y 5 % de €O
durante 24 horas para permitir la adherencia decdhdas, y luego de este periodo de
incubacion se prepararon las diluciones de los cestps. Luego de afiadir las diluciones
de los productos a las células, estas se inculimjoncondiciones de 37°C y 5 % de £O
durante 72 horas. Transcurrido el periodo de incidba se descarté el medio con los
productos y seguidamente se afadieron dlo@e MTT (0,4 mg/mL); se incubo por 3
horas a 37°C para permitir la formacion de cristatee formazan; se eliming el
sobrenadante y finalmente se agregé 100de DMSO por pozo con la finalidad de
disolver los cristales de formazan. Por ultimoles® la densidad Optica de los pozos a una

longitud de onda de 570 nm ([96) en un espectofotometro.
Se establecié un porcentaje de citotoxicidad (%&€a fia relacion entre las células

control y las tratadas, con la finalidad de obtezigvorcentaje de células afectadas por el

tratamiento. Esto se calculé a partir de la sigeiecuacion:
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) _ o DOsyo células tratadas
Porcentaje de Citotoxicidad (%C) 4 — _ x 100
DOs7o células control

Cada ensayo se realizd por triplicado, con suseptisps controlesel negativo
consistio en el solvente DMSO utilizado a una catregion de 1%, ya que, por encima de
este valor se hace toxico para los cultirositro (Rowley y Anderson, 1993; Goldman y
col.,, 1987), ylos positivos son productos con una actividad antitumoral cm@c
Adriamicina, Taxol y Gemcitabina. La concentracighibitoria 50 (C¥o), fue calculada
con un intervalo de confianza del 95% medianterageesion no lineal, usando para ello el
software GRAPHPAD PRISM (Intuitive Software for &ace, San Diego, CA, USA).
Ademas, una vez calculadas lagyGk preciso el indice de selectividad de los conipses
sintéticos, definido como la relacion de citotodan entre células normales y células
cancerosas: GJ (Fibroblastos dérmicos)/ &l (linea tumoral); el cual es 1 cuando la
citotoxicidad para las células tumorales supera eitbtoxicidad en las células normales
(Callacondo y col., 2008).

Los valores de comparacionsglse realizaron sobre la base de la inhibicién del

50% de la poblacion celular en estudio (Alzamocaly, 2007)

4.4 .- Curvas de Crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron de la sigeimanera: las diferentes lineas
celulares tumorales y cultivos primarios de fibesbdbs mantenidos en cultivo fueron
disociados con Tripsina—EDTA, seguidamente se ifegéiron a 2400 RPMI durante 8 a
10 minutos y luego se resuspendieron en medio ltleacsuplementado (10 % de SFB, 1%
de penicilina/estreptomicina y 1% de glutamina) s&mbraron 3xI0células en placas de
6 pozos y se incubaron con los compuestos obtemidda sintesis a una concentracion
(ug/mL) que equivale a la concentracion obteniddae@k, para cada compuesto. Los
periodos de incubacion seleccionados fueron del2472 y 96 horas. Una vez cumplido

cada periodo de 24 horas, se desprendieron lagg&on una solucion de Tripsina-EDTA
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y se procedid a realizar un ensayo de viabilidddlae utilizando para ello Azul de
Tripano.

Las curvas de crecimiento se representaron mediamtgrafico XY, donde se
tienen como variables la Viabilidad Celular (Céuagables/mL) vs. Tiempo de incubacién

(Horas). Como controles negativos se utilizaronleglno tratadas.

Por otra parte, se realizaron las representacign&icas de las curvas dosis-
respuesta para los compuestos seleccionados, cbnalmlad de cuantificar y evaluar
ciertos parametros de importancia farmacolégicach®irepresentaciones se obtienen
mediante un grafico XY, donde se tienen como véegalel % de Citotoxicidad vs.
Log (Concentracion de los compuestos).

4.5.- Combinacién (Productos sintéticos + Farmacadsntitumorales)

Una vez determinados los valores deo(Qdara cada uno de los compuestos
guimicos evaluados (Grupo 2,4-diaril-tetrahidroglimas sustituidas y farmacos
antitumorales) en cada una de las lineas celulatdgadas (MCF-7, SKRB3 vy
Fibroblastos dérmicos), se procedid a realizar dambinaciones de compuestos y

farmacos.

El protocolo a seguir fue el propuesto por Chowofaboradores (1984) y
Chou (1991) el cual, es definido corétodo de indice de CombinacigNl.l.C.). Este
método tiene como base ecuaciones matematicas otigeses se derivan de las usadas en
los modelos de cinética enzimética. El esquema uasip para este experimento se
presenta a continuacion (Fig.8) y el mismo se zéatediante diluciones seriadas de una
mezcla (compuesto sintético + farmaco antitumoral).
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]

| . ™

! Concentraciones a utilizar en la
! evaluacion de las combinaciones
|
1
1

0.25-—> X (0,25) g/mL

0.5——> X (0,5) pgimL

Clso (farmaco) : e 1 —'—> X (1) pg/mL
Clso (2,4-DAr-THQ) 2 ——> X (2) pgimL §
4 ——> X (4) pgimL

Fig. 8.- Esquema de la obtencion de las concentracionebzampara la evaluacién de las combinaciones de
los farmacos con las 2,4-DAr-THQs, basado en elfdixperimental propuesto por Chou en 1991.

Se escogié este disefio experimental ya que Cho@l)1® recomienda para
estudios preclinicos o para las etapas tempranakestudio de farmacos. Para este disefio,
se tom6 como premisa el cociente de los valoretasleCky obtenidos tanto para los
farmacos antitumorales como para los compuestos de origemtétigios
(Clsp farmaco / G 2,4-DAr-THQ), de modo que las contribuciones de éfsctos
citotoxicos de cada compuesto en la combinaciérsefueiguales, es decir, cada
combinacién se realiz6 con una proporciéon 1:1. tescentraciones a las cuales se
evaluaron cada una de las combinaciones realizamaste trabajo son mostradas en el
Anexo 3.

Los ensayos de combinacién se realizaron mediantédma metodologia aplicada
para los ensayos de citotoxicidad y proliferaciélular, y una vez que se leyeron las placas
de 96 pozos en el espectofotometro, se procedifcalar el indice de citotoxicidad que no
es mas que la misma relacion del Porcentaje deéoRitadad sin multiplicarlo por el factor
de 100.

DOs7¢ células tratadas
DOs7¢ células control

indice de Citotoxicidad =1 —
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Los analisis correspondientes a estos ensay@abearon utilizando dos softwares
estadisticos. Se utilizé el software GRAPHPAD PRIGMuitive Software for Science,
San Diego, CA, USA) para el célculo de lagoGlegun los pardmetros ya definidos con
anterioridad. Ademas, se trabajé con el softwama@syn (Chou y Martin, 2005), con el
cual se realizaron los célculos de los indices dml@nacion (IC) para establecer el grado
de sinergismo, antagonismo o aditividad de las @oacines. Cuando se obtienen valores
de IC <1, = 1y > 1 esto nos indica sinergismotiadad y antagonismo respectivamente.
Por otra parte, se pudo establecer en que gradoiatestas interacciones, para ello, se
utilizaron los rangos de IC propuestos por ChouaytM (2005) (ver Tabla 2)

Tabla 2.- Rangos de IC referidos para la seleccién de |ldomes de combinacion de
farmacos. Tomado y modificado de Chou y Martin,300

Rango del indice de Combinacion Descripcion

<01 Sinergismo muy fuerte
0,1-0,3 Sinergismo fuerte
0,3-0,7 Sinergismo
0,7-0,9 Sinergismo débil a moderado
0,90-11 Cercano a la aditividad
1,1-1,45 Antagonismo débil a moderado
1,45-3,3 Antagonismo

>3,3 Antagonismo fuerte a muy fuerte

Adicionalmente, se obtuvieron representacionesiogmfde las curvas Dosis-
respuesta e Isobologramas a un valor concentractihitoria del 50% (GJy), con los
cuales se evidencian las interacciones entre logpgestos de forma individual y en
combinacién con cada una de las lineas celularakiaas y los cultivos primarios de
fibroblastos.
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4.6.- NOTA

Para fines practicos, los compuestos sintéticoduadas en las curvas de
crecimiento, curvas dosis-respuesta y combinaciooedos farmacos antitumorales fueron

tres del grupo de tetrahidroquinolinas, siendaigdrio de seleccion el siguiente:

“Se tuvo siempre como referencia el compuesto pairBM5 @) y a partir
de la Cko que se obtuvo, se selecciond el compuesto comyamactividad
citotoxica (menor valor de &) y el compuesto con la menor actividad

citotoxica (mayor valor de GJ) para ambas lineas celulares”.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- EVALUACION CITOTOXICA DEL GRUPO 2,4-DAr-THQs:

En general, los efectos de los farmacos, denomas&ndomo tal toda molécula
guimica capaz de inducir efectos en un sistemad@imd (Velasco y col., 1996), son
consecuencia de su interaccion con componentesomalgculares del organismo; por
tanto, la afinidad que posea un medicamento y ai&lghuevo compuesto de origen
natural o sintético por su receptor y el grado ce&/idad intrinseca que posean, dependera
de su estructura quimica. En este trabajo se estudios efectos de las modificaciones
guimicas en los esqueletos de las moléculas 2,4IBYs @-12) en sus actividades
citotoxicas sobre las lineas celulares tumorales=MCSKBR3 y células no tumorales
utilizadas como células control (cultivo primarie @ibroblastos dérmicos humanos). La
citotoxicidadin vitro del grupo de compuestos 2,4-DAr-THQs es mostrada &abla 3 y
es comparada con la citotoxicidad inducida porfémsacos antitumorales Adriamicina,

Taxol y Gemcitabina utilizados como referencia.

Al analizar los resultados de la Tabla 3 se obseuwa todos los compuestos
presentan actividad citotoxica tanto en las linedalares tumorales como en las células
utilizadas como control; adicionalmente se puedéesxiar que esta actividad es mayor al
compararla con el compuesto precursor Isoeugeaod @l que se obtuvieron valores de
Clspde 19,86 ; 28,1y 29,66/mL en las lineas celulares MCF-7, SKBR3 y célalastrol
respectivamente, lo que refleja en general, un atonen la actividad de las moléculas
2,4-DAr-THQs hasta cuatro veces con respecto adBaula precursora. Esto lleva a
inferir que las reacciones de cicloadicion conciaales se genero el grupo 2,4-DAr-THQs
a partir del precursor fenilpropanoide (Isoeugepolyinaron moléculas mas activas (para
el caso especifico de efectos citotoxicos sobeatircelulares tumorales de mama) que su

precursor aislado de fuentes naturales.
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Resultados y Discusion

Tabla 3.- Valores de concentraciones inhibitorias 50%sd)Cobtenidos para cada una de las lineas tumorales d
cancer de mama utilizadas y células control. Légrea de G, se encuentran expresados en unidades de pg/mL.

Compuesto

Lineas celulares tumorales

Fibroblastos

Compuesto

Lineas celulares tumorales

& = o m o= o = o o= o om k= o m

Fibroblastos

MCF-7 SKBR3 P . MCF-7 SKBR3 . M
Dérmicos Dérmicos

17,52 +1,02] 22,20+1,11 16,77 1, 4,92 +1,00 6,77 £1,01 58,655 +1,22

301+1,4 2445+1,04 17,75+1,( 14,10 + 1,05 56,51 +1,58 19,33+1,46
13,13+1,03] 25,89+1,01 23,811, 24,67 £1,00 43,69+1,01 20,47 +1,01
30,81 +£1,000 25,77+1,00 19,12+1, 13,95 +1,02 10,55+1,02 21,191,385

* Los fibroblastos dérmicos (células control) séuskeron a

16,73 +1,02| 27.05+100 26,13+ 1,00 partir de un cultivo primario.

*%*

Para los valores de glen unidades uM, ver Anexo 1.
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Isoeugenol 19,86 £ 0,13 28,1+1,10 29,66% 3,75
Adriamicina 0,23 £ 0,50 0,52+0,8 0,77 £ 1,37
Taxol 0,14 + 0,08 1,03+1,18 0,50 + 1,86
Gemcitabing 0,03 £ 0,02 2,76 £ 1,54 1,29 £1,15

Cordell y colaboradores (1993), indican que seddnstituto Nacional del Cancer
de Estados Unidos (NCI, siglas en inglés) para @uecompuesto quimico aislado de
fuentes naturales tenga actividad citotoxica (éstuth vitro) o actividad antitumoral
(estudiosn vivo), y ademas pueda ser considerado como un potdaeiaco antitumoral,

los valores de actividad deben estar definidosidgguiente manera:

» Para extractos naturales el valor dey@ebe sex 20pg/mL.

» Para compuestos purificados, el valor dg @ébe sex 4 ug/mL.

Por lo tanto, dado a que los compuestos evaluadaste trabajo presentan una
molécula quimica de origen natural (Isoeugenol) @grecursor, y dado a que en este
estudio farmacolégico (Screening dirigido) se buesstablecer el rango de citotoxicidad de
estos compuestos sintéticos sobre células de cé@lecerama humano, se tomara como
valor limite para la definicion de citotoxicidad aiCkg < 20pg/mL. Por otra parte, es
importante resaltar que los resultados dg €h los Ultimos afios se vienen reportando en
unidades d@M, debido a que el peso molecular y por ende ehferde las moléculas por
lo general son diferentes entre si, trayendo consigportantes caracteristicas fisicas que
influyen en la difusion de estos compuesto a trale@das membranas celulares; por lo
tanto, en este trabajo se hara referencia a losresmlde Gh en estas unidades en

determinados puntos (Para resultados en unidaded,desr Anexo 1).
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De todos los compuestos evaluados, el DMAp presentd la mayor actividad

citotoxica sobre las dos lineas tumorales, presdotavalores de GJ en el rango de
4,92 a 6,7fg/mL, adicionalmente se puede evidenciar que &altelular MCF-7 mostro
(aunque en poca proporcion) mayor sensibilidadta esmpuesto en comparacion a la
linea celular SKR3. Con respecto a las célulasrobsé obtuvo una GJde 58,55ug/mL,
evidenciando una disminucion en la actividad ckm#® del compuest® hasta 10 veces,
con respecto a las lineas celulares tumorales.ndhses similar puede realizarse para el
compuesto DM15) cuyos valores de g oscilan entre 3,01 a 24,4f/mL, mostrando
una actividad 8 veces mayor para células MCF-7 amparacion con la linea celular
SKBR3.

En consecuencia, al comparar los resultados olatemdra las moléculds 6, 7, 8,
9, 10, 11 y 12 con la actividad mostrada por la molécula DM% geleccionada como
patron, se puede evidenciar que el aumento o digmdin en la actividad citotoxica se debe
en gran medida a los cambios de grupos funcioreldas posiciones 1y 2 de los anillos

Ay C en la molécula base (ver Fig. 7) y sobreual ®os referiremos mas adelante.

En cuanto a los compuestos que presentaron larraetiadad citotoxica de todo el
grupo 2,4-DAr-THQs, se pueden mencionar las moéécldM8 ) y DM9 (11) cuyos
valores de Gb oscilan en el rango de 25,77 a 30@&¥mL y 24,67 a 43,69.g9/mL
respectivamente, para los dos tipos celulares @le®restudiados. En base a estos
resultados, se puede deducir que la linea celu@F-¥l es méas sensible a la citotoxicidad
de los compuestos del 2,4-DAr-THQs, definiendostedile los nueve compuestdsy, 6,
8,9, 10y 12) como citotdxicos, siendo el que presenta la magtividad el compuesto
DM1 (5) con una G de 3,01 + 1,4ug/mL seguido del compuesto DM19) (con una
Clspde 4,92 + 1,0qg/mL. Para a la linea celular SKBR3, dos de losyawempuestos del
grupo 2,4-DAr-THQs se definen como citotoxicosndie estas las molécul&sy 12 con
Clsode 6,77 £ 1,01 y 10,55 * 1,Q@/mL respectivamente.
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Los resultados obtenidos en este trabajo parénaad celulares tumorales MCF-7 y

SKBR3 pueden compararse con varios compuestosigenanatural o sintético evaluados
por otros autores, y aunque estructuralmente estopuestos no presentan una semejanza
exacta con el grupo 2,4-DAr-THQs, son una muesg@esentativa de los estudios
realizados con moléculas de tetrahidroquinolinarneras celulares tumorales de cancer de
mama humano. Kemnitzer y colaboradores (2008), vidran por via de sintesis,
moléculas de tetrahidroquinolinas, las cuales ierdu apoptosis en células de la linea
T47D de cancer de mama con ung@e 5uM. Por otra parte, Wallace (2005) sintetiz6 u
grupo de tetrahidroquinolinas, las cuales mostraromango de actividad citotoxica entre
4,88uM a 5,87uM en la linea celular MCF-7. Estenmoisautor en el 2006, sintetizé otra
serie de moléculas de tetrahidroquinolinas derisatdeniendo valores desgén el rango
comprendido de 4,7uM y 9,89uM para la linea celWNsEF-7 (Wallace, 2006). Al
comparar estos valores con el resultado obtenido lpamolécula mas activa del grupo de
las 2,4-DAr-THQs sobre la linea celular MCF-7 (neol@5), puede observarse un valor de
7,71 uM (ver Anexo 1), el cual se encuentra muy cercatmsavalores obtenidos por los
investigadores mencionados.

Con respecto a los cultivos primarios de fibrofolasdérmicos, seis de las nueve
moléculas 4, 5, 7, 10, 11y 12) presentaron actividad citotoxica con respecto @ropuesto
por el NIC, pero es importante destacar que el c@sip9 presentd un valor de §lde
58,55 + 1,22uM, lo que se traduce en una disminucion en la igetd/ citotoxica de
aproximadamente 12 veces con respecto a la linglarc®CF-7 y de 9 veces con respecto
a la linea celular SKBR3. Un resultado muy simsl@robtuvo para los compuesth®, 6y
8 los cuales presentaron una disminucion en la detivicitotoxica importante en las
células control con respecto a la actividad obtermdra la linea celular MCF-7, lo que
corrobora la accién citotoxica selectiva de estaaulas sobre las células tumorales de
mama (MCF-7 o SKBR3) afectando lo menos posibisaélulas normales.

Estos resultados son alentadores, ya que si se acampcon moléculas de
tetrahidroquinolinas que fueron aisladas de plantdse Galipea officinalis
(Familia Rutacea) por Jacquemond-Collet y colabmesl en el 2002, éstas presentaron
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valores de Gb en el rango de 5,8 a 8,5 pg/mL en un estudiozagd con lineas celulares
de fibroblastos humanos. Esto quiere decir, quariakgculas del grupo 2,4-DAr-THQs
obtenidas por via de sintesis presentan menoidadiitotoxica, Gpen el rango de 16,77
a 58,55 pg/mL, sobre las células normales en canjgar con moléculas aisladas de
fuentes naturales.

No obstante, ninguno de los compuestos evaluadesemi® mayor actividad
citotoxica que los compuestos de referencia Adcaraj Taxol y Gemcitabina. Para el
caso del Taxol, estudios realizados por Merlirolalsoradores (2002) reportan valores de
Clso de 0,03 pM y 0,10 uM para las lineas celulares MCQF SKBR3, los cuales al
compararlos con los resultados obtenidos presenggor actividad citotdxica (ver Anexo
1), lo que lleva a pensar que las lineas celular@®rales utilizadas en este trabajo son
menos sensibles a estos farmacos. Por otra patteji@s realizados por Nagourney en
2001 utilizando analisiex vivq es decir, cultivos primarios de biopsias de umausélido
de mama, determind valores de{le 9,84 y 293,67iM para tratamientos con Taxol y
Gemcitabina respectivamente. En comparacion comelmgltados obtenidos en las lineas
celulares evaluadas, los valores tados por Nagourney son mas elevados,
debido a que al trabajar con células tumoralesoadicion de cultivos primarios se tiene
una mayor heterogeneidad en los estadios celuaad&ionalmente se pueden tener otros
tipos celulares (fibroblastos por ejemplo), portdmto, en estos cultivos se presentaran
distintos grados de sensibilidad a la accion ciiotd de los farmacos, con lo cual se

pueden obtener registros mas elevados gg Cl

Para el compuesto de referencia Adriamicina, essudializados por Schuurhuis y
colaboradores (1993) reportan valores dg, @é 0,19uM para la linea celular MCF-7,
valor que se encuentra al igual que en caso debl jala Gemcitabina por debajo de los
resultados obtenidos en este estudigy€D,40uM), por lo que se podria seguir afirmando
gue los modelos celulares utilizados en este estadn menos quimiosensibles a la accion
de estos farmacos en comparacion con las lineaslamd utilizadas por otros
investigadores.
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5.2.- INDICES DE SELECTIVIDAD:

Otro de los aspectos evaluados en este trabajtafabtencion de los indices de
selectividad, los cuales ya se definieron comoelacién de citotoxicidad entre células
normales y células cancerosas:sC[(Fibroblastos dérmicos)/ €l (linea tumoral)
(Callacondo y col., 2008). Los valores obtenidos swstrados en la Tabla 4, y en los
mismos se puede ver que para la linea celular M@Fgran mayoria de las moléculas del
grupo 2,4-DAr-THQs presentan una alta selectividadsu accion citotoxica, dado a que
sus indices son mayores a 1, siendo la actividhdatepuestdd hasta 11,9 veces mas
citotoxica sobre las células tumorales de la |iM@F-7 con respecto a las células
normales. Para el caso de linea celular SKBR3 sietlos nueve compuestos sintéticos
presenta indices por debajo de 1, lo que indicanmgor actividad citotoxica en las células
normales en comparacion con las células tumorBks. puede deberse a la caracteristica
intrinseca que poseen estas células, ya que, cadifina proteina p53 no funcional
(Blagosklonny y col., 1995; Kovach y col., 1991)ecal parecer, genera un efecto directo
positivo sobre la proliferacion celular (CossmanSghlegel, 1991), causando que la
actividad citotoxica en las células tumorales seman que en los cultivos primarios de

fibroblastos.

Adicionalmente, si tomamos los indices de citatiobdd de los compuestos mas
activos del grupo de tetrahidroquinolinas paralilesas celulares MCF-7 y SKBR3 y los
comparamos con los indices obtenidos para los tarsnde referencia, se evidencia que
tanto el compuestd como el9 presentan una actividad citotoxica mas selectara fas
células tumorales, con respecto a los farmacosfdeencia Adriamicina, Taxol; por lo que
estos nuevos compuestos poseen un mayor margegulesd en cuanto a su toxicidad en
células normales, aunque tienen que realizarseliestadicionales en modelds vivo y

posteriormente su validacion clinica.
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Tabla 4.- Valores de indices de selectividad obtenidos phgaupo de moléculas 2,4-
diaril-tetrahidroquinolinas y farmacos comercialgizadas en clinica para pacientes

con cancer de mama.

indice de selectividad
Compuesto

MCF-7 SKBR3
(4) DM5 2,23 0,75
(5) DM1 5,89 0,72
(6) DM6 1,81 0,92
(7) DM8 0,62 0,74
(8) DM7 1,56 0,96
(9) DM12 11,9 8,64
(10) DM13 1,37 0,34
(11) DM9 0,82 0,46
(12) DM15 1,52 2,00
Isoeugenol 1,49 1,41
Adriamicina 3,34 1,48
TAXOL 3,57 0,48
GEMZAR 43,0 0,47
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5.3.- CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS Y RELACION EST RUCTURA-
ACTIVIDAD DEL GRUPO 2,4-DAr-THQs:

Como se mencioné con anterioridad, las diferend@scitotoxicidad entre los
compuestos evaluados podria explicarse tomandaemtaque su actividad intrinseca y la
afinidad que tienen éstos por su receptor especifienen estrecha relacién con su
estructura quimica. Esta relacion es muy rigurosaalquier modificacién de la molécula
puede afectar los efectos farmacoldgicos de lasnasis Para el caso especifico de las
moléculas pertenecientes al grupo 2,4-DAr-THQshae podido establecer diferencias
estructurales, a partir de las cuales se puedesr Haducciones en cuanto al estudio de su
relacion estructura quimica-actividad biologicas ldiferencias estructurales encontradas
en este grupo de moléculas vienen dadas por eb gladustitucion y el volumen de los
sustituyentes en las posiciones YRR, de la molécula base (ver Fig.7). Los compuestos
evaluados se pueden agrupar en tres conjuntosemtiés; los cuales se describen a

continuacion:

v El primer grupo incluye a las moléculds5, 6 y 7 y se caracteriza por la
sustitucion de diversos grupos quimicos en la psit del anillo Ade la
molécula base del grupo 2,4-DAr-THQs manteniendmpre fijo un atomo

de hidrégeno en la posicion 2 del anillo C.

v El segundo grupo contiene a las moléc@ad y 10 caracterizandose por la
sustitucion de diversos grupos quimicos en la posi2 del anillo Cde la
molécula base del grupo 2,4-DAr-THQs, mantenienemgre fijo un grupo
nitro (NO;) en la posicion 1 del anillo A

v El tercer y ultimo grupo incluye a las moléculdsy 12 caracterizandose por
la sustitucion de diversos grupos quimicos en fagam 2 del anillo C de la
molécula base del grupo 2,4-DAr-THQs, mantenienemgre fijo un grupo
nitrilo o ciano (CN) en la posicion 1 del anillo A.
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En la primera serie de compuestos es evidente \@rseue la diferencia

estructural se encuentra relacionada con el gruptitsyente de la posicion 1 del anillo
A en el esqueleto quimico (ver Tabla 1), que pampuesto DM54) es un atomo de
hidrogeno y por tal motivo se le seleccioné comdéada de referencia a patron.
Al cambiar el atomo de hidrégeno de la posiciérellasillo A por un grupo nitro5) se
observa una disminucién en la potencia farmacofodiaumento en la actividad
citotoxica) de ésta molécula en la linea celularAMICy células control (Fig. 9a y 11a).
Especificamente, para la linea celular MCF-7 elentmde la actividad fue de casi tres
veces con respecto a la molécula pat®n o obstante, la disminucion en la potencia
farmacoldgica del compuesbocomprometio la efectividad maxima, disminuyendaign
6% en comparacion con la efectividad maxima obtempdra el compuesto patrén
(Ver %C en el Anexo 2). Por otro lado, al sustialiftomo de hidrégeno de la posicion 1
del anillo A de la molécula patréd)(por un compuesto cian6)(y amino ) es posible
observar un aumento en la potencia en ambos cotogussbre las lineas tumorales y
células control, que para el caso especifico dapeesto/ fue de casi cuatro veces en la
linea celular MCF-7 y de aproximadamente dos vgaea la linea celular SKBR3;
aunque en términos de efectividad maxima, se mantgroximadamente el mismo

porcentaje de actividad citotoxica con respectmalpuestal (Fig. 9a y 10a).

En consecuencia, se podria inferir que la susfitucie un nitrocompuesto (R-
NO;) en la posicion 1 del anillo A del esqueleto déagstetrahidroquinolinas es
importante para el aumento de la actividad citat&siobre las células de cancer de mama
humano.

Partiendo de esta premisa, se procedio al eststhactura-actividad del segundo
grupo de compuestos, los cuales como ya se men@ergaracterizan por la sustitucion
de diversos grupos funcionales en la posicién 2didlb C del esqueleto de la molécula,
manteniendo fijo el compuesto nitro en la posicidael anillo A; por consiguiente, para
el estudio de este grupo se tendra como referdacetividad del compuests. Al
realizar la sustitucion del atomo de hidroégeno sgiencuentra en la posicion 2 del anillo

C del compuestd por un grupo hidroxilo en posicigrara se obtiene la molécul en
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la cual se ve aumentada la potencia farmacologc®mina significativa con respecto a

la molécula de referenci®)( especificamente en la linea celular MCF-7; eemtu a la
molécula patron 4) también se puede observar una disminucion impertam la
actividad citotoxica sobre la linea celular MCF$iendo estos cambios menos
significativos en linea celular SKBR3 y células ttoh Al sustituir el atomo de
hidrogeno de la posicién 2 del anillo C en la moléé por nitrocompuestos en posicion
orto (9) y para (10), es posible observar dos comportamientos en nésnie accion
citotoxica. La molécula que posee la sustitucidhgiepo nitro en posiciomrto en la
posicion 2 del anillo C9) presentd una actividad citotdéxica incrementadageir, su
potencia diminuyé aproximadamente dos veces cqrects a la molécula patréd)(
aungue al compararla con el compudstu potencia farmacolégica aumento en 3/2 (1,5
veces menos actividad) para el caso de la linealaceMCF-7. No obstante, es
importante destacar que ésta estructura quimida gese presenta la mayor actividad
citotéxica en la linea celular SKBR3 y la menoivadad sobre las células control, lo que
ratifica la alta selectividad hacia la accion @tota sobre las células tumorales de este
esqueleto quimico. Para el caso del compuesto a&mustitucion del grupo nitro en
posiciénpara en la posicion 2 del anillo AQ), se evidenciéo un aumento en la potencia
farmacoldgica con respecto a la molécula utilizeolao patron4), siendo hasta cuatro
veces mayor en comparacion con la molédypara la linea celular MCF-7. En cuanto a
la eficacia maxima, la configuracion quimica demalécula9 logré incrementar el
porcentaje de citotoxicidad en aproximadamente 3Pcambas lineas celulares con
respecto a la moléculd, y para el caso especifico de la linea celular MCIel
incremento fue de 9% con respecto a la molésuyMer Anexo 2), por lo que se puede
sefalar que la configuraciéon de la molé&iapesar de tener una potencia farmacologica

mayor a la del compuesk) es citotéxicamente mas activo sobre células MCF-7

Por ultimo se mencionaran los efectos inducidodgsodiversos sustituyentes en
el tercer grupo de moléculas, para lo cual se éeabdcompuesté como referencia, dado
a que se mantiene la sustitucion del un grupo ceanta posicion 1 del anillo A de la

molécula base (Fig.7). Los sutituyentes en est® dasron un grupo hidroxilo en
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posiciénpara (11) y un grupo nitro en posicigpara (12); en ambas moléculas se obtuvo

un aumento considerable en la potencia sobre laksdumorales y células control con
respecto a la molécula patrof),(siendo mas evidente en la moléclilapara ambas
lineas celulares; aunque es importante destacatagadicion del grupo hidroxilo en
posiciénpara hace que se conserve la efectividad maxima devedtxula alrededor del
93,65% y 88,98% (ver Anexo 2) para las lineas asdsl MCF-7 y SKBR3
respectivamente, valor muy similar al obtenido parmolécula patrod. Finalmente, la
potencia farmacoldgica sobre las células tumoralespresencia del compuesi@
disminuyé en comparacion con la molécla observandose un incremento de la
actividad citotoxica hasta tres veces sobre laalioglular SKBR3. Sin embargo, esta
disminucion en la potencia se ve opacada por letiefgad maxima del compuesto,
debido a que este parametro se vio disminuido 68%4¥ 15,4% para las lineas celulares
MCF-7 y SKBR3 respectivamente, con respecto a léenta6 (Ver Anexo 2).

En lineas generales, se puede especular que &endilas encontradas en los
valores de concentracion inhibitoria 50 {fara cada uno de los compuestos sintéticos

evaluados, se deben a varios aspectos, entredosequueden mencionar:

» Capacidad atractora o dadora de electrones pog dartos sustituyentes en las
posicién 1y 2 de los anillo A,C.

» Peso molecular de cada una de las moléculas quimstadiadas.

» Distinta capacidad de difusion a través de la mamdbcelular.

» Distinta afinidad de los compuestos sintéticos [ moléculas que estén
actuando como blancos de accion, en cada una tiedas celulares tumorales y

células control utilizadas en este estudio.
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Fig. 9.- Curvas Dosis-respuesta de los compuestos peréstesial grupo 2,4-DAr-THQs sobre la linea celM@f-7, divididos en los tres conjuntos definidoseérexto:a)
Grupo de moléculas que poseen en comun un atorhmdEeno en la posicion 2 del aniillo C de las éoalas b) Grupo de moléculas que poseen en comin un gruo nit
en la posicion 1 del anillo A de las moléculesGrupo de moléculas que poseen en comin la preseaain grupo ciano en la posicion 1 del anilloeNas moléculas. La
linea punteada representa el 50% de citotoxicidetl, cual es el patron para definir la potencia fawhégica de cada una de las moléculas.
** Nomenclatura de las molécula®M5 (4), DM1 (5), DM6 (6), DM8 (7), DM7 (8), DM12 (9), DM13 (10), DM9 (11) y DM15 (12).
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Fig. 10.-Curvas Dosis-respuesta de los compuestos pertetexia grupo 2,4-DAr-THQs sobre la linea celuldBR3, divididos en los tres conjuntos definidosettexto:

a) Grupo de moléculas que poseen en comudn un atorh@digeno en la posicion 2 del aniillo C de las éoalas b) Grupo de moléculas que poseen en comdn un grupo
nitro en la posicion 1 del anillo A de las molém;lg) Grupo de moléculas que poseen en comun la preseéacin grupo ciano en la posicion 1 del anilloeAas moléculas.

La linea punteada representa el 50% de citotoxdcidel cual es el patron para definir la potenciamécolégica de cada una de las moléculas.
** Nomenclatura de las molécula®M5 (4), DM1 (5), DM6 (6), DM8 (7), DM7 (8), DM12 (9), DM13 (10), DM9 (11) y DM15 (12).
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Fig. 11.-Curvas Dosis-respuesta de los compuestos perteteial grupo 2,4-DAr-THQs sobre células contrafidiios en los tres conjuntos definidos en el dexi)
Grupo de moléculas que poseen en comun un atorhiideggeno en la posicion 2 del aniillo C de las éoalas b) Grupo de moléculas que poseen en comin un grugo nit
en la posicion 1 del anillo A de las moléculesGrupo de moléculas que poseen en comin la preseaain grupo ciano en la posicion 1 del anilloeNas moléculas. La
linea punteada representa el 50% de citotoxicidatl, cual es el patron para definir la potencia fawhégica de cada una de las moléculas.
** Nomenclatura de las molécula®M5 (4), DM1 (5), DM6 (6), DM8 (7), DM7 (8), DM12 (9), DM13 (10), DM9 (11) y DM15 (12).
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5.4.- EFECTO CITOTOXICO DEL GRUPO 2,4-DAr-THQs SOBRE LA TASA DE
CRECIMIENTO CELULAR:

Para la evaluacion del efecto citotdéxico del grupd-DAr-THQs sobre la
proliferacion celular en las lineas tumorales decedde mama humano, se seleccionaron
solo tres compuestos, que de cierta manera abtdarel espectro de actividad del grupo
evaluado. Los compuestos seleccionados fueron &b B el cual se mantuvo como
molécula patron y los compuestos que exhibierandgor y menor actividad citotoxica en
ambas lineas tumorales, siendo estos el comp@egtd respectivamente. La evaluacion
del efecto citotoxico se determind por contaje a@e ¢élulas en camara de Neubauer,
haciendo uso de la tincion con el colorante azulrigano. La concentracion utilizada de
los compuestos fue la §&I(ug/mL) obtenida para cada uno de ellos, sobra timea
celular. Como se muestra en la Figura 12, se poédervar que para las dos lineas
tumorales (MCF-7 y SKBR3) y los cultivos primarids fibroblastos dérmicos, la 4zl
obtenida para cada uno de los compuestos es capakibir aproximadamente la mitad de

la poblacién celular en estudio, tal como la defMeamora y colaboradores (2007).

En cuanto a las tendencias que presentan lasscde/groliferacion celular, se
observa una diferencia en el numero de céluladesgtara las lineas celulares MCF-7 y
SKBR3 con respecto al control. Esta diferencia pudeberse a factores intrinsecos de las
mismas lineas celulares, puesto que la linea ceB{BR3 ostenta una sobreexpresion del
gen HER2/neu y por lo tanto los niveles de estaprdeina se encuentran elevados; esto
trae como consecuencia, segun lo afirmado por Karkacolaboradores (2008), que se
aumente la tasa de proliferacidon celular de treéis@ veces. Aunque los valores obtenidos
no confirman este supuesto, es evidente que I&xui@sion de este gen en la linea celular
SKBR3 genera una mayor proliferacion celular coragarcon la linea celular MCF-7, la

cual expresa niveles fisioldgicos o basales deadicitoproteina (Vazquez y col., 2007).
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Fig. 12.- Efecto del los compuestos DM5, DM8 y DM12 del grup,4-DAr-THQs en la
proliferacién celular dea) Cultivos primario de fibroblastos dérmicos humaoé@dulas control)b)
células tumorales MCF-7 ) células tumorales SKBR3, en un intervalo de 9@G$o6e puede
observar una inhibicion en la proliferacién celylara las dos lineas celulares tumorales y células
control tratadas con los tres compuestos seleadisneDM5 (linea verde), DM8 (linea roja) y
DM12 (linea azul), respecto a las células no testgtinea negra). Los resultados obtenidos son el
promedio de tres ensayos realizados de forma indégrate, calculando su respectiva desviacion
estandar (zDS).
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5.5.- RESPUESTA DE TRES MOLECULAS PERTENECIENTES AL GRUPO 2,4-
DAr-THQs EN COMBINACION CON FARMACOS ANTITUMORALES:

Finalmente, una vez descritas algunas de lasgatages farmacoldgicas, asi como
los efectos citotoxicos del grupo de moléculas2M-THQs, se procedié a evaluar su
respuesta a la combinacion con los farmacos antitaies Taxol y Gemcitabina. Para ello
fueron seleccionados los compuestp3 y 9; colocandolos en presencia de los farmacos
antitumorales en proporcién 1:1 segun lo descritolee metodologia. Los indices de
combinacién (IC), curvas dosis-respuesta e isolbalogs seran mostrados a continuacion

y para fines practicos se presentaran para caetadiglular.

Los resultados obtenidos para la linea celular MGI®n mostrados en la Tabla 5,
observandose que las combinaciones realizadas agensgun lo descrito por Chou y
Martin (2005), urantagonismo fuerte a muy fuertéado a que los indices de combinacion
obtenidos en su mayoria son mayores a 3,3, exggjfida combinacion DM12 + Taxol la
cual origina un antagonismo débil a moderado. Ehgonismo puede definirse como la
interaccion de compuestos quimicos, que conlldaadésminucion de los efectos de uno o

ambos compuestos (Bafios y March, 2002).

Tabla 5.- indices de combinacion (Cl) entre los Compuesiugticos del grupo 2,4-DAr-
THQs y los farmacos antitumorales Taxol y Gemcitabbbtenidos para la linea celular
MCF-7.

Compuestos sintéticos del grupo 2,4-DAr-THQs

(4) DM5 (7) DM8 (9) DM12
TAXOL 39,80 56,70 1,20
GEMCITABINA 24,10 20,67 44,02
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En este caso, los tres compuestos de origen smidilizados para la combinacion

de farmacos resultaron ser moléculas antagonicksat#ividad citotoxica de los farmacos
antitumorales Taxol y Gemcitabina, debido a queoahparar las curvas dosis-respuestas
(Fig. 13 y 14) se puede observar que es necesai@ancentracion de aproximadamente
5x10%ug/mL (combinaciones con Taxol) y 1330y/mL (combinaciones con Gemcitabina)
para lograr inhibir en casi un 90% eficacia maxuhealos farmacos antitumorales. Por tal
motivo, pueden definirse a estas moléculas periemes al grupo 2,4-DAr-THQs como

antagonistas en combinacion con farmacos antituesosabre la linea celular MCF-7.
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Fig. 13.- Curvas dosis-respuesta para las combinacionege&dmpuestos sintéticos con el
farmaco antitumoral Taxol sobre la linea celular FC a) Combinacién DM5 + Taxol;
b) Combinacién DM8 + Taxol¢) Combinacion DM12 + Taxol.
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Fig. 14.- Curvas dosis-respuesta para las combinacionege&dmpuestos sintéticos con el
farmaco antitumoral Gemcitabina sobre la linea laelMCF-7. a) Combinacion DM5 +
Gemcitabinap) Combinacién DM8 + Gemcitabina) Combinacién DM12 + Gemcitabina.

Adicionalmente, al observar los Isobologramas ddtenpara estas combinaciones
(Fig.15), se puede ratificar el comportamiento gbiéco que presentan estas moléculas
sintéticas en presencia de los farmacos antituemréstos graficos muestran en cada eje
los valores de G§ obtenidos para los compuestos quimicos y farmam@duados,
tranzando una linea recta entre estos dos valaeegdica el caracter aditivo de la mezcla.
Valores por debajo de esta linea reflejan caratiea$ sinergisticas de la combinacion,
ocurriendo lo contrario para valores por encima laelinea, los cuales reflejan el
antagonismo de la combinacion realizada. La calatita
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aditiva, sinergistica o antagonica, se encuenpeesentada por el valor de CI calculado a

un valor de dosis efectiva 50% (Epque es lo mismo a la &) para cada una de las

combinaciones.

a0

X
40 _| %
30 _|
a0 |
20 _| e8]
o 2
=
g 0
a _|
0 . . ‘ ‘ . . L — . .
0z 10 20 30 40 50 0.3 20 40 60
TaxoL TAXOL
> EDS0 X EDS0
50 __
c) d)
40 ]!
1\ ¥
\ w
o 20 .
= \ =
o 20 | a »
\ "1
104 |
g T T T 1 L 1 T T 1
03 0. 049 12 10202 1 20 E1)
TAXOL GEMZAR
< ED50 X EDAD
a0 _ 60
e) f)
a0 o 10 ¥
30
£ 2| X g
s
8 a0
1
10
1 T T T T T T i
2.0e-02 4.0e-02 5 10 15 20 25 A A T - M o
GEMZAR ’ CEMZAR ’
> EDSD % ED50

Fig. 15.- Isobologramas obtenidos para cada una de las naoibnes realizadas sobre la linea
celular MCF-7.a) DM5 + Taxol; b) DM8 + Taxol;c) DM12 + Taxol;d) DM5 + Gemcitabina;
e) DM8 + Gemcitabinaf) DM12 + Gemcitabina.
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Al evaluar las combinaciones de compuestos sioiticon los farmacos
antitumorales sobre la linea celular SKBR3, seendd la tendencia contraria a la linea
celular no mutada en el gen p53 y que no sobreesapel encogen HER2/neu (MCF-7).
Para esta linea celular se obtuvieron indices diicacion (Tabla 6) que encuentran por
debajo del valor 1 que indica aditividad, definiésel por lo tanto interacciones

sinergisticas entre los compuestos quimicos.

Tabla 6.- indices de combinacion (Cl) entre los Compuestastéticos del grupo
2,4-DAr-THQs y los farmacos antitumorales Taxol gn@itabina obtenidos para la linea
celular SKBR3.

Compuestos sintéticos del grupo 2,4-DAr-THQs

(4) DM5 (7) DM8 (9) DM12
TAXOL 0,03 0,21 0,10
GEMCITABINA 0,004 0,65 0,02

El sinergismo se define como toda interaccién quiidar a un aumento del efecto
de uno 0 mas compuestos quimicos (Bafios y Mard®)2&n base a los valores de CI

obtenidos, se pueden definir las siguientes intévaes:

I. La combinacion del compuesto DM5 con los farmaca@xol y Gemcitabina
define unsinergismo muy fuertéFig. 18a y 18d), dado a que se cumple la
relacion IC < 0,1. Al observar las curvas dosipuesta de estas combinaciones
(Fig. 16 y 17), se muestran dos tendencias; pareotabinacion del compuesto
DM5 + Taxol (Fig. 16a) se obtuvo una clara potetidia del compuesto DM5 en
presencia del farmaco antitumoral, representadaepdesplazamiento de la curva
sigmoide del compuestd hacia la izquierda del gréfico, lo que se trademeuna
disminucion en la concentracion del compuesto dé p@/mL a 0,186 pg/mL
para obtener un porcentaje de citotoxicidad ceran®0% para ambos farmacos.
Esta potenciacibn pudo haberse obtenido gracias oa fhctores: 1) la
caracteristica hidrofébica y el tamafio reducido lalemolécula en comparacion

con el Taxol, le proporciona una buena difusiomaaés de la membrana celular,
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ingresando con facilidad al interior celular y pwi@ndo la accion citotoxica que
efectlan las moléculas de Taxol; 2) la mutacioelegen que codifica la proteina p53

y la sobreexpresiéon de la oncoproteina HER2/neu gresentan estas células,

favorecen un incremento en la proliferacion celdaque hace méas quimiosensibles
a estas células. Pero sin duda alguna, este agsulis excelente para posibles
avances en las poliquimioterapias de tumores mamatado a que se disminuyen las

dosis de los compuestos involucrados, sin afeetagféctividad citotéxica de los

mISMmMos.
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Fig. 16.- Curvas dosis-respuesta para las combinacionede&dmpuestos sintéticos con el
farmaco antitumoral Taxol sobre la linea celularBR8. a) Combinacion DM5 + Taxol;
b) Combinacion DM8 + Taxolg) Combinacion DM12 + Taxol.
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Con respecto a la tendencia obtenida para la ca@widim DM5 + Gemcitabina (Fig.

17a), se evidencia una potenciacion de los dos gestps involucrados. Esta doble
potenciacion se manifiesta por el desplazamienta darva sigmoide de la mezcla hacia la
izquierda del gréfico y la ubicacion de la misma pacima de la curva sigmoide del
farmaco; aunque la efectividad maxima disminuyd oespecto al compuesto DM5, se
puede definir el efecto potenciador, ya que al elasdos valores mostrados en el Anexo 2,
para este compuesto a valores de 1 pg/mL no sgomhtiividad citotdxica alguna, y para
el caso de la Gemcitabina, a las concentracionieggadas en la combinacion se aumento la
actividad en aproximadamente 10% con respecto actizidad del farmaco solo. Un
resultado muy similar se obtuvo con la combina@&ml2 + Gemcitabina, definiendo esta

interaccion como ugsinergismo muy fuert@-ig. 18f).
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Fig. 17.- Curvas dosis-respuesta para las combinacionege&dmpuestos sintéticos con el
farmaco antitumoral Gemcitabina sobre la linea laellBKBR3. a) Combinacion DM5 +
Gemcitabinap) Combinacién DM8 + Gemcitabina) Combinacion DM12 + Gemcitabina.
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La segunda interaccién que se obtuvo para esta bekilar fue ursinergismo
fuerte para las combinaciones con los compuestos DM8 YW Pkbn el farmaco
Taxol (Fig. 18b y 18c). En ambos casos se obtuwiéms mismas tendencias ya
descritas anteriormente; la mezcla DM8 + Taxol gensa potenciacion para el
compuesto DM8 en presencia del Taxol (Fig. 16bhyceanto a la combinacion
DM12 + Taxol ocurri6 una doble potenciacion (Figcll Aunque es importante
destacar, que estos sinergismos solo fueron efscém términos de aumento de la
potencia farmacoldgica de la mezcla, debido a gwddctividad maxima disminuyo
en casi 50% con respecto a los compuestos solos.

Por dltimo, la combinacién del compuesto DM8 cofaeinaco Gemcitabina fue la
menos efectiva de los seis casos estudiados, dgde al valor de IC fue el mas
cercano a la aditividad (ver Tabla 6). Segun Chddaytin (2005), el indice de
combinacién para esta mezcla define una interaa@otiposinergismo (Fig.
18e), representado por el desplazamiento de lsa@igmoide para el compuesto
DM8 hacia la izquierda del gréafico (Fig. 17b), patoobservar la tendencia de la
misma, es posible evidenciar un comportamiento simmjlar a la curva del farmaco
Gemcitabina, con la disminucién de su efectividaéxima, por lo que podria
inferirse que el compuesto DM8 esta actuando cammompuesto antagonico de la
actividad citotoxica de la Gemcitabina sobre ladicelular SKBR3.
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Fig. 18.- Isobologramas obtenidos para cada una de las naoibnes realizadas sobre la linea
celular SKBR3.a) DM5 + Taxol;b) DM8 + Taxol;c) DM12 + Taxol;d) DM5 + Gemcitabinag)
DM8 + Gemcitabinaf) DM12 + Gemcitabina.

Como ultimo aspecto a evaluar en este trabajo,sseliaron los efectos de las
combinaciones entre los compuestos sintéticosrgdéns antitumorales sobre los cultivos
primarios de fibroblastos dérmicos humanos. Loserealde IC se presentan en la Tabla 7 y
en base a ellos es posible definir dos tipos d&dntiones: Las moléculas sintétidag 7
en combinacion con los farmacos Taxol y Gemcitalsoa capaces de establecer una
interaccionantagonica por el contrario, la molécuen combinacion con los farmacos de
referencia establece una interacc8nergisticasobre las células control. Los grados de
interaccion y otras caracteristicas relacionadasestas combinaciones seran descritos a

continuacion.
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Los patrones antagonicos descritos anteriormeata fas moléculagl y 7 en
presencia de los farmacos de referencia puedendis&tidos en dos categorias.
Primeramente, los resultados mostrados en la Tapkra la combinacion de la molécula
DM5 con los farmacos Taxol y Gemcitabina, definerantagonismo fuerte a muy fuerte
segun la clasificacion propuesta por Chou y Maf@@05) (Fig. 21a y 21d), el cual, al
observar las curvas sigmoides para ambos casos (Mg y 20a) presenta dos
caracteristicas bien definidas. La curva dosisuesfa obtenida para la combinacion de la
molécula4 con el farmaco Taxol muestra una tendencia muylairaila curva del Taxol
como agente solo, pero con una actividad citotéxiagaho menor, en la cual la efectividad
maxima del farmaco de referencia disminuy6 en 88%b; por lo tanto, podria especularse
gue el compuestd se comporta como un compuestos antagonista déivalad citotoxica

del farmaco Taxol.

Tabla 7.- indices de combinacion (Cl) entre los Compuestastéticos del grupo
2,4-DAr-THQs y los farmacos antitumorales Taxol gn@&itabina obtenidos para los cultivos
primarios de fibroblastos dérmicos humanos.

Compuestos sintéticos del grupo 2,4-DAr-THQs

(4) DM5 (7) DM8 (9) DM12
TAXOL 60,13 3,15 0,44
GEMCITABINA 24,91 3,35 0,53
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Con respecto a la combinacion del compudstmn el farmaco Gemcitabina, al
observar las curvas dosis-respuesta (Fig. 20ayidereia una tendencia similar a la del
compuesto sintético como agente simple, y al igued el caso anterior, la efectividad
maxima obtenida con la combinacion de los compsegiémicos se encuentra disminuida
en aproximadamente 60%. En este caso (dado ata fde la curva D-R) y a diferencia de
la combinacidén con Taxol, la Gemcitabina es la paieece estar actuando como molécula
antagonica de la actividad del compuesto DM5. Rados muy similares a los ya
descritos, se obtuvieron para las combinacionédsa deolécula DM8 con los farmacos de
referencia (Fig. 19b y 20b), aunque para este easespecifico, la interaccion segun los
indices de combinacién se define coambagonismdFig. 21b y 21e). La disminucion en el
grado de antagonismo, se explica por la cercangamditud de las curvas sigmoides
obtenidas para las combinaciones con la curva signobtenida para el Taxol y
Gemcitabina como agentes simples, por tal motiuedp especularse que en estos casos la
actividad del compuesto sintético es muy baja w@emayoria la actividad citotoxica es
aportada por los farmacos antitumorales. Ahora,cceferencia las curvas dosis-respuesta
para las combinaciones de los farmacos con la mal&¢ se puede hablar de un efecto
aditivo en lugar de un efecto antagonico, es decig, los efectos combinados de los dos
compuestos quimicos dan como resultado una adiivglmilar a la de uno de los

compuestos como agentes simples.
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Fig. 19.- Curvas dosis-respuesta para las combinacionede&dmpuestos sintéticos con el
farmaco antitumoral Taxol sobre los cultivos primar de fibroblastos dérmicos.
a) Combinacién DM5 + Taxolb) Combinacién DM8 + Taxolg) Combinacién DM12 + Taxol.

Por ultimo, se describiran los efectos de la coadion de la molécul® en
presencia de los farmacos Taxol y Gemcitabina sdbge cultivos primarios de
fibroblastos dérmicos. A diferencia de lo descdam anterioridad, estas combinaciones
generan interacciones de timinergisticas(Fig. 21c y 21f) segun los valores de IC
registrados. Al observar las curvas sigmoides parhos casos, se evidencian tendencias
muy similares a las derivadas para el compuestétgio como agente simple, por lo que
se podria pensar en una interaccion potenciadorapade de los farmacos hacia la
accion citotoxica del compuesto sintético. Sin emba esta aseveracion puede ser

descartada por dos aspectos importantes a seffatamneramente los compuestos
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guimicos como agentes combinados, generan unadacticitotoxica con una efectividad

maxima disminuida con respecto a la tendencia aipaestd® como agente simple, por
lo que podria decirse que la potenciacion no fliéode efectiva. Por otra parte, los efectos
citotoxicos por parte de la combinacion de los ce@spos quimicos son muy similares a
los obtenidos para ambos farmacos como agentedesinipn resumen, para este caso
también es posible plantear que en lugar de umgsémeo, la interaccion de la moléci@a
con los farmacos de referencia Taxol y Gemcitalmgina una interaccion aditiva sobre

los cultivos primarios de fibroblastos dérmicos.
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Fig. 20.- Curvas dosis-respuesta para las combinacionesosieedmpuestos sintéticos con el farmaco
antitumoral Gemcitabina sobre los cultivos primgrio de fibroblastos dérmicos.
a) Combinacion DM5 + Gemcitabindg) Combinacion DM8 + Gemcitabina;) Combinacion DM12 +
Gemcitabina.
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primarios de fibroblastos dérmicoa) DM5 + Taxol; b) DM8 + Taxol; c) DM12 + Taxol;
d) DM5 + Gemcitabinag) DM8 + Gemcitabinaf) DM12 + Gemcitabina.
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6.- CONCLUSIONES

La realizacion del presente estudio titulado “Ede@itotdéxico del grupo 2,4-diaril-
tetrahidroquinolinas sustituidas y su respuesteoanbinacion con farmacos antitumorales

sobre células de cancer de mama humano” permitduiolo siguiente:

. Todos los compuestos pertenecientes al grupo 24TBIs muestran una
inhibicion de la viabilidad celular sobre las line@morales (MCF-7, SKBR3) y
células control, conforme aumenta la dosis de ¢éospuestos, es decir, presentan una

tendencia dosis - respuesta.

. La citotoxicidad obtenida mediante la exposicionloa compuestos del grupo
2,4-DAr-THQs sobre cultivos primarios de fibrobtastdérmicos humanos, en

general es menor a la obtenida sobre las lineasrales.

. Las moléculass, 5, 6, 8, 9 y 12 presentan una alta selectividad hacia la accion
citotoxica, especificamente sobre células tumorddds linea MCF-7.

. Al evaluar el efecto de la molécufa sobre las dos lineas tumorales y cultivos
primarios de fibroblastos dérmicos se pudo estableosmo la molécula mas activa
del grupo 2,4-DAr-THQs, con un rango de 4,92 a ig/mL para las lineas
celulares MCF-7 y SKBR3 respectivamente. Adicioraite, fue la molécula que
presentd menor actividad citotoxica sobre los eodti primarios de fibroblastos
dérmicos con una gdde 58,55 pg/mL.

. Las molécula®, 9 (para la linea celular MCF-7)32 (para la linea celular SKBR3) a
pesar que presentan valores de, @ayores a los obtenidos para los farmacos de
referencia Adriamicina, Taxol y Gemcitabina, preéaan mejores indices de
selectividad, por lo que su actividad citotoxicaneds selectiva sobre las células
tumorales con respecto a las células normales.
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Una vez realizado el Screenig farmacolégico depgr@,4-DAr-THQs, se puede
definir al compuesto DM12 como la estructura quamcas importante de toda la
serie en cuanto a la accién citotoxica sobre cgldéacancer de mama humano. Esto
se debe a la alta selectividad mostrada sobrénlead tumorales, que fue de 11,9 y
8,64 para la linea celular MCF-7 y SKBR3 respeatigate; adicionalmente, se
encontrd que esta molécula presenta un mayor malgeseguridad en cuanto a la
actividad citotoxica sobre células normales en @ma@on con los farmacos de

referencia Taxol y Adriamicina en las dos lineasdrales estudiadas.

En cuanto a la relacion estructura actividad, savabque la sustitucion de un grupo
nitro (NO,) en la posicion 1 del anillo A de la molécula patf4), genera la mayor
actividad citotdxica sobre la linea celular MCFalinque en general, la sustitucion
que origina la mayor actividad citotdéxica sobredas lineas tumorales, es el cambio
por un grupo nitro en la posicion 1 del anillo Aily grupo nitro en posicioarto en

la posicion 2 del anillo C en la molécula patr@). (Adicionalmente, se puede
evidenciar que la sustitucion de grupos amiip Y ciano @1) disminuyen en
promedio unas tres veces la actividad citotoxidares@ambas lineas tumorales con
respecto a la molécula patrat).(

En términos de efectividad, la combinacion del coegto 4 con el farmaco

antitumoral Taxol sobre la linea celular SKBR3 pre#é un sinergismo muy fuerte
de tipo potenciacion, lo que se tradujo en unaidisodn de la concentracion de 100
pg/mL a 0,186 pg/mL para obtener una efectividacima cercana al 90% para
ambos farmacos. De igual manera, la combinaciocatapuestat con los farmacos

Taxol y Gemcitabina sobre los cultivos primariosfideoblastos dérmicos humanos,
presentaron una interaccion antagonica importalado a que se disminuyd en casi

un 60% la actividad citotoxica que poseian amboradaos como agentes simples.

70



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

7.- BIBLIOGRAFIA
Allevato, M. 2008. Antineoplasicogct Terap Dermatol31: 6-16.

Althuis, M., Dozier, J., Anderson, W., Devesa, SBynton, L. 2005. Global trends in
breast cancer incidence and mortality 1973-1987] Epidemiol 34: 405-12.

Alzamora, L., Colona, E., Acero de Mesa, N., GalénMera, A., Mufioz, D., Linares, F.,
Dominguez, M. y col. 2007. Efecto citotoxico detraxto metandlico de tres ecotipos de
Lepidium peruvianunChacon sobre lineas celulares HeLa y HTHR8v. peru biol13:
219-222.

Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Robeg, y Watson, J. 1994. Molecular Biology
of the cell. 32 Edition, Garland Publishing IncewCork, London.

Arnér, E. y Eriksson, S. 1995. Mammalian deoxyribdaoside kinase?harmac Ther
67: 155-186.

Arvelo, F., Merentes, E. y Cotte, C. 2000. Resemultidroga (MDR) o pleiotropica.
Acta Cient Venebl: 45-52.

Arvelo, F., Suérez A., Galindo-Castro, I., CompagsnoR. y Usubillaga, A. 2008.
Productos naturales en la terapéutica actddemorias del Instituto de Biologia
Experimentab: 69-72.

Barfios, J., March, M. 2002. Farmacologia ocular,&ttieion (en espafiol), Ediciones UPC,
pp. 87.

Blagosklonny, M. V., Toretsky, J., y Weckers, L.959 Geldanamycin selectively
destabilizes and conformationally alters mutate8l @mcogenell: 933—-939.

71



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Bosetti, C., Malvezzi, M., Chatenoud, L., Negri, Eevi, F. y La Vecchia, C. 2005. Trends
in cancer mortality in the Americas, 1970-208@n Oncol 3: 489-511.

Caprio, V., Guyen, B., Opoku-Boahen, Y., Mann,Gbwan, S., Kelland L., Read, M.
y Neidle, S. 2000A novel inhibitor of human telomerase derived fra®H-indolo[3,2-
b]quinoline Bioorg Med Chem Letl0: 2063—-2066.

Callacondo, D., Quispe, A., Lindo, S. y Vaisberg, 2008. Actividad citotoxica del
extracto etandlico de Gnaphalium spicatum “KetooKedn cultivos de lineas celulares
tumorales humanaRev Peru Med Exp Salud Publi@b: 380-385

Capote, L. 2006. Aspectos epidemioldgicos del adeoeVenezuelaRev. venez. Oncol.
18 269-281.

Capote, L. 2008. Frecuencia del cancer en VeneZdaticulos Coleccionables: 30 afios —
30 temas de la Fundacion BADAN=ma 2.

Chou, JC., Chou, TC. y Taladay, P. 1984. Consemaif laboratory animals by improved

experimental design, generalized equations and stanpnalysiskFed Proc 43: 576

Chou, JC. 1991. Quantitation of synergism and amsgn of two or more drug by
computerized analysis, in Synergism and Antagonisn€hemotherapy (Chou TC and
Rideout DC eds) pp 223-244, Academic Press, Newk.Yor

Chou TC. y Martin, N. 2005. CompuSyn of drug conaltions: PC software and user’s
guide: A computer program fro quantitation of sygiem and antagonism in drug
combinations, and the determination ofsdGnd ER, and LDy, values. ComboSyn,

Paramus, NJ.

72



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Cordell, G., Kinghorn, A. y Pezzuto, J. 1993. Safian, structure elucidation, and
bioassay of citotoxic natural products. In S. Categand R. Moleyneux (ecls.), Bioactive
Natural products: Detection, Isolation, and Strrettuletermination, CRC press, Florida.
pp: 198-201.

Cossman, J. y Schlegel, R. 1991. p53 in the diagmfshuman neoplasid. Natl Cancer
83 980-981.

Cragg, G. y Newman, D. 1999. Discovery and develapnof antineoplastic agents from
natural source€ancer Investl7: 153-63.

Donegan W y Redlich P. 1996. Breast cancer in 18arg Clin North Am76: 343-63

Dorey, G., Lockhart, B., Lestage, P. y Casara P02MWNew Quinolinic Derivatives as
Centrally Active AntioxidantsBioorg. Med. Chem. Lett0: 935-939.

Ferlay, J., Bray, F., Pisan, P. y Parkin, D. 2@@&ncer Incidence, Mortality and Prevalence
Worldwide. Lyon: IARC CancerBase No. 5.

Filozof, C., Gonzélez, C., Sereday, M., Mazza, CBnaguinsky, J. 2001. Obesity
prevalence and trends in Latin-American countiises Rev2: 99-106.

Frias, G., Hierro, S., Jiménez, J., Moreno, L. yzRR. 2007. Farmacogendémica y sus

aplicaciones clinicaPermatologia Rev Me%1:99-111.

Furones, J. 2002. Bases cientificas para el déleayrta utilizacion de los medicamentos.

Farmacologia General. La Habana: Editorial Cienkliédicas.

Gran, L., Sandberg, F. y Sletten, K. 2000. Oldetimnaffinis (R&S) DC A plant
containing uteroactive peptides used in Africarditranal medicine.J Ethnopharmacol
70: 197-203.

73



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Giordano S, Cohen D. y Buzdar A. 2004. Breast oaroa in men; A population-based
study.Cancerl01 51-57.

Goldman, J., Th'ng, K., Park, D., Spiers, A., Lothah R. y Ruutu, T.1987. Collection,
cryopreservation and subsequent viability of haeoretjc stem cells intended for treatment

of chronic granulocytic leukaemia in blast-cellnséormation. Br J Haematal0: 185-195.

Goodman, L. y Gilman, A. 1996. The PharmacologBasis Of Therapeutics. Mcgraw-
hill.

Guo, Y. y Wang, J. 2008. Stimulation of taxane picithn in suspension cultures Baxus

yunnanensify ologogalacturonidegfr J Biotechnol7: 1924-1926.

Heinemann, V., Hertel, L., Grindey, G. Y Plunkatf, 1988. Comparison of the cellular
pharmacokinetics and toxicity of ’2-difluorodeoxycytidine and  B-D-
arabinofuranosylcytosin€ancer ResA8: 4024-4031

Hidalgo, M. y Eckhart, S. 2001. Development of mxatnetalloproteinase inhibitors in
cancer therapyl Natl Cancer 193: 178-93.

Huang, P., Chubb, S., Hertel, L., Grindey, G. ynRett, W. 1991. Action of 2/ -
difluorodeoxycytidine on DNA synthesi€ancer Res51: 6110-6117.

Huang, P. y Plunkett, W. 1992. A quantitative ageayragmented DNA in apoptotic cells.
Anal Biochem207: 163-167.

Isaacs, J., Pili, R., Qian, D., Dalrymple, S.,Gam, J., Kyprianou, N., Bjork, A. Y col.
2006. Identification of ABR-215050 as lead secondegation quinoline-3-carboxamide
anti-angiogenic agent for the treatment of prostateer Prostate 66: 1768—-1778.

74



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Jacquemond-Collet, I., Benoit, F., Mustofa, C., &rdin, A., Stanislas, E., Mallié, M. y
Fourasté, 1. 2002. Antiplasmodial and Cytotoxic ity of Galipinine and other
Tetrahydroquinolines frorsalipea officinalis. Planta Med8: 68-69.

Jemal, A., Siegel, RWard, E.,Murray, T., Xu, J., Smigal, C., Thun, M. 2006. Canc
statistics, 2006CA Cancer J Clin56: 106-130.

Khan, M. 2007. Quinoline Analogs as AntiangiogeAgents and Telomerase Inhibitors
Top. Heterocycl. Chem.l: 213-229.

Kastan, M., Zhao, Q., El-Deiry, W., Carrier, F.cda T., Welsh, W., Plunkett, B. y col.
1992. A mammalian cell cycle checkpoint pathwalizitig p53 and GADD45 is defective
in ataxia-telangiectasi&ell. 71: 587-597.

Kemnitzer, W., Kuemmerle, J., Jiang, S., Zhang,Sitisoma, N., Kasibhatla, S., Crogan-
Grundy, C. y col. 2008. Discovery of 1-benzoyl-3ngpyrrolo[1,2a]quinolines as a new
series of apoptosis inducers using a cell- and as#espased high-throughput screening
assay. Part 1: Structure—activity relationshipsttd 1- and 3-positionsBioorganic &
Medicinal Chemistry Letter23: 6259-6264.

Khanna, C. y Hunter, K. 2005. Modeling metastasigvo. Carcinogenesis26: 513-523

Knowles, M. y Selby, P. 2003ntroduction to the Cellular and Molecular Biology
Cancer. Fourth Edition. Oxford University Presspf@ao 1. pp: 4-6.

Korkaya, H., Paulson, A., lovino, F y Wicha, M. 30HER2 regulates the mammary
stem/progenitor cell population driving tumorigeisesand invasion. Oncogene 27
6120-6130.

75



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Kovach, J., McGovern, R., Cassady, I., Swason\ald, L., Vogelsteim, B. y Sommer, S.
1991. Direct sequencing from touch preparationsisamas: analysis of p53 mutation in
breast carcinomad. Natl. Cancer Inst83: 1004—10009.

Langley, R. y Fidler, I. 2007. Tumor cell-Organ noenvironment interactions in the

patogénesis of cancer metastaSisdocr Re28 297-321.

Lau, D., Xue, L., Young, L., Burke, P., Cheung,1899. Paclitaxel (Taxol): an inhibitor of
angiogenesis in a highly vascularized transgereadircanceCancer Biother Radiopharm
14: 31-36.

Lodish, H., Berk, A., Matsudaira, P., Kaiser, Cridger, M., Scout, M., Zipursky, L y col.

2004. Molecular Biology. Freeman and Company.

Luque, J. 2000. Biologia Molecular e Ingenieria &ma. Elsevier Science.

Malone, H. 1978. Pharmacological Approaches to matWProduct Screening and
Evaluation In: New Natural Product and Plant DruthwharmacologywWagner and Wolf
Eds, New York.

Merlin, J., Barberi-Heyob, M. y Bachmann, N. 2002.vitro comparative evaluation of
trastuzumab (Herceptin®) combined with paclitaxédXol®) or docetaxel (Taxotere®) in
HER2-expressing human breast cancer cell linesE@opean Society for Medical

Oncology.

Miller, K. y Sledge, G. 1999. Taxanes in the treatnof breast cancer: a prodigy comes of
age.Cancer Invesi7: 121-136.

McPherson, K., Steel, C. y Dixon, J. 2000. ABC ak#&st Diseases: Breast cancer -
epidemiology, risk factors, and genetiBsAJ. 321 624 — 628.

76



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Monga, V.; Nayyar, A.; Vaitiingam, B., Palde, Bhamb, S., Kaur, S., Singh, P. y col.
2004. Ring-substituted quinolines. Part 2: Syntasi$ antimycobacterial activities of ring-
substituted quinolinecarbohydrazide and ring-stildstil quinolinecarboxamide analoges.
Bioorg. Med. Chenll?2: 6465-6472.

Mosmann T. 1983. Rapid colorimetric assay for datlgrowth and survival: Application

to proliferation and cytotoxicity assay. Inmunol. Method$5: 55-63.

Parkin, D., Whelan, S., Ferlay, J., Teppo, L. y s, D. 2002. Cancer Incidence in Five
Continents Vol VIII. IARC Scientific publicationsdN155. Lyon.

Pearson, J. 1988. A Practical Review of Breast émgt and PathologyJournal of
Diagnostic Medical Sonographs: 305-308

Plunkett, W., Huang, P. y Gandhi, V. 1995a. Précdihcharacteristics of gemcitabine.
Collog Inse6: 7-13

Plunkett, W., Huang, P., Xu, Y. Heinemann, V., Gawald, R., Gandhi, V. 1995b.
Gemcitabine; metabolism, mechanisms of action, seitipotentiation.Semin OncoRk2:
3-10.

Popoca, J., Aguilar, A., Alonso, D. y Villarreal,.M998. Cytotoxic activity of selected
plants used as antitumorals in Mexican traditiomadicine. J Ethnopharmacol 59:
173-177.

Ravelo, J. 2001. Avances en el diagnéstico del erdde la mama. Importancia de la

pesquisa y diagnodstico precoz. Reflexiones sobrprablema en Venezuel&ac Méd
Caracas.109 418-421.

77



Bibliografia

o oom o om o om o oom o oom o oom o om o om o om o oom o om o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= om

Rowley S., Anderson G. 1993. effect of DMSO expesuiithout cryopreservation on

hematopoietic progenitor cells. Bone Marrow Traaspll1l: 389-393.

Ruddon, R. 2007. Cancer biology. Fourth editiorfo@ University Press.

Ruffa, M., Ferraro, G., Wagner, M., Calcagno, Man@os, R. y Cavallaro, L. 2002.
Cytotoxic effect of Argentine medicinal plant exdt&t on human hepatocelular carcinoma

cell line.J. Ethnopharmacol79: 335

Ruiz van Haperen, V., Veerman, G., Vermorken, J.Pgters, G. 1993. '2-
difluorodeoxycytidine (gemcitabine) incorporatiama RNA and DNA from tumour cell
lines.Biochem Pharmacal6. 762-766.

Ruiz van Haperen, V., Veerman, G., Vermorken, he&», H. y Peters, G. 1996.
Regulation of phosphorylation of deoxycytidine an#?,2-difluorodeoxycytidine
(gemcitabine); effects of cytidineé-Giphosphate and uriding-&iphosphate in relation to

chemosensitivity for ’2'-difluorodeoxycytidineBiochem Pharmacd1: 911-918.

Schuurhuis, G., van Heijningen, T., Cervantes, FAnedo, H., de Lange, J., Keizer, H.,
Broxterman, H. y col. 1993. Changes in subcelld@xorubicin distribution and cellular
accumulation alone can largely account for doxonibresitance in SW-1575 lung cancr
and MCF7 breast cancer multidrug resistant tumells.Br. J. Cancer68: 898-908.

Vangapandu, S.; Jain, M.; Kaur, S. y Singh, P. 20R#hg-substituted quinolines as
potential anti-tuberculosis agef®org. Med. Chenil2: 2501- 2508.

Vazquez, A., Colomer, R. y Menendez, J. 20®@rtein array technology to detect HER2
(erbB-2)-induced ‘cytokine signature’ in breast candenropean Journal of Canced3:
1117-1124.

78



Bibliografia

i o om o om o om o om o oom fom o om o om o oom o oom o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= oim

Velazco, A., Lorenzo, P., Serrano, J., Fernando,1996. Farmacologia. Capitulo 4.
McGRAW-Hill — Interamericana de Espafia.

Wallace, O., Lauwers, K., Jones, S. y Dodge, J3208trahydroquinoline-Based Selective
Estrogen Receptor Modulators (SERMBiporg. Med. Chem. Lett3: 1907-1910.

Consultas en linea:

Breast cancer line database. 2008. University oka$e M.D. Anderson Cancer
Center.http://www.mdanderson.org/departments/camegy/dindex.cfm?pn=31062032-
BOEB-11D4-80FB00508B603A14. [Consulta: 26 de Seplbies de 2008].

Martinez, A. 2003. Aceites Esenciales. Facultadn@ud Farmacéutica. Universidad de
Antioquia — Medellin. http://farmacia.udea.edu.¢désencias2001b.pdf (28/04/2009).
[Consulta: 25 de marzo de 2009]

Nagourney, R. 2001. Rational Therapeutics company.
http://www.rationaltherapeutics.com/files/docs/steafSample%20Breast.pdf [Consulta:
23 de Octubre de 2008].

Salazar, G. 2008. Articulo de revision bibliografidccarmacogenética en el tratamiento
oncologico. Afo 4, NUmero 20.

http://www.infarmate.org/pdfs/julio_agosto08/onagmpdf. [Consulta: 09 de noviembre
de 2008].

79



Bibliografia

i o om o om o om o om o oom fom o om o om o oom o oom o om o om o om o om o om o om o o om o om o om o= o= oim

Wallace, O. 2005. Tetrahydroquinoline derivatives the inhibition of osteoporosis,
estrogen dependent breast cancer, endometriosistarae fibrosis. United States Eli Lilly
and Company (Indianapolis, IN, US). http://wwwdpatentsonline.com/6962928.html.
[Consuta: 27 de febrero del 2009].

Wallace, O. 2006. 2-substituted 1,2,3,4-tetrahydmogjines and derivatives thereof,
compositions and methods. United States Eli Lild £&ompany (Indianapolis, IN, US).
http://lwww.freepatentsonline.com/7056931.html [Qdas 27 de febrero del 2009].

http://biotech.icmb.utexas.edu/botany/tax.html [@dta: 03 de febrero de 2009].

http://lwww.staff.ncl.ac.uk/i.r.nardcastle/antibaxtintml [Consulta: 03 de febrero de 2009].

http://www.cancerquest.org/images/Drugs/gemcitagihgConsulta: 03 de febrero de
2009].

80



ANEXO 1.-

8.- ANEXOS

Anexos

N I T W AT B R G R B B O T TR R R R e R A T LR IR ELE ELE LR LN O

Tabla. 8.- Resultados obtenidos en los ensayos de citotoxiqi@&, expresada epM)

para las lineas celulares tumorales y los cultprosarios de fibroblastos dérmicos.

Lineas celulares tumorales

Compuesto MCE-7 SKBR3 Fltzrob.lastos

Dérmicos *

(4)DM5 | 21,77 £1,06| 64,27 £0,08 48,55+ 0,36
(5) DM1 7,71+£1,03| 62,62+0,03 4546+ 1,01
(6)DM6 | 35,45+1,22| 69,891,099 64,28 +1,29
(7)DM8 | 85,58+ 1,000 71,58+0,02 53,11 +1,01
(8)DM7 | 41,16 £1,00f 66,56 £0,21 64,29 +0,02
(99DM12 | 11,30+1,14) 1555+0,06 143,46 +0,51
(10)DM13 | 32,38 £1,18 129,78 1,58 44,39 +2,41
(11)DM9 | 63,84 +£1,02 113,06 +4,27 52,97 +0,24
(12)DM15 | 33,58 +1,11) 25,40+0,02 45,86 +0,86
Isoeugenol| 120,95+0,1 171,13+1,1 180,63 +3.,8

Adriamicina| 0,40 + 0,50 0,90 +0,8 1,33+1,37

Taxol 0,16 + 0,03 1,21 +0,22 0,59 + 0,06

Gemcitabina 0,10 +0,11 9,21 +£0,02f 4,30+0,01
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ANEXO 2.-

Tabla 9.- Porcentajes de citotoxicidad obtenidos para cadade los compuestos del grupo 2,4-DAr-THQs soaseliheas
celulares tumorales y cultivos primarios de fibestbs dérmicos. Las tablas se encuentran divigiddss tres grupos descritos
en el texto.

% de Citotoxicidad

Concentracion DM5 DM1 DM6 DMS8
(ug/mL) MCF-7 | SKBR3| FIBRGQ MCF-T SKBR3 FIBRO MCFSKBR3| FIBRO MCF4{ SKBR3| FIBRO
7 7
1 17,98 0,00 13,91 22,65 0,00 4,18 0,00 0,00 292,000 0,00 1,32
5 37,44 0,00 16,07 55,55 0,00 9,58 0,94 0,00 2,69 ,000 0,00 2,62
15 88,10 39,44 41,18 69,84 18,47 33,68 50,17 0,00 53 2 2,50 13,18 19,93
25 92,63 57,34 81,34 71,11 53,18 63,87 64,67 35,987,08 | 31,61 43,35 70,83
50 90,56 59,89 85,56 76,77 66,67 72,83 72,39 68,4%99,65 | 79,67 79,88 85,43
80 93,32 88,66 89,74 81,5 85,87 78,27 81|13 73(749,98| 93,2 88,51 87,04
100 93,32 88,98 91,19 87,22 89,02 87,55 83,78 82,504,39 | 93,69 89,06 87,66
% de Citotoxicidad
Concentracion DM7 DM12 DM13
(ug/mL) MCF- | SKBR3| FIBRO MCF{ SKBR3| FIBRO MCF{ SKBR3| FIBRO
7 7 7

1 7,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 8,58 8,37 0,00 48,22 17,53 9,98 25,85 0,00 0,00

15 33,57| 32,39 8,36 92,07 88,27 21,81 45|98 3,10 ,5867

25 86,05| 47,97 40,82 92,47 88,71 23,73 64 511 171,2

50 89,00| 64,64 83,70 92,98 89,56 37,15 73,58 17,6%3,94

80 90,16| 85,44 87,2 93,07 90,23 75,62 84,00 84,864,14

100 91,13| 86,38 90,44 96,30 91,85 76,29 85,30 85,986,11
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....CONTINUACION ANEXO 2
Concentracion % de Citotoxicidad
(Lg/mL) DM9 _ DM15

MCF-7 | SKBR3 | FIBRO| MCF-7 SKBRB FIBRO

1 0,00 0,00 11,40 1,46 0,00 0,04

5 6,55 0,00 12,97 6,38 9,82 5,85
15 17,66 0,00 36,45 36,57 52,08 74,18
25 50,18 13,76 58,85 59,15 68,18 76,90
50 85,84 58,30 84,98 59,5Y 72,79 80,62
80 93,16 88,26 86,88 65,51 72,91 80,62
100 93,65 89,89 87,36 68,08 73,59 81,96
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Tabla 10.- Concentraciones utilizadas en cada una de los esnsie combinacion de compuestos sintéticos cofatosacos
antitumorales Taxol y Gemcitabina. Taldx Linea celular tumoral MCF-7) Linea celular tumoral SKBR3;) Cultivo
primario de fibroblastos dérmicos (Células control)

a) Combinacion

CONCENTRACIONES UTILIZADAS EXPRESADAS EN pg/mL

DM5 + TAXOL 5x10° 9x10° 19 x10° 37 x10° 74 x10°
DM5 + GEMCITABINA 1x10° 2x10° 4x10° 8 x10° 16 x10°
DM8 + TAXOL 1x10° 2x10° 5x10° 9 x10° 18 x10°
DM8 + GEMCITABINA 2 x10* 5 x10% 1x10° 2 x10° 4 x10°
DM12 + TAXOL 7x10° 14 x10° 28 x10° 57 x10° 114 x10°
DM12 + GEMCITABINA 2x10° 3x10° 6 x10° 12 x10° 24 x10°
b) Combinacién CONCENTRACIONES UTILIZADAS EXPRESADAS EN pg/mL

DM5 + TAXOL 12x10° 23x10° 46x10° 93x10° 186x10°
DM5 + GEMCITABINA 31x10° 62x10° 124x10° 249x10° 497x10°
DMS8 + TAXOL 27x10° 54x10° 107x10° 214x10° 428 x10°
DM8 + GEMCITABINA 10x10° 20x10° 40 x10° 80x10° 160 x10°
DM12 + TAXOL 38x10° 76x10° 152x10° 304x10° 609 x10°
DM12 + GEMCITABINA 102x10° 204x10° 408x10° 815x10° 1,63
C) Combinacion CONCENTRACIONES UTILIZADAS EXPRESADAS EN pg/mL

DM5 + TAXOL 7x10° 15x10° 30x10° 60x10° 119x10°
DM5 + GEMCITABINA 19x10° 38x10° 77x10° 154x10° 308x10°
DMS8 + TAXOL 7x10° 13x10° 26x10° 52x10° 105x10°
DM8 + GEMCITABINA 17x10° 34x10° 67x10° 135x10° 270x10°
DM12 + TAXOL 2x10° 4x10° 9x10° 17x10° 34x10°
DM12 + GEMCITABINA 6x10° 11x10° 22x10° 44x10° 88x10°
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