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Resumen y Abstract IX

Resumen

En este trabajo, se evaluo el efecto citotéxico de diferentes especies colombianas del género
Piper, por medio del ensayo del MTT en lineas celulares de cancer humano A549 (pulmén),
PC-3 (préstata) y MDA-MB-231 (mama). El extracto etandlico de hojas de P. eriopodon
presentd el mayor efecto citotdxico con valores de ICso por debajo de 25 pg/mL; y su
fraccionamiento llevé al aislamiento de nueve compuestos (1-9) de tipo alquenilfenol. Los
compuestos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8 y 9 son reportados por primera vez y sus estructuras quimicas
fueron establecidas por medio del analisis detallado de sus datos espectroscopicos (IR; RMN
1H, 13C 1D y 2D, HRESIMS) y la comparacién con los datos reportados en la literatura. Todos
los compuestos aislados mostraron tener propiedades citotdxicas en lineas celulares de cancer
humano U373 (glioblastoma) y MCF7 (mama) con valores de ICso en un rango de 1.78 a 40.14
pg/mL. Los compuestos 1, 2 y 3 presentaron el efecto citotdxico mas potente y fueron
adicionalmente evaluados en células tumorales A549 (pulmédn) y PC-3 (prostata), asi como en
células no tumorales HUVEC y MCF10. El compuesto 3 fue el inhibidor mas potente en la
viabilidad celular, seguido de los compuestos 2 y 1 respectivamente. Adicionalmente, se
determiné que los compuestos 1 y 2 inducen apoptosis por medio de permeabilizacion
mitocondrial y activacién de caspasas, mientras que el compuesto 3 induce muerte celular
independiente de caspasas que involucra disfuncién mitocondrial y una produccién aberrante
de especies reactivas de oxigeno (ROS). Finalmente, se realizaron estudios in silico con el fin
de evaluar el potencial efecto antagonista sobre la proteina XIAP, encontrando que los tres
compuestos evaluados podrian unirse al dominio BIR3 de la proteina XIAP. Estos resultados
confirman el potencial farmacoldgico que tienen los compuestos aislados de P. eriopodon y
permiten demostrar el papel fundamental que tiene la proteina XIAP en el control de tumores,
proporcionando informacién importante sobre la participacién de XIAP en mecanismos de

muerte celular tanto dependientes como independientes de caspasas.

Palabras clave: Cancer; Apoptosis; Muerte independiente de caspasas; XIAP; Alquenilfenoles;

Piper eriopodon.
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Abstract

The cytotoxic effect of different Colombian Piper plants was determined by the MTT assay in
human cancer cell lines A549 (lung), PC-3 (prostate) and MDAMB-231 (breast). The most
potent cytotoxic effect was found in the leaves ethanolic extract of P. eriopodon with 1Cso values
less than 25 pg/mL. After different chromatographic techniques, nine alkenylphenols (1 - 9)
were isolated from the ethanolic extract of leaves from P. eriopodon and their molecular
structures were identified by the analysis of the spectroscopic data (IR; NMR tH, 13C 1D and
2D; HRESIMS), as well as by comparison of the spectral data with those reported in the
literature. Of note, compounds 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 were reported for the first time. All
isolated compounds showed cytotoxicity against the human cancer cell lines U373
(glioblastoma) and MCF7 (breast) with ICso values in a range of 1.78 - 40.14 pg/mL. The higher
cytotoxic effect of compounds 1, 2 and 3 was also shown by MTT assay using additional cancer
cell lines A549 (lung), PC-3 (prostate) and non-tumourigenic HUVEC and human breast
MCF10 cells. Compound 1 was the most potent inhibitor of human cancer cell viability, follow
by compounds 2 and 1 respectively. Compounds 1 and 2 induced apoptosis through
mitochondrial permeabilization and caspase activation while compound 3 acted on cell fate
via caspase-independent/non-apoptotic mechanisms, likely involving mitochondrial
dysfunctions and aberrant generation of reactive oxygen species (ROS). Finally, in silico
modelling and molecular approaches suggested that all molecules inhibit XIAP by binding to
XIAP-BIR3 domain. The results confirm the therapeutic potential of isolated compounds from
P. eriopodon and demonstrates that XIAP is a key determinant of tumor control, at the

molecular crossroad of caspase-dependent/independent cell death pathways.

Keywords: Cancer; Apoptosis; Caspase independent cell death; XIAP; Alkenylphenols; Piper

eriopodon.
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Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 2012 se reportaron 14,1 millones de casos
nuevos de cancer junto con 8,2 millones de muertes y se estima que para el afio 2030 habra
26,4 millones de personas con esta enfermedad. Actualmente los tratamientos médicos
empleados contra el cancer son la quimioterapia, la cirugia y la radicacién, sin embargo,
muchos de los farmacos utilizados han mostrado ser poco selectivos y con altos niveles de
resistencia y toxicidad, disminuyendo considerablemente la calidad de vida de las personas
que padecen esta enfermedad. La resistencia a la quimioterapia ha sido asociada con algunos
factores entre los que se encuentran la diversidad molecular de los diferentes tipos de cancer
que pueden generar multirresistencia y en algunos casos a la sobreexpresion de algunas
proteinas, como por ejemplo las proteinas IAP (Proteinas Inhibidoras de Apoptosis), las cuales
evitan que la célula entre en un proceso apoptético o de muerte celular programada y

contribuyen a la progresion del tumor.

En los ultimos afios, la bisqueda de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer se ha
enfocado principalmente en afectar directamente los mecanismos especificos de muerte
celular a nivel molecular, bien sea sobre receptores de muerte que se encuentran a nivel de
membrana celular o sobre proteinas citoplasmaticas, que permitan tratar de inducir toda la
maquinaria interna de la célula hacia un proceso apoptdtico. Un claro ejemplo, esta
representado por la busqueda de antagonistas de las proteinas IAP, especialmente de la
proteina XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) que impide que las células cancerigenas
entren en un proceso de muerte celular programada por inhibicién directa de la accién de las
caspasas efectoras. Algunos antagonistas naturales de la proteina XIAP como la embelina y
ciertos alquilfenoles, se caracterizan por ser moléculas simples que han mostrado tener alta
selectividad e induccidn a apoptosis en células tumorales. Sin embargo, las investigaciones son
escasas y es necesario ampliar el conocimiento en estos compuestos como base estructural
para el descubrimiento de nuevos farmacos y principios activos en el tratamiento del cancer.

Este tipo de metabolitos son abundantes en la familia Piperaceae y especialmente en el género
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Piper, que se encuentra ampliamente distribuido en Colombia en los bosques tropicales del
pais. El género Piper recientemente ha sido considerado por algunos autores como una fuente
potencial de nuevos compuestos con actividad antitumoral, debido al gran uso de algunas
especies de este genero en la medicina tradicional contra el cancer. Dada la amplia distribucion
del genero Piper en nuestro pais y a la necesidad de buscar nuevos compuestos con actividad
antitumoral, en este trabajo se evalud el potencial citotoxico de distintas especies vegetales del
género Piper frente a diferentes lineas celulares de cancer humano, con el fin de realizar el
estudio fitoquimico de la especie vegetal con mayor efecto citotéxico y poder aislar e

identificar los compuestos responsables de dicha actividad.

Esta tesis fue organizada en cuatro capitulos secuenciales. En el primer capitulo se presenta
una revision bibliografica general sobre el aporte de los productos naturales en la
investigacion contra el cancer y la importancia del género Piper como fuente de compuestos
con potencial citotéxico. En los capitulos 2 y 3, se presenta el screening de actividad citotéxica
realizado con diferentes especies del género Piper y el aislamiento y caracterizaciéon quimica
de algunos metabolitos de la especie P. eriopodon que mostré tener el efecto citotéxico mas
potente, asi como la determinacién de la actividad citotéxica en células tumorales para todos
los compuestos aislados. Finalmente, en el capitulo 4 se presentan los resultados de la
busqueda de los mecanismos de muerte celular inducidos por los tres compuestos mas activos
en lineas celulares de cancer humano, junto con algunos estudios in silico y moleculares, que
se realizaron con el fin de evaluar el potencial efecto antagonista de los compuestos aislados
de P. eriopodon sobre la proteina antiapoptdtica XIAP, a través de la interaccion de los

compuestos con su dominio BIR3.



1.Capitulo 1: Estado del arte

1.1 Introduccion

A pesar de que en los udltimos afios los cientificos han retomado las investigaciones en los
productos naturales como fuente de nuevos medicamentos para el cuidado de la salud y el
tratamiento de muchas enfermedades crénicas tales como el Alzheimer, Artritis, Hepatitis,
Diabetes, Tuberculosis, SIDA y Cancer, hoy en dia muchos paises en desarrollo siguen
utilizando la medicina tradicional debido a subajo costo y el acceso limitado a los tratamientos
farmacéuticos. Son precisamente estos conocimientos etnobotanicos aplicados en la medicina
tradicional los responsables en muchas ocasiones del descubrimiento de nuevos principios
activos frente a distintas enfermedades, tomando de partida las fuentes naturales!. Por
ejemplo, los compuestos naturales vinblastina, taxol, etopdsido e irinotecan entre muchos
otros, han traido una nueva luz para el tratamiento de los enfermos de cancer2. Sin embargo,
la complejidad quimica y estructural caracteristica de estos compuestos, hacen dificil y costoso
tanto su aislamiento, como la elucidacién estructural y generacidn de nuevas rutas sintéticas
que permitan obtener mayores cantidades de estos compuestos. En este primer capitulo se
presenta una revision general sobre algunos de los productos naturales vegetales mas
representativos utilizados en el tratamiento del cancer y un acercamiento sobre sus
mecanismos de accion, relacionados con algunas de las proteinas de muerte mas relevantes en
los procesos de inhibiciéon de apoptosis. También se presenta una descripcidon general del
género Piper (Piperaceae), sus metabolitos mas representativos y algunos de los compuestos

con mayor potencial antitumoral que han sido aislados de las diferentes especies del género.

1.1.1 Compuestos de origen vegetal utilizados en el tratamiento del
cancer

No podemos considerar como una sorpresa o una coincidencia, el hecho de que la investigacion

fitoquimica represente un legado histérico importante en el descubrimiento de nuevos
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farmacos contra el cancer. Generalmente, los mecanismos de defensa de las plantas se basan
en su capacidad de generar sustancias quimicas que posean un efecto citotdxico o citostatico y
sus caracteristicas Unicas tales como la seleccién evolutiva de poseer actividad bioldgica, las
convierten en una fuente inestimable de nuevas sustancias con actividad antitumoral. Es asi
como la lista de medicamentos contra el cancer que han proporcionado los productos
naturales incluye a firmacos de gran éxito como la doxorrubicina, paclitaxel, vinblastina,
etopdsido, irinotecan, gemcitabina, metotrexato3 y fitofArmacos como el polifenon E, que es
una mezcla estandarizada de los polifenoles epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), galato
de epicatequina (ECG), galato de epigalocatequina (EGCG) y galato de galocatequina (GCG),

preparada de las hojas del arbol de té Camellia sinensis (Theaceae)*.

Numerosas investigaciones han reiterado y confirmado la importancia que tienen los
productos naturales en la busqueda de moléculas de interés terapéutico frente al cancer5-8. La
primera generacién de medicamentos descubiertos se centraba en la obtencion de moléculas
que actuaran como agentes citotdxicos, bien sea que causaran dafios irreparables al DNA,
inhibiendo su sintesis o interfiriendo con los mecanismos de division celular, por ejemplo,
bloqueando las topoisomerasas o la unién de microtibulos8. Muchos de estos agentes fueron
descubiertos realizando ensayos biol6gicos basados inicamente en compuestos que fueran
capaces de afectar la supervivencia celular, especialmente en células de cancer, encontrando
en los productos naturales, una gran variedad de metabolitos como alcaloides, lignanos,
flavonoides, estilbenos, toxoides, combrestatinas, acetogeninas y quinonas, con gran potencial

citotoxico.

Dentro de los compuestos naturales vegetales més utilizados para el tratamiento de canceres
de mama, testiculo, pulmdn y leucemia, se encuentran diferentes alcaloides como la vinblastina
y vincristina, aislados de la especie vegetal Catharanthus roseus (Apocynaceae) endémica de
Madagascar?; la camptotecina, aislada de la especie Camptotheca acuminata (Cornaceae)10; y
la homoharringtonina, aislada del 4rbol de hoja perenne Cephalotaxus harringtonia K. Koch var.
Harringtonia (Cephalotaxaceae) originario de Jap6n. A partir de estos compuestos se han
desarrollado derivados semisintéticos que mejoran su actividad o solubilidad como lo son la
vindesina, vinorelbina, vinflunina, topotecan e irinotecan, siendo estos dos ultimos
comercializados como Hycamtin y Campostar por GlaxoSmithKline y Pfizer, para los

tratamientos de cancer de colon y ovario58.
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Dentro de los compuestos de tipo lignano, se encuentran el dcido nordihidroguayaretico
aislado de la especie Larrea tridentata (Zygophyllaceae) y 1a podofilotoxina aislada de especies
vegetales del género Podophyllum (Berberidaceae), principalmente Podophyllum peltatum y
Podophyllum notatum, a partir de la cual se obtuvieron los derivados etopdsido y tenipdsido,
utilizados para el tratamiento de diferentes tipos de linfomas y leucemias!t. También se han
reportado estilbenos como las combrestatinas, aisladas de la especie vegetal Combretum
caffrum (Combretaceae) donde a partir de la combrestatina As se obtuvo el andlogo
combrestatina As-fosfato que es soluble en agua y que mostré tener actividad promisoria

contra el cancer de tiroides en los ensayos clinicos preliminaresi2.

Los compuestos de tipo flavonoide que se encuentran presentes en la mayoria de granos,
verduras y frutas, estdn jugando un papel importante en el descubrimiento de nuevos
farmacos menos toxicos, debido a sus efectos protectores frente a algunos tipos de cancer;

hecho que los ha convertido en agentes potenciales para el tratamiento de esta enfermedads.
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Aunque algunos flavonoides han comenzado a ser evaluados en estudios clinicos como agentes
preventivos, tal vez los mas estudiados para el tratamiento de algunos tipos de cancer de
mama, prostata y vejiga son la quercetina, genisteina y rohitukina!3!4. Las estructuras
quimicas de algunos flavonoides han servido de punto de partida para el desarrollo de los
agentes terapéuticos flavopiridol, fenoxodiol y el analogo P276-00, que se encuentran en

estudios clinicos contra una amplia gama de tumores, incluidos linfomas y leucemias?s.
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Tal vez los agentes quimioterapéuticos derivados de productos naturales vegetales mas
conocidos y utilizados en el tratamiento de diferentes tipos de cancer, son los taxanos!6-18,
representados principalmente por el paclitaxel, aislado de especie vegetal Taxus brevifolia

(Taxaceae) y conocido inicialmente como taxol.
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A partir de esta estructura quimica se parti6é para la sintesis del docetaxel y ortataxel, que
mostraron ser mas activos contra cancer de seno, ovario y pulmoén. Aunque se encuentran 23
taxanos diferentes en estudios preclinicos!920 y su actividad en el tratamiento del cancer ha
sido de gran ayuda, en la familia Anonaceae se han reportado compuestos de tipo acetogenina
como la bullatacina, que mostro ser 300 veces mas activa que el taxol cuando se le administré
a ratones a los que se les habia inducido un tumor con células L-1210 (cancer de leucemia).
Los ratones tratados con taxol perdieron un 10% de su peso, mientras que los tratados con
bullatacina aumentaron su peso en un 5%, lo que sugiere potencialmente que es menos téxica
que el taxol. Actualmente se estan estudiando mds de 150 tipos de acetogeninas en diferentes

lineas celulares de cancer21.22,

También se han reportado algunos compuestos de nicleo quinona como la 3-lapachona aislada
del arbol de lapacho Tabebuia avellanedae (Bignoniaceae), 1a embelina de la especie Embelia
ribes (Myrsinaceae) utilizada ampliamente en la medicina tradicional China, y la timoquinona23
de la especie Nigella sativa (Ranunculaceae), los cuales se encuentran en diferentes fases de
estudio clinico?4 para el tratamiento de algunos tipos de cancer de colon, ovario, pulmoén,
prostata y mama. Otros compuestos que son interesantes debido a su simplicidad estructural,
gran actividad frente a distintos tipos de cancer y baja toxicidad, son los analogos sintéticos

NSC 29515625, NSC 69824926 y compuestos naturales como la curcumina2?, el alcohol
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perililico1, el dillapiol?8, la piperina?® y la piperlongumina3?, siendo estos tres ultimos

compuestos aislados de diferentes especies del género Piper (Piperaceae).

Embelina piperina

o o
SCOEERSORA Y
|
o
OCHs HsCO
OCH3 OCH;
Curcumina dilapiol Piperlongumina
o oH OH OH
o o
o o 07
Timogquinona Alcohol perililico NSC 295156 NSC 696249

1.1.2 Mecanismos de accion y quimiorresistencia

Los farmacos antineoplasicos derivados de fuentes vegetales se caracterizan en su gran
mayoria por ser agentes antimitéticos, que inducen la muerte de las células cancerosas
generalmente cuando se encuentran en el proceso de Mitosis3!. Esta es la raz6n principal del
porqué afectan también a las células sanas, induciendo dafios sobre cualquier célula del cuerpo
que se encuentre en proceso de divisidn, generando una serie de efectos secundarios no
deseados en la mayoria de los tratamientos con quimioterapia. Por ejemplo, la camptotecina y
sus derivados comerciales Topotecan e Irinotecan actiian sobre las topoisomerasas [ y II, que
son las enzimas encargadas de liberar las tensiones causadas por los enrollamientos del ADN
durante su proceso de transcripcidn, reparacién y replicacion, haciendo irreversible la
regeneracion de la cadena de ADN una vez que éste ha sido separado para replicarse o liberar

tension323s3,

Los alcaloides de la vinca, las combrestatinas y sus derivados, evitan que sea completada la
fase de mitosis celular, inhibiendo la formacién de los microtibulos, que son las estructuras
responsables de separar el material cromosoémico y distribuirlo equitativamente entre las dos
células hijas. Esta inhibicién en la formacién del huso mitético es debida a que estos
compuestos se unen a la Tubulina, e impiden su polimerizaciéon durante la formacién de los

microtibulos34. Tal vez las combrestatinas hacen parte de los compuestos citotéxicos de los



Capitulo 1 9

cuales se tiene mayor conocimiento a nivel de su mecanismo de accién, ya que adicionalmente
al efecto antimitético a nivel celular, también puede tener un efecto antiangiogénico y
antivascular a nivel del tumor35-37, inhibiendo la formacién de nuevos vasos sanguineos y
uniéndose a la Tubulina celular endotelial de las células que revisten los vasos sanguineos de
los tumores, las cuales generan cambios morfolégicos en las paredes vasculares e impiden el
flujo de sangre hacia el tumor, para evitar la llegada de nutrientes y oxigeno, induciendo
necrosis a causa de hipoxia e inanicion38-40. Estos faArmacos son conocidos como agentes
disruptores vasculares o VDAs#! por sus siglas en inglés “Vascular Disrupting Agents” y estan
siendo estudiados por el Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos para el tratamiento
de tumores sdlidos de rapida evolucion, como el firmaco Crolibulin4? utilizado en el cancer
anaplasico de tiroides, o por compaififas farmacéuticas como Oxigene para el tratamiento de
cancer de ovario y tumores neuroendocrinos gastrointestinales como es el caso del

Fosbretabulin43.

Los lignanos como la podofilotoxina y sus derivados comerciales Etoposido y Teniposido
ejercen su mecanismo de accién no sélo afectando a la Topoisomerasa II sino que también se
unen a la tubulina, evitando tanto la formacién de microtibulos como la regeneracién del ADN
después de su replicacion. Los taxanos al igual que la podofilotoxina actiia a nivel de los
microtubulos, pero en lugar de inhibir su formacién a partir de la polimerizacién de la tubulina,
tienen una gran capacidad para estabilizar sus estructuras e impedir su desacoplamiento,

generando un desbalance en la célula que finalmente terminara en apoptosis34.

Otros compuestos como la embelina, l1a timoquinona y la piperlongumina, pueden actuar como
antagonistas de las proteinas IAP#4, quienes se encargan de controlar a las caspasas, que son
las principales proteinas encargadas de ejecutar esta forma de muerte celular programada.
Estos compuestos impiden que la proteina XIAP se una a las caspasas, dejando libre las
caspasas efectoras de apoptosis como lo son las caspasas 3 y 7, desencadenando en la célula el
proceso de muerte celular programada. Por ejemplo, la embelina es efectiva sola o en
combinacidn con otros farmacos sobre células cancerosas que presenten una sobreexpresion
de la proteina XIAP, incluso en células PC-3 (cancer de prostata)+s y en células H460 (cancer
de pulmoén) cuando es administrada en combinacioén con el cisplatino, medicamento que es

ampliamente utilizado en quimioterapias al que las células H460 son resistentes#6,
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Esta quimiorresistencia o resistencia a la quimioterapia ha sido asociada a muchos factores,
entre los que se encuentran: (i) la disminucién en la captacidn de algunos farmacos solubles
en agua como por ejemplo el cisplatino, analogos de nucledsidos, antagonistas de acido f6lico
y (ii) a los diferentes cambios generados en la célula que afectan directamente la capacidad
citotdxica de los farmacos, como alteraciones a nivel citoplasmatico, cambios en el ciclo celular,
aumento en la reparacion del ADN y disminucién de apoptosis#’. Dentro de estos cambios a
nivel celular que pueden generar multirresistencia, se puede encontrar un aumento o
sobreexpresion de algunas proteinas, como las proteinas IAP, las cuales ademas de evitar que
la célula entre en apoptosis, contribuyen también a la progresion del tumor48. Las proteinas
IAP se encuentran a nivel citoplasmatico en la célula, son encargadas de reclutar e inhibir
factores proapoptoticos y se pueden considerar como los dltimos salvavidas que tiene la célula
justo antes de entrar en apoptosis, ya que inhiben la actividad enzimatica de las caspasas
efectoras llevandolas a su degradacion por ubiquitinacién4d. Este fendmeno se traduce
finalmente en que la célula no muere y contintia con sus funciones de division celular de forma

descontrolada convirtiéndose asi en una célula cancerosa.

1.2 Apoptosis y Proteinas Inhibidoras de Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular caracterizada por varios cambios morfolégicos,
que incluyen condensacién de la cromatina, fragmentacidn nuclear, pliegues en la membrana
plasmatica, desensamble del citoesqueleto y contraccidén celulars?. Esta forma de muerte
celular programada es ejecutada por las caspasas, a través de las cuales la célula realiza de
forma autorregulada un proceso interno de destruccién de sus proteinas, citoesqueleto,
organelos, membrana nuclear y ADN, agrupando todo el material celular en pequeios cuerpos
denominados cuerpos apoptoticos, que posteriormente son eliminados por fagocitosis, sin
generar un proceso inflamatorio5!. Este proceso de muerte celular programada puede
activarse de forma general a través de dos vias: Una via Intrinseca y una Extrinseca, que

dependen directamente del origen del estimulo de muerte52 (Figura 1-1).

La via intrinseca es desencadenada en respuesta a una amplia variedad de estimulos que son
generados dentro de la célula, tales como activacion de oncogenes o dafio del ADN. Esta via es
mediada desde la mitocondria, que libera diversas proteinas proapoptoéticas hacia el
citoplasma celular en respuesta a los estimulos apoptdticos. Algunas de estas proteinas son: el

Citocromo C, Smac/Diablo, AIF, EndoG, proteinas de la familia BCL-2 como BCL-2 y BCL-XL53.
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La mas importante de estas proteinas proapoptoticas es el Citocromo C, el cual se une y activa
a la proteina APAF-1 en el citoplasma, lo que promueve la formacién del apoptosoma, que
media la activacion autocatalitica de caspasa 9 que a su vez activa a las caspasas efectoras 3 y
7 (Figura 1-1). La via extrinseca es mediada por la activacién de receptores de muerte como
Fas o TNF, a través de la unién de un ligando de muerte asociado a su respectivo receptor en
la superficie celular. Esta unidn, conduce a la formacién de un complejo ligando-receptor, que
seguidamente recluta factores citosolicos, tales como FADD y Caspasa 8, para activar

posteriormente a las caspasas efectoras 3 y 753 (Figura 1-1).

via S s
Extrinseca ;/}

\(” >
via ﬂ jk

Intrinseca Mitocondria

%@
« 2 @
% c7e®

citc
XIAP ===lCasp. 3/7

‘fal& l—» eTG

Apoptosoma Casp.9

Figura 1-1:  Vias intrinseca y extrinseca de activacion de Apoptosis. La via intrinseca se
activa por un estimulo interno a través de la mitocondria. La via extrinseca se activa por un
estimulo externo a través de los receptores de muerte como FAS/TNF.

Sin embargo, estos procesos tanto intrinsecos como extrinsecos de activaciéon de caspasas que
finalizan en apoptosis, se ven interrumpidos o afectados cuando en el citoplasma celular estan
presentes las proteinas IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins), que son proteinas que se
caracterizan por poseer de uno a tres dominios BIR (Baculovirus IAP Repeat) capaces de
inhibir la activacién enzimatica de las caspasas. Aunque se conocen ocho proteinas diferentes
inhibidoras de apoptosis (NAIP, cIAP1, cIAP2, XIAP, ILP2, livin, survivin y BRUCE)54, las caspasas
3,7 y 9 son objeto de inhibicién principalmente por XIAP y en menor proporciéon por c-1AP1,

c-IAP2 y NAIP5556, De estas proteinas, XIAP ha sido la mas estudiada, se compone de tres
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dominios BIR (BIR1, BIR2 y BIR3) y un dominio RING capaz de unirse a enzimas de
ubiquitinacién. El papel crucial que juega XIAP en el mecanismo de regulacion de la apoptosis,
se da principalmente a través de sus dominios BIR2 y BIR3, donde BIR3 inhibe la caspasa 9y
evita la formacién del apoptosoma, mientras que la regién de union entre sus dominios BIR1
y BIR2 inhibe las caspasas efectoras 3 y 7 evitando que la célula pueda entrar en un proceso

de apoptosis57.

Por otro lado, para que en una célula ocurra el proceso contrario, es decir, que pueda entrar
en proceso de muerte celular programada, XIAP debe mantenerse controlada y esta funcidn es
realizada por la proteina proapoptética Smac/Diablo que es liberada por la mitocondria.
Smac/Diablo actiia como un antagonista endégeno de XIAP, ya que se une a sus dominios BIR
para generar cambios conformacionales que activan la degradacién por ubiquitinacién de
XIAP y evitar asi la interaccion entre XIAP y las caspasas. Se ha determinado que Smac/Diablo
se une fuertemente al dominio BIR3 de XIAP a través del tetrapéptido AVPI58 del extremo
amino terminal de Smac/Diablo, dejando libres las caspasas activas 3, 7 y 9 para que la célula
pueda entrar en proceso de apoptosis5260, Este tetrapéptido ha servido de punto de partida
para realizar la sintesis de otros péptidos similaresé1-63 con el fin de que actien como
inhibidores de las IAP y promuevan la induccién de muerte celular frente a diferentes lineas
celulares tumorales6+65, como es el caso de los analogos sintéticos Birinapant y LCL-161 que

se encuentran en ensayos clinicos contra diferentes tipos de tumores s6lidoseés.

LCL-161

Birinapant

1.3 Generalidades del género Piper

El género Piper es el mas importante de la familia Piperaceae y su especie mas representativa
es Piper nigrum, a partir de la cual se obtienen los frutos ampliamente conocidos en el mundo

gastrondmico como pimienta negra. Otra especie representativa de este género es Piper
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methysticum, conocida como (kawa-kawa) y utilizada desde tiempos ancestrales por los
indigenas de Oceania, quienes tomaban preparados acuosos de las raices para amenizar sus
reuniones sociales, tradicidn que audn se utiliza en algunas islas de Polinesia donde es tomada

por los nativos durante ceremonias religiosasé’.

La gran mayoria de especies del género Piper, reside en la zona tropical de América (700 spp),
seguida del sur de Asia y Oceania (300 spp); donde las especies econdmicamente mas
importantes son P. nigrum L. (pimienta negra) y P. bettle L¢8. En Colombia, el género Piper es
conocido como “cordoncillo” debido a la forma de sus inflorescencias y se encuentra
ampliamente distribuido en bosques tropicales y himedos, especialmente en regiones del

Chocé, Antioquia, Cundinamarca y Santander.

Existen muchos reportes referentes a estudios fitoquimicos de especies pertenecientes al
género Piper en donde podemos encontrar gran variedad de compuestos como amidas,
flavonoides, kavapironas, lignanos, neolignanos, piperdélidos, propenilfenoles y terpenosé9.70.
Recientemente, el género Piper ha sido considerado por algunos autores como una fuente
potencial de compuestos con actividad antitumoral, debido al uso de algunas especies de este
género en la medicina tradicional contra el cancer?1-74. Dentro de estos reportes etnobotdnicos
se encuentran especies como P. aduncum, P. boehmeriifolium Wall, P. capense L.f, P. cubeba L.,
P. gibbilimbum C.D.C,, P guineense, P. longum L., P. nigrum L., P. sylvaticum Roxb, P. barbatum, P.
sanvicentense y P. guineense, que han sido utilizadas en la medicina tradicional para tratar
diferentes tipos de cancer, entre los que se encuentran canceres de mama, Utero, gastrico y piel

entre otros747s,

Los estudios fitoquimicos de este género con mayor numero de reportes de actividad
citotdxica, incluyen una variedad de metabolitos secundarios, dentro de los que se encuentran
compuestos del tipo fenilpropano, amida, alquilfenoles y flavonas. Las amidas del género Piper,
han sido los compuestos que han presentado mayor actividad promisoria frente a la inhibicién
del crecimiento de diferentes tipos de tumores, evitando la proliferacion celular y generando
inducciéon de apoptosis en las células de cancer, especialmente las que presentan
multirresistencia’é. Por ejemplo la piperina que es el compuesto responsable del sabor picante
de la pimienta y que es obtenida de los frutos de la especie P. nigrum, es capaz de potencializar

el efecto citotoxico de farmacos como la Mitoxantrona y Doxorrubicina, sobre las lineas
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celulares MCF7 (cancer de mama) y A-549 (cancer de pulmoén) que se han vuelto resistentes a

este tipo de tratamientos?’.

La pipernonalina, aislada de los frutos de diferentes especies del género Piper, inhibe el
crecimiento de células de cancer de prostata PC-3 y adicionalmente promueven un proceso
proapoptotico en dichas células, incrementando el nivel de especies reactivas de oxigeno a
nivel citoplasmatico’s, activando posteriormente la caspasa 3 para desencadenar apoptosis.
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La piperlongumina, aislada de la especie vegetal Piper longum y que es utilizada ampliamente
en la medicina Ayurvedica India, exhibe el mas amplio y promisorio espectro de citotoxicidad
contra una gran variedad de células de cdncer en ensayos realizados in vitro e in vivo. La
piperlongumina, ha demostrado su gran potencial como agente antitumoral frente a 13 lineas
celulares diferentes que incluyen cancer de colon, mama, pancreas, 6seo, piel y pulmon, sin
causar toxicidad en las células sanas’8. Adicionalmente, en ensayos realizados in vivo, la
piperlongumina logr6 disminuir de forma considerable el tamafio de los tumores inducidos en
ratones con lineas celulares de cAncer MDA-MB-436 (mama), A549 (pulmén) y EJ (vejiga),

inclusive en algunos casos de forma mas efectiva que en los tumores tratados con paclitaxel o

cisplatino.
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Otros compuestos como el dilapiol, que es el principal componente del aceite esencial de la
especie P. aduncum, posee actividad citotdxica frente a células MDA-MB-231 (cancer de mama)
y SK-MEL-28 (melanoma), ya que induce apoptosis por la via intrinseca a través de la
mitocondria, causando la liberacién de Citocromo c y posteriormente la activaciéon de caspasa
328, Se han reportado también una gran variedad de compuestos de tipo alquenilfenol, dentro
de los que se encuentran los gibbilimboles A-D aislados de P. gibbilimbum que presentan
actividad citotéxica frente a células KB (carcinoma de nasofaringe)?° y el 4-nerodilcatecol
aislado de P. umbellata L. que ha mostrado ser inductor de apoptosis frente a células K562

(leucemia)8d y SK-Mel-28 (melanoma)sl.

En las especies P. bogotense y P. barbatum se han reportado compuestos de tipo quinona e
hidroquinona como la (2'E,6’E)-2-farnesil-1,4-benzoquinona y la (2'E,6'E)-2-
farnesilhidroquinona, asi como el cromeno dictiocromenol, estos tres compuestos fueron
evaluados contra tres lineas celulares diferentes, siendo la quinona el compuesto mas activo
frente a la linea celular MCF7 (cancer de mama), el cromeno frente a la linea celular H-460
(cancer de pulmoén) y la hidroquinona sobre la linea celular SF-268 (cancer de glioblastoma)

que corresponde a uno de los cAnceres mds agresivos y dificiles de tratar7282,

En general, el género Piper constituye una fuente valiosa de diferentes compuestos con
potencial citotdxico y sus especies vegetales deben ser consideradas en la busqueda de nuevos
compuestos con potencial antitumoral. Por esta razén y teniendo en cuenta que el género se
encuentra ampliamente distribuido las diferentes regiones de nuestro pais, en el siguiente
capitulo se presentard un screening de actividad citotdxica en lineas celulares de cancer
humano, utilizando extractos etandlicos obtenidos de diferentes especies Colombianas del
género Piper; y en los capitulos posteriores, se presentara el estudio fitoquimico de la especie
mas activa, con el fin de encontrar los principales metabolitos responsables de la actividad

citotoxica y evaluar su potencial farmacoldgico en células tumorales.
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2.Capitulo 2: Screening de actividad
citotoxica en lineas celulares de
cancer con diferentes especies del
género Piper

2.1 Introduccion

El uso de plantas medicinales por el hombre es un recurso que ha sido utilizado desde tiempos
inmemorables para tratar diferentes tipos de dolencias y enfermedades. Es precisamente a
partir de este conocimiento etnobotanico, que se han sentado las bases para el descubrimiento
de una gran variedad de compuestos quimicos con diferentes propiedades quimicas y
farmacolodgicast-4, convirtiendo a los productos naturales en una fuente importante e

inestimable para el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer5s-8.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer se ha convertido en una de las principales
causas de muerte a nivel mundial y es una enfermedad que se caracteriza por causar diferentes
alteraciones celulares, que generan un crecimiento descontrolado de células malignas que se
pueden extender a otros tejidos del cuerpo, causando graves alteraciones en el organismo?®.
Hoy en dia, los tratamientos médicos contra el cancer no son solamente cada vez mas costosos
y de dificil acceso, sino que también presentan altos niveles de resistencia y toxicidad,
causando un rapido deterioro en la calidad de vida de 1a mayoria de los pacientes que padecen

esta enfermedad.

En el descubrimiento de nuevos principios activos para el tratamiento de la enfermedad del
cancer, los productos naturales juegan un papel fundamentall®. El screening de citotoxicidad
de diferentes extractos de plantas frente a lineas celulares de cancer es una forma sencilla y
relativamente econémica de buscar fuentes potenciales de nuevos compuestos con actividad
antitumoralll12. Las especies vegetales del género Piper, se caracterizan por poseer una gran

variedad de metabolitos con propiedades citotdxicasi3-16 y adicionalmente, se encuentran



24 Estudio fitoquimico de P. eriopodon y determinacion de su actividad citotdxica

ampliamente distribuidas en todo el territorio colombiano. Teniendo en cuenta la gran
biodiversidad que tiene nuestro pais y con el objetivo de encontrar una especie del género
Piper con gran potencial antitumoral, en este capitulo, se evalud el efecto citotéxico en células
tumorales, de 28 extractos etandlicos, obtenidos de 16 especies diferentes del género Piper. El
efecto citotoxico de los extractos etandlicos se determin6 por medio del ensayo de reduccién
del MTT, frente a las lineas celulares de cancer humano A549 (pulmén), PC-3 (préstata) y
MDA-MB-231 (mama). Las especies vegetales que mostraron tener mayor potencial citotoxico
fueron P. eriopodon, P. bogotense y P. cumanense con valores de ICso alrededor de 30 pg/mL
para las tres lineas celulares evaluadas en el ensayo. El efecto citotéxico mas potente fue
obtenido con el extracto etanoélico de hojas de P. eriopodon, con valores de ICso de 17.7 png/mL
para A549, 11.8 pg/mL para PC-3 y 20.7 pg/mL para MDAMB-231. A continuacién, se

describen los aspectos mas importantes en la realizacion del screening de actividad citotoéxica.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Material vegetal

Las 16 especies vegetales del género Piper fueron colectadas en los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca y Santander. Un espécimen de cada especie fue depositado en el Herbario
Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de

Colombia, e identificado por el biélogo Adolfo Jara Muiioz (ver Tabla 2-1).

2.2.2 Preparacion de Extractos

Todas las plantas fueron sometidas a un proceso de secado a temperatura ambiente y
protegidas de la luz. Posteriormente, las partes secas de las plantas (hojas, madera o
inflorescencias) se sometieron a un proceso de molienda y extraccién exhaustiva por
maceracion con etanol al 96%. Por cada extracto se realizaron tres extracciones a temperatura
ambiente, cada una por un tiempo de 72 horas. Finalmente, se recupero6 el solvente a presion
reducida por rotavapor y se obtuvieron los diferentes extractos etandlicos, que

posteriormente fueron evaluados en el ensayo de citotoxicidad.
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2.2.3 Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer humano A549 (pulmoén), PC-3 (préstata) y MDA-MB-231
(mama), fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
Gibco), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco), 2 mM de glutaminay 1% de

antibiético (penicilina-estreptomicina, Lonza) en atmosfera himeda a 37°C en 5% de CO..

2.2.4 Ensayo de Citotoxicidad

El efecto citotoxico de los extractos etandlicos se determiné por medio del ensayo de reduccion
del MMT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)!?. Las células fueron
sembradas en platos de 96 pozos (104 células/pozo) en 100 uL de medio suplementado con
10% de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina y se dej6 en reposo durante 24 h en atmosfera
himeda a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente, el medio fue removido y se aplicaron 100 pL de
medio fresco, en concentraciones seriadas de (100, 30, 10, 1 y 0,1 pg/mL) de los extractos
etandlicos disueltos en DMSO (0.2%). Después de 24 h, se retird el medio, se agregaron 100 pL
de la solucion de MTT (0.5 mg/mL) en PBS y los platos se incubaron por un periodo de 4 ha
37°C en atmosfera hiumeda y 5% CO.. Finalmente, se removié el sobrenadante, se agregaron
100 pL de buffer de lisis y se midi la absorbancia en un lector Tecan Sunrise (Hombrechtikon,
Suiza) a A = 595 nm. Las células no tratadas se usaron como control positivo y la supervivencia
celular se calculé como: % supervivencia = 100 (X/control), donde X es el promedio de la
lectura del metabolismo de MTT en un grupo de tratamiento (n=4). Los valores de
Concentracion Inhibitoria 50 - ICso - (concentracion que inhibe el 50 % del crecimiento celular)
para los extractos etanolicos se calcularon usando el software GraphPad Prism. Los datos son

reportados como el promedio * el error estandar.

2.2.5 Analisis estadistico

Los resultados son presentados como el promedio + el error estandar. Los valores de ICso
fueron obtenidos por un andlisis de la curva de regresion no lineal de respuesta al efecto de la
concentracion, utilizando el programa GraphPad Prism. Para cada linea celular, se realiz6 un
analisis de varianza de una via (ANAVA), seguido de una prueba de comparacién de Tukey.

Todas las diferencias con p<0.05 fueron consideradas significativas.
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2.3 Resultados y Discusion

Las especies vegetales y las partes de las plantas empleadas para preparar cada extracto

etanodlico se muestran en la Tabla 2-1. En el ensayo de citotoxicidad, se evaluaron un total de

28 extractos etandlicos obtenidos a partir de 16 especies vegetales del género Piper. Los

valores de ICso para los extractos evaluados, fueron calculados a partir de una curva completa

dosis-respuesta frente a las tres lineas celulares A549, PC-3, MDA-MB-231 y se consideraron

citotéxicos Unicamente aquellos extractos que tuvieron valores de ICso por debajo de 100

pg/mL (Figuras 2-1 a 2-3).
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Figura 2-1: Curvas de viabilidad celular para la linea celular MDA-MB-231 frente a los extractos

etanolicos de: P. eriopodon (hojas, infloresencias y madera); P. pesaresanum (hojas); P. cumanense
(hojas e infloresencias); P. bogotense (hojas); P. arboreum (madera).
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Figura 2-2: Curvas de viabilidad celular para la linea celular PC-3 frente a los extractos etanélicos

de: P. eriopodon (hojas, infloresencias y madera); P. pesaresanum (hojas); P. cumanense (hojas e
infloresencias); P. bogotense (hojas); P. arboreum (madera).

De los 28 extractos utilizados en el ensayo de citotoxicidad, se encontré que 10 de ellos
mostraron tener efecto citotéxico frente a las lineas celulares de cancer evaluadas. Estos 10
extractos que mostraron tener actividad citotoxica, inhibieron el crecimiento celular en una
relacion dosis-dependiente con valores de ICso menores de 100 pg/mlL, 7 de ellos con valores
de ICsp menores a 50 pg/mL y 3 de ellos con valores de ICso por debajo de 20 pg/mL. Los

valores calculados de ICso para los extractos evaluados se muestran en la Tabla 2-1.
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Tabla 2-1. Plantas y extractos de las partes de las plantas utilizadas para realizar el ensayo de
citotoxicidad frente a las lineas celulares: A549, PC-3 y MDA-MB-231

Numero de Parte de la ICso (ng/mL)*
Especies ..
Coleccion planta Pulmon A549 Préstata PC-3 Mama MDA-MB-231

Hojas >100 >100 >100
Piper aduncum COL 595171

Inflorescencias 78.16 + 10.72 >100 >100
Piper amalago COL 510519 Hojas >100 >100 >100

Hojas >100 >100 >100
Piper arboreum COL 519815

Madera 60.29 +7.22b 27.25+2.08a 61.29 + 3.652
Piper arthante COL 515965 Madera >100 >100 >100

Hojas 89.45 +10.3¢ >100 >100
Piper cf. asperiusculum COL 579924

Inflorescencias >100 >100 >100

Hojas 38.83 + 3.89de 27.89 + 2.44b 49.21 £ 5.22b
Piper bogotense COL 517696

Inflorescencias >100 >100 >100

Hojas 43.78 £3.23¢ 30.08 + 1.590 44.75 + 1.85¢
Piper cumanense COL 518183

Inflorescencias 31.10 £ 2.56f 18.03 + 1.35¢ 55.78 £ 4.074
Piper el bancoanum COL 518182 Hojas >100 >100 >100

Madera >100 >100 >100
Piper eriocladum COL 517694

Madera >100 >100 >100

Hojas 17.84 + 2.24s 11.88 + 0.69d 20.75+1.12¢
Piper cf. eriopodon COL 516757 Inflorescencias 33.74 £ 3.834df 16.90 + 1.85¢ 53.22 +4.22d

Madera 26.60 = 1.85f 44.70 £ 3.70¢ 39.56 + 2.51f

Hojas >100 >100 >100
Piper hispidum COL 510518

Raices >100 >100 >100

Madera >100 >100 >100
Piper holtonii COL 517184

Hojas >100 >100 >100

Madera >100 >100 >100
Piper marginatum COL 591820

Hojas >100 >100 >100
Piper peltatum COL 512098 Hojas >100 >100 >100

Hojas >100 >100 >100
Piper pertomentellum COL 579920

Inflorescencias >100 >100 >100
Piper pesaresanum COL 553307 Hojas 77.41 +492¢ 82.51 +4.75f 83.63 +7.23¢

*Los valores marcados con letras diferentes presentan diferencia significativa (Tuckey, p < 0.05).
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La linea celular de cancer de pulmén (A549) mostrd la respuesta mas sensible a los extractos
etandlicos evaluados, donde 10 extractos inhibieron su crecimiento celular con valores de ICsg
inferiores a 100 pg/mL, en contraste con las lineas celulares de cancer de préstata (PC-3) y
mama (MDA-MB-231), donde 8 extractos presentaron actividad citotdxica con valores de ICso
menores a 100 pg/mL. Por otro lado, los extractos etanoélicos de hojas de P. aduncum y P.
asperiusculum presentaron actividad citotéxica moderada unicamente contra células de
cancer de pulmdn (A549). Reportes previos en la especie vegetal P. aduncum han demostrado
la presencia de dilapiol, un compuesto de tipo arilpropano que ha sido aislado de diferentes
especies del género Piper y que es capaz de inducir apoptosis en células tumorales por
activacion de la via intrinseca8. También, se ha reportado que el extracto etandlico de las hojas
de P. aduncum posee actividad citotdxica contra en células de cancer de cérvix (HeLa, ICso =
3.91 pg/mL) y el extracto de diclorometano contra células de cancer de nasofaringe (KB, ICso
= 12 pg/mL)1%, mama (MCF7, ICso = 27 pg/mL), pulmén (H-460, ICso = 25 pg/mL) y
neuroblastoma (SF-268, 1Csp = 23 pg/mL)!l, mientras que para la especie vegetal P.

asperiusculum no se encontraron reportes previos.

En estudios previos de citotoxicidad en células tumorales, realizados sobre sobre 310 especies
diferentes de plantas colectadas en paises latinoamericanos como Argentina, Bolivia,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Nicaragua y Panama3; P. bogotense fue una de las
especies vegetales més activas, a partir de la cual obtuvieron por medio de un fraccionamiento
bioguiado de las hojas, el compuesto de tipo quinona (2’E,6°E)-2-farnesil-1,4-benzoquinona,
que mostré tener gran potencial citotéxico frente a lineas celulares de cancer de glioblastoma
(SF-268, ICso = 3.5 pg/mL), mama (MCF7, ICso = 1.8 pg/mL) y pulmén (H-460, 1Cso = 4.8
pg/mL)tL Los resultados obtenidos en este trabajo sobre las lineas celulares de cancer
humano A549, PC-3 y MDA-MB-231, confirman el gran potencial citotoéxico de las hojas de P.

bogotense en diferentes tipos de lineas celulares de cancer humano.

Segun el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos, un extracto se puede considerar
activo cuando tiene un valor de ICso < 30 pg/mL20. Los extractos etandlicos de P. eriopodon, P.
cumanense y P. bogotense mostraron valores de ICso menores a 30 ug/mL contra células de
cancer humano, lo que sugiere la existencia de compuestos con propiedades citotoxicas en
estas especies vegetales del género Piper. En este trabajo, se reporta por primera vez el
potencial citotéxico de las especies vegetales P. eriopodon, P. cumanense, P. pesaresanum y P.

bogotense, contra las lineas celulares de cancer de préstata (PC-3), mama (MDA-MB-231) y
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pulmén (A549). Los resultados obtenidos indican que estos extractos etanodlicos pueden
inhibir el crecimiento de las células de cancer evaluadas y merecen ser evaluados en diferentes
lineas celulares de cancer, asi como también podrian ser considerados como una fuente

potencial para el aislamiento de nuevos compuestos con actividad antitumoral.
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Figura 2-4: Extractos etanolicos de especies del género Piper, que presentaron actividad citotéxica
frente a las lineas celulares evaluadas con valores de ICso menores a 100 pg/mL. Las barras marcadas
con letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

Para poder comparar los diferentes valores de ICso obtenidos con los extractos etanolicos que
mostraron tener actividad citotdxica, se realizé una prueba de significancia para cada linea
celular. Estos datos fueron analizados a través de un Andlisis de Varianza, seguido por un test
de comparacion mdultiple de Tukey (p < 0.05). Los resultados mostraron que existen
diferencias significativas para la mayoria de los extractos en cada una de las lineas celulares
evaluadas. El extracto que mostré la menor actividad citotéxica fue el extracto etandlico de
madera de P. asperiusculum, mientras que el extracto de hojas de la especie vegetal P.
eriopodon presento el efecto citotéxico mas potente frente a lineas celulares de cancer humano

de pulmdn (A549), préstata (PC-3) y mama (MDA-MB-231) (Figura 2-4).

Los resultados obtenidos indican que los extractos etandlicos que mostraron tener el efecto
citotéxico mas potente contra las lineas celulares de cancer evaluadas, corresponden a los
extractos que fueron obtenidos de las hojas, inflorescencias y madera de P. eriopodon, siendo
el extracto etanodlico de las hojas el que presentd los valores de ICso mas bajos, con valores de
ICso de 11.88, 17.84 y 20.75 pg/mL para las lineas celulares PC-3, MDA-MB-231 y A549

respectivamente.
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De las 16 especies colombianas del género Piper mostradas en la Tabla 2-1, cinco de ellas (P.
arboreum, P. bogotense, P. cumanense, P. eriopodon y P. pesaresanum) mostraron tener efectos
citotoxicos frente a las tres lineas celulares de cancer evaluadas y dos mas de ellas (P. aduncum
y P. asperiusculum) mostraron tener efecto citotéxico en al menos una de las tres lineas
celulares. Estos resultados demuestran la gran importancia que tienen las especies del género
Piper en la busqueda de compuestos con actividad citotéxica y estan acordes a lo reportado
por diferentes autores que proponen a este género como una fuente importante en la

obtencion de diferentes compuestos con actividad antitumoral13.21.22,

Finalmente, basados en los resultados de actividad citotéxica obtenidos para las 16 especies
evaluadas del género Piper, se decidi6 escoger la especie vegetal P. eriopodon para realizar un
estudio fitoquimico y tratar de encontrar los compuestos responsables de su actividad

citotdxica en el extracto etandlico de las hojas.

2.4 Conclusiones

Se evalud la actividad citotdxica de 28 extractos etandlicos obtenidos de 16 especies vegetales
colombianas del género Piper, sobre células de cAncer humano de pulmén (A549), prostata
(PC-3) ymama (MDA-MB-231). De los 28 extractos evaluados en el ensayo de citotoxicidad, se
encontré que 10 de ellos mostraron tener efecto citotéxico frente a las lineas celulares de
cancer evaluadas, inhibiendo el crecimiento celular en una relacién dosis-dependiente con
valores de ICsomenores de 100 pg/mL, 7 de ellos con valores de 1Cso menores a 50 pg/mLy 3

de ellos con valores de ICso por debajo de 20 pg/mL.

El género Piper constituye una fuente importante en la busqueda de nuevos agentes
citotdxicos, ya que de las 16 especies evaluadas en este capitulo, P. aduncum, P. arboreum, P,
asperiusculum, P. bogotense, P. cumanense, P. eriopodon y P. pesaresanum mostraron tener
efectos citotdxicos al menos frente a una de las tres lineas celulares de cancer, con valores I1Csg
por debajo de 100 pg/mL y 5 de ellas (P. arboreum, P. bogotense, P. cumanense, P. eriopodon y

P. pesaresanum) frente a las tres lineas celulares evaluadas.

Las especies de Piper que mostraron tener el mayor potencial citotoxico frente a las lineas
celulares de cancer humano de pulmén (A549), préstata (PC-3) y mama (MDA-MB-231),
fueron P. eriopodon, P. bogotense y P. cumanense, con valores de 1Cso menores a 30 pug/mL en

cada una de ellas. El extracto etanodlico de las hojas de P. eriopodon mostro tener el efecto
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citotéxico mas potente frente a las tres lineas celulares evaluadas con valores de ICsode 11.88

pg/mkL para cancer de proéstata (PC-3), 17.84 pg/mL para cancer de mama (MDA-MB-231) y

20.75 pg/mL para cancer de pulmoén (A549). Por esta razon, se seleccion6 el extracto etanélico

de hojas de la especie vegetal P. eriopodon para realizar un estudio fitoquimico, en busca de los

compuestos responsables de su potente actividad citotéxica.

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)
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3.Capitulo 3: Estudio fitoquimico de
P. eriopodon

3.1 Introduccion

El género Piper es considerado como el género mdas importante de la familia Piperaceae y
existen diferentes clases de estudios fitoquimicos, donde se reporta una gran variedad de
compuestos como amidas, flavonoides, kavapironas, lignanos, neolignanos, piperoélidos,
propenilfenoles y terpenos, que hacen de este género una fuente importante y variada de
estructuras quimicas con diferentes caracteristicas biolégicas-3. Algunos arilpropanos como
el dilapiol y amidas como la piplartina, son algunos ejemplos de compuestos con potente
actividad citotoxica, que han sido aislados de diferentes especies del género Piper y han
demostrado ampliamente su capacidad de inducir apoptosis frente a una gran variedad de
lineas celulares tumorales tanto en ensayos in vitro como in vivo*. Otros compuestos de tipo
fendlico como los como los gibbilimboles A-D aislados de P. gibbillimbum,los sarmentosumoles
A-F aislados de P. sarmentosum, el hidroxichavicol aislado de P. betel y el 4-nerodilcatecol
aislado de P. umbellata L., son algunos ejemplos de alquenilfenoles caracteristicos del género
Piper y que también han demostrado su potencial citotoxico y antitumoral en una gran

variedad de lineas celulares de cancer, evaluadas en diferentes ensayos in vitro e in vivo5-°.

Los reportes previos sobre la especie P. eriopodon corresponden a estudios realizados
principalmente sobre la parte aérea y que involucran la determinacion de actividad
antioxidante y antifinigical?. Igualmente, en nuestro grupo de investigaciéon se habian
realizado algunos estudios previos sobre el potencial insecticida de P. eriopodon contra larvas
de Spodoptera frugiperda y la determinacion de su potencial antifingico contra el hongo
Fusarium oxysporum, donde se encontraron algunos metabolitos de tipo alquilfenol como el
gibbilimbol B que mostré tener actividad antifiingica. Sin embargo, este estudio es el primer

trabajo que se realiza sobre el efecto citotéxico que posee P. eriopodon en lineas celulares de
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cancer humano. En este capitulo se presenta el estudio fitoquimico del extracto etandlico de
las hojas de P. eriopodon, que mostro tener el mayor potencial citotoxico frente a las lineas
celulares tumorales evaluadas en el screening de citotoxicidad. Este estudio se realizé
enfocado en la busqueda de los compuestos responsables de dicha actividad citotdxica,
partiendo de un fraccionamiento por polaridad creciente y inicamente se continu6 el estudio
cromatografico a partir de las fracciones que mostraron tener actividad citotéxica. De esta
forma, del extracto etandlico de las hojas se aislaron nueve compuestos cuya estructura
molecular fue determinada por diferentes métodos espectroscopicos, principalmente por
resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono en una y dos dimensiones, y
espectrometria de masas de alta resolucion. A continuacidn, se presenta una breve descripcion
del aislamiento, la elucidacion estructural y la determinacién del potencial citotéxico de los
compuestos obtenidos del extracto etanolico de hojas de P. eriopodon, el cual mostro6 tener el
efecto citotéxico mas potente en los ensayos realizados frente a las lineas celulares de cancer

evaluadas en el capitulo anterior.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Material vegetal

La especie vegetal P. eriopodon fue colectada en el municipio de Fusagasuga (Cundinamarca)
por el profesor Wilman Antonio Delgado Avila y clasificada por el biélogo Adolfo Jara Muifioz
del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia. Un espécimen
reposa en el Herbario Nacional Colombiano bajo el niimero de coleccién COL516757. Para la
obtencion del extracto etandlico, se tomaron las hojas de P. eriopodon secas y molidas (1.14
Kg) y se sometieron a un proceso exhaustivo de extraccién por maceracion con etanol al 96%.
Posteriormente, para obtener el extracto etandlico se realizé un proceso de filtracion y el
solvente fue retirado a presion reducida con ayuda de un rotavapor, obteniéndose finalmente

103.6 g del extracto.

3.2.2 General

Todos los solventes utilizados durante el fraccionamiento y purificacion fueron grado analitico
marca Merck. Para la cromatografia flash, se utilizé como fase estacionaria silica gel 60 (0.040

- 0.063 mm; Merck) y para la cromatografia en columna se utilizaron como fases estacionarias
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silica gel 60 (0.063 - 0.200 mm, Merck) y Sephadex® LH20 (Sigma-Aldrich). Los espectros de
masas de alta resolucién fueron tomados en un equipo Agilent Technologies Q-TOF, usando
ionizacion por electrospray (ESI) en modo negativo. Los espectros de RMN 1D y 2D fueron
registrados en un equipo Bruker Avance 400 (400 MHz para 1Hy 100 MHz para 13C), utilizando

como patroén de referencia los picos de los solventes CDCl3 y MeOD (Merck).

3.2.3 Fraccionamiento del extracto etandlico de hojas de P.
eriopodon

100 g del extracto etandlico de hojas de P. eriopodon fueron fraccionados sobre silica gel por
medio de cromatografia flash, utilizando como fase mdvil un sistema de solventes
tolueno/acetato de etilo en polaridad creciente (0-100%) para obtener 8 fracciones. La
actividad citotéxica fue retenida en las fracciones 1 (34.2 g) y 2 (8.0 g). La fracciéon 1
posteriormente fue sometida a un nuevo fraccionamiento por cromatografia en columna sobre
silica gel, utilizando un sistema de solventes n-hexano/diclorometano/acetato de etilo
(25:70:5), para obtener 10 fracciones (A-]). La fracciéon E (12.5 g) se fracciond nuevamente por
medio de Sephadex LH-20 utilizando como fase movil una mezcla de solventes n-
hexano/cloroformo/metanol (2:2:1), a partir de la cual se recolectaron 6 fracciones (E1-E6).
El compuesto 1 (7.93 g) fue obtenido después de someter la fracciéon E3 a una cromatografia
en columna sobre Sephadex LH-20 utilizando como fase movil un sistema de solventes n-
hexano/acetona/metanol (2:2:1). La fraccion E4 (974,6 mg) fue sometida a un
fraccionamiento sobre Sephadex LH-20 y fue eluida con una mezcla de solventes de n-
hexano/acetona/metanol (2:2:1) para obtener 6 fracciones (E4.1-E4.6). El compuesto 3 (33.2
mg) fue obtenido a partir del fraccionamiento de E4.4 (378.8 mg) sobre Sephadex LH-20
utilizando como fase moévil una mezcla de los solventes n-hexano/acetona/metanol (2:2:1) y
una posterior purificaciéon por cromatografia en columna, eluida con hexano/acetona (8:2). La
fraccion E4.5 (266.4 mg) fue fraccionada sobre Sephadex LH-20 utilizando una mezcla n-
hexano/cloroformo/metanol (2:2:1) para obtener 4 fracciones (E4.5.1-E4.5.4). Las fracciones
E4.5.2 (31.7 mg) y E4.5.4 (70.8 mg) fueron sometidas a una purificacién por cromatografia en
columna sobre silica gel, utilizando como fase moévil una mezcla de solventes n-

hexano/acetona (8:2) para obtener el compuesto 6 (28.8 mg).

La fraccion E5 (2.19 g) fue fraccionada por cromatografia en columna sobre silica gel,

utilizando como fase movil una mezcla de tolueno/acetato de etilo (9:1) para obtener 10
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fracciones (E5.1 a E5.10). El compuesto 4 (20.0 mg) fue obtenido de la fracciéon E5.3 (153.2
mg) a través de una cromatografia flash, utilizando como fase movil una mezcla

hexano/acetona (9:1).

La fraccion E6 (1.03 g) fue fraccionada por medio de cromatografia flash utilizando como fase
movil una mezcla cloroformo/acetona (9:1), obteniendo 6 fracciones (E6.1-E6.6). La fraccién
E6.5 (232.2 mg) fue fraccionada por medio de Sephadex LH-20 utilizando como fase mévil una
mezcla de n-hexano/cloroformo/metanol (2:2:1) para obtener el compuesto 9 (9.3 mg).

La fraccion 2 (8.0 g) se someti6 a un fraccionamiento por medio de cromatografia en columna
utilizando como fase mévil una mezcla de solventes de n-hexano/acetato de etilo (8:2) para
obtener 7 fracciones (K-Q). La fraccion Q, fue sometida a cromatografia flash, utilizando como
fase mdvil un sistema de solventes diclorometano/acetona (7:3), obteniendo 6 fracciones (Q1-
Q6). La fracciéon Q3(1.44 g) fue fraccionada por medio de Sephadex LH-20 con una mezcla de
solventes n-hexano/acetona/metanol (2:2:1), obteniendo seis fracciones (Q3.1-Q3.6). La
fraccion Q3.4 (239.4 mg) fue luego sometida a un nuevo fraccionamiento por Sephadex LH20
con n-hexano/cloroformo/metanol (2:2:1) y luego purificada por medio una cromatografia en
columna sobre silica, utilizando como fase moévil una mezcla de n-hexano/acetona (7:3) para
obtener el compuesto 5 (4.0 mg). La fraccién Q6 (570.5 mg) fue fraccionada por medio de
cromatografia en columna sobre silica gel con una mezcla n-hexano/acetona (7:3) para
obtener 7 fracciones (Q6.1-Q6.7), obteniendo en la fraccién Q6.1 el compuesto 2 (166,0 mg) y
en la fraccion Q6.7 el compuesto 7 (40.3 mg). Finalmente, la fraccion Q6.5 (555.1 mg) fue
fraccionada por medio de Sephadex LH20 utilizando como fase mdvil un sistema de solventes

n-hexano/cloroformo/metanol (2:2:1) para obtener el compuesto 8 (8.7 mg).

3.2.4 Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer humano U373 (glioblastoma) y MCF7 (mama), fueron cultivadas
en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Gibco), suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco), 2 mM de glutamina y 1% de antibiético (penicilina-

estreptomicina, Lonza) en atmosfera himeda a 37°C en 5% de CO..

3.2.5 Ensayo de Citotoxicidad

El efecto citotéxico de los compuestos aislados, se evalué por medio del ensayo de reduccion

del MMT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)!l. Las células fueron
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sembradas en platos de 96 pozos (104 células/pozo) en 100 uL de medio suplementado con
10% de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina y se dej6 en reposo durante 24 h en atmosfera
hiimeda a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente, el medio fue removido y se aplicaron 100 pL de
medio fresco, que contenia los compuestos en concentraciones seriadas de (100, 30, 10,1.0 y
0.1 pg/mL) de los compuestos disueltos en DMSO (0.2%). Después de 24 h, se retird el medio,
se agregaron 100 pL de la solucién de MTT (0.5 mg/mL) en PBS y los platos se incubaron por
un periodo de 4 h a 37°C en atmosfera humeda y 5% CO;. Finalmente, se removi6 el
sobrenadante, se agregaron 100 pL de buffer de lisis y se midié la absorbancia en un lector de
placas Glomax Multi Detection System (Promega, Milano, Italia). Las células no tratadas se
usaron como control positivo y la supervivencia celular se calculé6 como: % supervivencia =
100 (X/control), donde X es el promedio de la lectura del metabolismo de MTT en un grupo de
tratamiento (n=4). Los valores de Concentracién Inhibitoria 50 - ICso - (concentraciéon que
inhibe el 50 % del crecimiento celular) para los extractos etanoélicos se calcularon usando el

software GraphPad Prism.

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Identificacion estructural de los compuestos aislados

Del extracto etandlico de hojas de P. eriopodon se aislaron nueve compuestos derivados de
alquenilo, cuatro de ellos con nucleo de alquenilfenol, cuatro dimeros de alquenilfenol y un
compuesto de tipo quinol sustituido en la posicién cuatro con un grupo alquenilo. La estructura
molecular de los compuestos aislados fue determinada por diferentes métodos
espectroscopicos, principalmente IR, RMN !H y 13C, incluyendo experimentos APT, COSY,
HMQC, HSQC, HMBC y espectrometria de masas de alta resolucidn HRESIMS (Anexo A - Figuras
5-1 a 5-43), asi como la comparacién de los datos espectroscopicos con los reportados en la

literatura.

El compuesto 1 (Anexo A - Figuras 5-1 a 5-4) fue obtenido como un aceite incoloro e
identificado completamente como gibbilimbol B5.

El compuesto 2 (Anexo A - Figuras 5-5 a 5-8) fue obtenido como un aceite amarillo y su
férmula molecular fue establecida como C16H240, basada en el pico de ion pseudomolecular

obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 247.1706 [M-H]- (calcd. 247.1703). El espectro de
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RMN 1H para el compuesto 2 muestra claramente sefiales para un anillo aromatico
trisustituido éx 6.77 (1H, d, ] = 7.6 Hz, H-6), 6.71 (1H, s, H-3), 6.60 (1H, d,J = 7.5 Hz, H-5) y un
fragmento de un grupo alquenilo (Tabla 3-1). En el espectro de RMN 13C se pueden apreciar
las mismas 10 sefiales del fragmento de alquienilo que se ven en el espectro RMN 13C para el
gibbilimbol B, incluido el doble enlace en posicién C-3’ (Tabla 3-2), el cual fue confirmado por
las correlaciones mostradas en los experimentos COSY y HMBC (Figura 3-1). La configuracion
del doble enlace de la cadena alquilica fue asignada como E, de acuerdo a los valores de
desplazamiento quimico de los carbonos alilicos &¢ 34.6 (C-2") y 8¢ 32.6 (C-5")8, comparandolos
con los desplazamientos de los carbonos alilicos reportados para el analogo E conocido como
gibbilimbol B [§¢ 34.6 (C-2") y &¢ 32.6 (C-5")], significativamente diferentes de los valores de
desplazamiento quimico de los carbonos alilicos reportados para el analogo Z climacostol [
33.2 (C-1) y 6¢ 27.3 (C-4")]12. De esta forma, el compuesto 2 fue elucidado como (E)-4-(dec-3’-

enil)bencen-1,2-diol y se le asign6 el nombre comun de eriopodol A.

Figura 3-1: Correlaciones COSY (negrilla) y HMBC (=) para los compuestos 2 a 5.

El compuesto 3 (Anexo A - Figuras 5-9 a 5-12) fue obtenido como un aceite incoloro y su
férmula molecular fue establecida como C16H240, basada en el pico de ion pseudomolecular
obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 247.1706 [M-H]- (calcd. 247.1703). El espectro de
RMN 1H para el compuesto 3 también muestra las sefiales caracteristicas del fragmento de
alquenilo y otras dos sefiales que integran para dos protones cada una en 6y 6.11 (2H, d, ] =
9.94 Hz) y 6.81(2H, d, ] = 9.96 Hz) (Tabla 3-1). El espectro de RMN 13C para el compuesto 3
muestra una sefial caracteristica de una cetona o-ff insaturada en 8¢ 185.9, una sefial de un
carbono cuaternario oxigenado en §¢ 69.6 y las 10 sefiales caracteristicas de la cadena lateral

correspondiente al fragmento de alquenilo (Tabla 3-2). Basados en las correlaciones
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observadas en los experimentos COSY y HMBC (Figura 3-1), la estructura del compuesto 3 fue
determinada como un quinol sustituido en la posicién 4 con un grupo alquenilo con el doble
enlace en la posicién C-3’. La geometria del doble enlace para el compuesto 3 fue asignada
como Z, comparando los desplazamientos de los carbonos alilicos 6¢ 32.4 (C-2") y &¢ 26.6 (C-
5’) en la misma forma como se explicé anteriormente para el compuesto 2. Finalmente, el
compuesto 3 fue elucidado como (Z)-4-(dec-3’-enil)-4-hidroxiciclohexa-2,5-dien-1-ona y se le

asigné el nombre comun de erioquinol.

Tabla 3-1: Desplazamientos de RMN 'H (400 MHz) para los compuestos 1 a 4 (CDCl3) y 5
(MeOD).

Posicion 8H (f en Hz)
1 2 3 4 5

1
2 6.75 (2H, d, ] =8.4) 6.11 (2H,d,/=9.9)  6.76 (2H,d,/=8.3)
3 7.04 (2H, d, ] =8.4) 6.71 (1H, s) 6.81 (2H,d,/=9.9)  7.04(2H,d,/=8.3) 6.69 (1H, s)
4
5 7.04 (2H,d,/=8.4)  6.60(1H,d,j=75) 681 (2H,d,J=9.9) 7.04 (2H,d,/=8.3)
6 6.75 (2H,d,/=8.4) 677 (1H,dJ=7.6) 611(2H,d,J=9.9) 6.76 (2H,d,/ = 8.3) 6.51 (1H, s)
1 2.60 (2H,t,/=7.3) 254 (2H,t/=73) 1.77 (2H, m) 2.69 (2H, m) 2.26 (2H, m)
2’ 2.26 (2H, m) 2.24 (2H, m) 1.93 (2H, m) 1.81 (2H, m) 2.04 (2H, m)
3 5.42 (1H, brs) 5.42 (1H, brs) 5.34 (1H, m) 2.69 (1H, m) 5.26 (1H, brs)
Y 5.42 (1H, brs) 5.42 (1H, brs) 5.34 (1H, m) 2.69 (1H, m) 5.26 (1H, brs)
5’ 1.97 (2H, m) 1.98 (2H, m) 1.93 (2H, m) 1.48 (2H, m) 1.91 (2H, m)
6 1.26 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.23 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
7 1.26 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.23 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
8 1.26 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.23 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
9 1.26 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.23 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
10’ 089 (3H,t,]=68) 089 (3H,t/=67) 085(3H,tJ=67) 088 (3HtJ=65) 1.29 (2H, m)
11° ) ; ; - 1.29 (2H, m)
12’ - - - - 0.89 (3H, t,/ = 6.8)

El compuesto 4 (Anexo A - Figuras 5-13 a 5-17) fue obtenido como un aceite amarillo y su
férmula molecular fue establecida como C16H240, basada en el pico de ion pseudomolecular
obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 247.1715 [M-H]- (calcd. 247.1703). Los espectros de
RMN 1H y 13C muestran casi las mismas sefiales que las observadas para el gibbilimbol B, pero
sin la sefial correspondiente a la insaturacién de la cadena alquilica (Tablas 3-1 y 3-2). En su
lugar, los carbonos C-3’ y C-4’ muestran desplazamientos quimicos en §¢ 59.6 (C-3") 6¢ 58.6 (C-
4"), correspondientes a dos metinos oxigenados de un grupo epoxido, el cual fue confirmado

por los experimentos COSY y HMBC (Figura 3-1). Debido a que la sefal correspondiente a los
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hidrégenos de los metinos del epéxido se encontraba solapada con la sefial del grupo metileno
del carbono C-1’ en 6y 2.69 y no era posible establecer su multiplicidad ni su valor de constante
de acoplamiento, se realizé el experimento J-Resolved (Anexo A-Figura 5-17), encontrando
que el valor de la constante de acoplamiento entre los dos metinos del grupo ep6xido era de
2.4 Hz (Juz-ne = 2.4 Hz), siendo consistente con una configuracion relativa del tipo trans para
epodxidos disustituidos!3. Finalmente, la estructura del compuesto 4 fue elucidada como 4-

(3'R*,4’R*-epoxidecenil)fenol y se le asign6 el nombre comin de eriopodol B.

Tabla 3-2: Desplazamientos de RMN 13C (100 MHz) para los compuestos 1 a 4 (CDCl3) y 5
(MeOD).

Posicion 8¢ (ppm)
1 2 3 4 5
1 153.4 141.3 185.9 154.1 144.9
2 115.0 143.4 128.3 115.4 143.3
3 129.5 115.6 151.7 129.5 116.8
4 134.4 135.5 69.6 133.3 132.7
5 129.5 120.8 151.7 129.5 133.9
6 115.0 115.3 128.3 115.4 118.4
1 35.2 354 39.5 31.5 351
2’ 34.6 34.6 32.4 34.2 34.1
3’ 129.2 129.3 127.9 59.6 131.0
4’ 131.1 131.1 131.6 58.6 131.6
5’ 32.5 32.6 26.6 32.1 33.5
6’ 29.5 29.5 29.3 29.2 29.8
7 28.8 28.8 28.7 26 30.6
8’ 31.7 31.7 31.6 31.8 30.6
9’ 22.6 22.6 22.5 22.6 32.8
10’ 14.0 14.1 14.0 14.1 32.8
11’ 23.6
12’ 14.4

El compuesto 5 (Anexo A - Figuras 5-18 a 5-21) fue obtenido como un sélido amorfo amarillo
(m.p. 138.5 °C). Su féormula molecular se establecié como Ci1sH2503 basada en su pico de ion
pseudomolecular obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 291.1973 [M-H]- (calcd. 291.1966).
Los datos obtenidos en los experimentos RMN 1H y RMN 13C son muy similares a los obtenidos
para el eriopodol A, pero en este caso el anillo aromatico se encuentra tetra sustituido &y 6.51
(1H, s) y 6u 6.69 (1H, s) y presenta un sustituyente alquenilo con una cadena de 12 carbonos
(Tablas 3-1 y 3-2). El sistema de sustitucion del anillo y la posicién del doble enlace en la

cadena lateral fueron confirmados por medio de los experimentos COSY y HMBC (Figura 3-1),
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mientras que la geometria del doble enlace fue asignada como E, al comparar los
desplazamientos de los carbonos alilicos de la misma forma en que se hizo con los compuestos
anteriores. La estructura del compuesto 5 fue elucidada como (E)-5-(dodec-3-enil)benceno-

1,2,4-triol y se le asignd el nombre comun de eriopodol C.

" /_\1 o
%

Figura 3-2: Correlaciones COSY (negrilla) y HMBC (=) para los compuestos 6 a 9.

El compuesto 6 (Anexo A - Figuras 5-22 a 5-25) fue obtenido como un aceite anaranjado
oscuro y su féormula molecular fue establecida como C3;Hs4602 basada en el pico de ion
pseudomolecular obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 461.3431 [M-H]- (calcd. 461.3435).
Las sefales obtenidas en los espectros de RMN *H y 13C son caracteristicas de alquenilfenoles,
muy similares a las de los compuestos discutidos anteriormente. En el espectro de RMN *H se
aprecian tres sefiales aromaticas caracteristicas de un anillo aromatico trisustituido oy 6.93
(1H,d,J =82 Hz), 7.07 (1H,d,J = 2.0 Hz), 7.11 (1H, dd, ] = 8.2, 2.1 Hz) y un fragmento de un
grupo alquenilo (Tabla 3-3). En el espectro de RMN 13C se pueden apreciar 8 sefiales entre &¢
116 y 6¢ 152 ppm, de las cuales, 6 corresponden a los carbonos del anillo aromatico y 2 a los
carbonos del doble enlace de la cadena alquilica, con el mismo patrén que siguen los espectros
de RMN 13C para los compuestos 1 y 2 (Tabla 3-4). Por medio de los experimentos COSY y
HMBC (Figura 3-2) se confirm6 la posicién del doble enlace en el carbono C-3’ y su
configuracién fue asignada como E, teniendo en cuenta el desplazamiento quimico que
mostraron los carbonos alilicos 6¢ 34.7 (C-2") y 6¢ 32.7 (C-5), tal y como se explicd
anteriormente. De acuerdo a la formula molecular del compuesto 6 y a las caracteristicas de

las senales mostradas en los espectros de RMN 1H y 13C, HMBC y COSY, se pudo establecer que
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el compuesto 6 corresponde a un dimero de alquenilfenol simétrico, en el que los dos
mondmeros fueron determinados como dos unidades de (E)-4-(dec-3’-enil)fenol con unién de
tipo bifenilo, a través de los carbonos C-2 y C-2” de los anillos aromaticos. Tanto el tipo de
sustitucion de los anillos aromaticos como la unién entre ellos fueron determinadas y
confirmadas basadas en las correlaciones mostradas en el experimento HMBC entre H-3 y C2”,

las mismas que entre H-3” y C-2’ (Figura 3-2). De esta forma, el compuesto 6 fue elucidado

como un dimero de alquilfenol y se le asign6 el nombre comun de eriopodol D.

Tabla 3-3: Desplazamientos de RMN 'H (400 MHz) para los compuestos 6 a9 (CDCls).

i 8H (J en Hz)
Posicion
6 7 8 9

2 - - - 6.76 (2H, d, ] =8.4)

3 7.07 (1H, d, ] =2.0) 6.59 (1H, m) - 7.05 (2H, d, ] =8.4)

4 - - 6.45 (1H, d, ]=2.0) -

5 7.11 (1H, dd, ] =8.2, 2.0) - - 7.05 (2H, d, ] =8.4)

6 6.93 (1H, d, ] =8.2) 6.56 (1H, m) 6.74 (1H, d, ]=2.0) 6.76 (2H, d, ] =8.4)

1’ 2.65 (2H, m) 3.91 (1H,,]=7.3) 2.55 (2H, m) 3.30 (2H, d, ] =6.6)

2’ 2.30 (2H, m) ;:zg 8:@ rr‘rg 2.25 (1H, m) 5.77 (1H, m)

3’ 5.44 (1H, m) 5.21 (1H, m) 5.42 (1H, m) 5.51 (1H, m)
& 5.44 (1H, m) 5.33 (1H, m) 5.42 (1H, m) 4.10 (1H, m)

5’ 1.98 (2H, m) 1.86 (2H, m) 1.95 (2H, m) ig% 8:@ rr‘rg

6’ 1.28 (2H, m) 1.23 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.29 (2H, m)

7’ 1.28 (2H, m) 1.20 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.29 (2H, m)

8 1.29 (2H, m) 1.19 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.29 (2H, m)

9’ 1.29 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
10’ 0.88 (3H,t,J = 6,8) 0.87 (3H, m) 0.87 (3H, m) 0.88 (3H,m))
2" - - - 6.75 (2H, d, ] =8.4)
3" 7.07 (1H, d, ] =2.0) 6.67 (1H, m) 6.83 (1H, s) 7.03 (2H, d, ] =8.4)
5" 7.11 (1H,dd,} =8.2,2.0)  6.57 (1H,d, ] = 8.1 Hz) - 7.03 (2H, d, ] =8.4)
6" 6.93 (1H, d, ] =8.2) 6.67 (1H, m) 6.68 (1H, s) 6.75 (2H, d, ] =8.4)
1" 2.65 (2H, m) ;:‘5*1 8:@ rr‘rg 2.38 (2H, m) 2.60 (2H, m)
2" 2.30 (2H, m) 2.08 (2H, m) 2.06 (2H, m) i:gg 8:@ rr‘rg
3™ 5.44 (1H, m) 5.39 (1H, m) 5.23 (1H, m) 4.07 (1H, m)
4" 5.44 (1H, m) 5.39 (1H, m) 5.25 (1H, m) 5.48 (1H, m)
5™ 1.98 (2H, m) 1.96 (2H, m) 1.88 (2H, m) 5.65 (1H, m)
6™ 1.28 (2H, m) 1.31 (2H, m) 1,27 (2H, m) 2.03 (2H, m)
7 1.28 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.36 (2H, m)
8™ 1.29 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
9™ 1.29 (2H, m) 1.27 (2H, m) 1,27 (2H, m) 1.29 (2H, m)
10™ 0.88 (3H,t,J = 6.8) 0.87 (3H, m) 0.87 (3H, m) 0.88 (3H,m)
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El compuesto 7 (Anexo A - Figuras 5-26 a 5-31) fue obtenido como un aceite amarillo oscuro
y su formula molecular fue establecida como Cs3;Hs40s4 basada en el pico de ion
pseudomolecular obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 493.3318 [M-H]- (calcd. 493.3323).
El espectro RMN !H para el compuesto 7 muestra dos singletes en la regiéon aromatica en &y
6.56 (3H, brs) y 6.64 (2H, brs), dos sefiales correspondientes a protones vinilicos en oy 5.38
(2H, brs) y 5.25 (2H, m), un triplete en 64 3.91 (1H, t,J = 7.3 Hz) y distintas sefiales de protones
alifaticos en la regién de &4 0.7 a 2.6 ppm (Tabla 3-3). En el espectro de RMN 13C se pueden
apreciar 16 sefiales entre 6¢c 113 y 6¢ 145 ppm, de las cuales, 12 corresponden a los carbonos
de dos anillos aromaticos y 4 a los carbonos de los grupos metino de dos dobles enlaces, asi
como otras 16 sefiales entre 8¢ 14 y 6¢ 45 ppm caracteristicas de los carbonos alifaticos de los
grupos metileno y metilo de dos cadenas laterales de alquenilfenoles (Tabla 3-4). De acuerdo
a la férmula molecular del compuesto 7 y a las senales mostradas en los espectros de RMN 1H
y 13C, APT, HSQC y HMBC (Anexo A - Figuras 5-26 a 5-29) se pudo determinar que el compuesto
7 es un dimero de alquenilfenol, con la unién de los dos mondmeros a través de los carbonos
C-5y C-1”, establecida a través de las correlaciones entre los protones en H-2”-C-5 y H2”-C4”
(Figura 3-2). La posicién de los dobles enlaces en las cadenas laterales fue establecida por
medio de las correlaciones mostradas en el experimento HMBC en los carbonos C-3’y C-3” en
cada una de las cadenas. De acuerdo al desplazamiento de los carbonos alilicos en 6¢ 34.6 (C-
2')y 8¢ 32.7 (C-5’) para una de las cadenas, se pudo establecer como E la geometria de uno de
los dobles enlaces, mientras que para establecer la geometria del doble enlace de la cadena
lateral del otro mondmero, se realizé el experimento J-Resolved (Anexo A-Figura 5-30),
encontrando que la constante de acoplamiento entre los metinos del doble enlace ubicados en
la posiciéon C-3” tenian un valor de 15.0 Hz (Ju3~-ns» = 15.0 Hz), siendo consistente con una
configuracién de tipo E. Finalmente, la asignacidn de las dos cadenas alifaticas fue confirmada
de forma independiente por medio de diferentes experimentos TOCSY selectivos, realizados
sobre las sefiales en &4 3.91 (H-1"") y en 6x 2.54 (H-1") (Anexo A-Figuras 5-30 y 5-31) a través
de los cuales se confirmo la secuencia de protones y dobles enlaces para cada una de las dos
cadenas laterales de los alquenilfenoles de forma independiente. De esta forma, se pudo
establecer que el compuesto 7 corresponde a un dimero de alquenilfenol, en el que los dos
mondmeros fueron determinados como dos unidades de (E)-4-(dec-3’-enil)bencen-1,2-diol y

se le asigno el nombre comun de eriopodol E.
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Tabla 3-4: Desplazamientos de RMN 13C (100 MHz) para los compuestos 6 a 9 (CDCl3).

Posicion 8€ (ppm)
6 7 8 9
1 151.0 141.2 143.7 153.6
2 123.8 141.4 138.1 115.2
3 131.2 116.9 127.8 129.5
4 135.4 135.6 121.9 132.2
5 129.9 133.3 134.8 129.5
6 116.6 115.5 114.7 115.2
1’ 354 32.5 35.7 37.7
2’ 34.8 34.5 34.7 130.8
3’ 129.3 129.5 129.4 134.1
4’ 131.5 131.2 131.3 73,0
5’ 32.8 32.7 32.7 37.3
6’ 29.7 29.7 319 25.4
7’ 28.9 29.0 29.6 29.1
8’ 31.9 31.9 31.8 31.8
9’ 22.8 22.7 22.7 22.5
10’ 14.2 14.2 14.2 14.1
1" 151.0 141.6 141.7 153.9
2" 123.8 143.4 127.1 115.1
3" 131.2 115.0 116.8 129.6
4" 135.4 138.4 134.6 134.1
5" 129.9 121.1 143.8 129.6
6" 116.6 115.1 117.4 115.1
1" 354 45.4 32.6 30.8
2" 34.8 39.7 34.2 39.0
3™ 129.3 128.2 129.1 72.5
4™ 131.5 132.5 131.5 132.6
5™ 32.8 32.7 32.7 132.7
6" 29.7 29.5 31.8 32.1
7" 28.9 28.9 29.7 28.8
8" 31.9 31.8 31.7 31.3
9" 22.8 22.7 22.7 22.5
10" 14.2 14.2 14.2 14.2

El compuesto 8 (Anexo A-Figuras 5-32 a 5-37) fue obtenido como un aceite anaranjado oscuro
y su formula molecular fue establecida como C3;H40s4+ basada en el pico de ion
pseudomolecular obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 493.3319 [M-H]- (calcd. 493.3323).
El espectro RMN 1H para el compuesto 8 muestra cuatro sefiales en la regiéon aromatica que
indican la presencia de dos anillos aromaticos tetrasustituidos, uno de ellos con dos protones

en posicion para 8y 6.69 (1H, s) y 6.85 (1H, s) y el otro con dos protones en posicion meta 6u
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6.45(1H,d,/=2.0Hz),6.74 (1H, d,] = 2.0 Hz); dos sefiales correspondientes a protones vinilicos
en Ox 541 (2H, m) y 5.24 (2H, m) y distintas sefiales de protones alifaticos en la regidn de 6x
0.7 a 2.6 ppm (Tabla 3-3). En el espectro de RMN 13C se pueden apreciar 32 sefiales muy
similares a las mostradas anteriormente para el compuesto 7, 16 sefiales entre 8¢ 113 y 8¢ 145
ppm y otras 16 sefales entre &¢ 14 y 6¢c 45 ppm, indicando la presencia de un dimero de
alquenilfenol (Tabla 3-4). El tipo de sustitucion de los anillos aromaticos, la posicion de los
dobles enlaces y la uniéon de los dos monomeros fueron determinadas a través de las
correlaciones mostradas en los experimentos COSY y HMBC (Figura 3-2), confirmando una
unién de tipo bifenilo, a través de los carbonos C-3 y C-2” de los anillos aromaticos y la posicién
de los dobles enlaces en los carbonos C-3’y C-3"". La geometria del doble enlace fue asignada
como E, al comparar los desplazamientos de los carbonos alilicos de cada una de las cadenas
laterales, de la misma forma en que se hizo con los compuestos anteriores y confirmada por
medio del experimento J-Resolved (Anexo A-Figura 5-36). La asignacion de las dos cadenas
laterales de los anillos aromaticos fue confirmada de forma independiente, por medio de
diferentes experimentos TOCSY-selectivos realizados sobre las sefales en 6y 5.25 (H-3"") y 8u
5.42 (H-3") (Anexo A-Figuras 5-36 y 5-37), confirmando la secuencia de protones y dobles
enlaces para cada una de las dos cadenas laterales. De esta forma, se pudo establecer que el
compuesto 8 corresponde a un dimero de alquenilfenol, en el que los dos monémeros fueron
determinados como (E)-4-(dec-3’-enil)bencen-1,2-diol y (E)-2-(dec-3’-enil)bencen-1,5-diol y

posteriormente se le asign6 el nombre comun de eriopodol F.

El compuesto 9 (Anexo A-Figuras 5-38 a 5-43) fue obtenido como un aceite anaranjado y su
férmula molecular fue establecida como C32H4603 basada en el pico de ion pseudomolecular
obtenido en el espectro HRESIMS a m/z 477.3374 [M-H]- (calcd. 477.3374). El espectro RMN
1H para el compuesto 9 muestra cuatro sefales en la region aromatica &4 6.75 (2H, d, / = 84
Hz), 6.76 (2H,d, ] =84 Hz), 7.05 (2H,d, ] =84 Hz) y 7.06 (2H, d, ] = 84 Hz), que indican la
presencia de dos anillos aromaticos para-disustituidos. También se observan cuatro sefiales
en Oy 5.48 (1H, m), 5.51 (1H, m), 5.65 (1H, m) y 5.77 (1H, m) que corresponden a protones
vinilicos de dos dobles enlaces, junto con dos sefiales en &y 4.07 (1H, m) y 6x 4.10 (1H, m)
caracteristicas de dos grupos metinos oxigenados y distintas sefiales de protones alifaticos en
la region de 6x 0.7 a 3.5 ppm (Tabla 3-3). En el espectro de RMN 13C se pueden apreciar 32
sefales, similares a las mostradas anteriormente para los dimeros de alquenilfenol, 16 de ellas

entre 6¢ 115y 8¢ 155 ppm correspondientes a los dos anillos aromaticos y a los dobles enlaces
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de las cadenas laterales, dos senales en &¢ 73.0 y 8¢ 72.5 correspondientes a carbonos
oxigenados y otras 14 sefiales entre 8¢ 14 y 6¢ 40, confirmando la presencia de un dimero de
alquenilfenol (Tabla 3-4). Basados en las correlaciones observadas en los experimentos COSY
y HMBC (Figura 3-2), se pudo establecer que los dobles enlaces de las cadenas laterales se
encontraban en las posiciones C-2’ y C-4""; y que los dos mondémeros se encontraban unidos a
través de un puente de oxigeno entre los carbonos C-4’y C-3"", sin embargo, la configuracion
de dichos carbonos auin esta pendiente por definir. Para poder determinar el tipo de geometria
de los dobles enlaces y confirmar la secuencia de las cadenas de los mondémeros de forma
independiente, se realizaron diferentes experimentos TOCSY selectivos, sobre las sefiales en
On 5.65 (H-5"") y en 6u 5.77 (H-2’) (Anexo A-Figuras 5-42 y 5-43) a través de los cuales se pudo
determinar el valor para las constantes de acoplamiento de los protones H-3’ 84 5.54 (1H, dd,
J =153, 69 Hz) y H-4"” 6y 548 (1H, dd, J = 15.3, 7.0 Hz), encontrando que dichos protones
presentaban una geometria de sustitucion de tipo E. Esta misma geometria fue confirmada por
medio del experimento J-Resolved (Anexo A-Figura 5-42). Finalmente, se pudo establecer que

el compuesto 9 es un dimero de alquenilfenol formado por los monémeros (E)-4-(dec-2’-

enil)fenol y (E)-4-(dec-4’-enil)fenol y posteriormente se le asign6 el nombre de eriopodol G.

De forma general, del extracto etandlico de las hojas de P. eriopodon, se aislaron 9 compuestos
derivados de alquenilfenoles, de los cuales, 8 de ellos no presentan reportes previos en la
literatura y se reportan por primera vez en este trabajo. En particular, el compuesto 3
corresponde a un nuevo quinol sustuido con un grupo alquenilo, por lo que se le asigno6 el
nombre comun de erioquinol; los compuestos 2, 4 y 5 corresponden a nuevos alquenilfenoles
eriopodoles A-C respectivamente y los otros cuatro compuestos corresponden a nuevos
dimeros de alquenilfenol eriopodoles D-G (Figura 3-3). El compuesto 1 que fue identificado
como gibbilimbol B, presenta reportes previos de actividad citotéxica en lineas celulares de
cancer de nasofaringe (EDsode 3.9 ug/mL) y fue aislado por primera vez de la planta medicinal
P. gibbilimbum, utilizada en la medicina tradicional de Papua Nueva Guinea para tratar
diferentes tipos de cancer35 y mdas recientemente de la especie vegetal P. malacophyllum4

donde mostro tener potente actividad leishmanicida.

Dentro del género Piper, se ha reportado ampliamente la presencia de distintos alquenilfenoles
con diferentes propiedades bioldgicas, principalmente actividad antibacterial, antiparasitaria,
anti-inflamatoria y citotoxica5814-16, Estos alquenilfenoles, se caracterizan por poseer una

estructura quimica simple a partir de bencenos hidroxilados y sustituidos con cadenas
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alquilicas laterales de diferentes longitudes, que poseen al menos un doble enlace. Por otro
lado, los quinoles son compuestos derivados del nucleo 4-hidroxiciclohexa-2,5-dien-1-ona con
algunos reportes en la naturalezal7.18. Una caracteristica importante de los quinoles sustituidos
en la posicién 4 con grupos arilo, es que representan una clase de potentes agentes

antitumorales frente diferentes lineas celulares19-22,
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Figura 3-3: Compuestos derivados de alquenilfenol, aislados del extracto etandlico de las hojas de P.
eriopodon.

3.3.2 Determinacion de la Actividad Citotoxica de los compuestos
aislados en lineas celulares de cancer humano

Con el fin de determinar el potencial antitumoral de los nueve compuestos, se decidié evaluar

la actividad citotéxica en las lineas celulares de cancer humano MCF7 (mama) y U373

(glioblastoma), ampliamente utilizadas como modelos in vitro adecuados para la investigacion

en cancer. El gibbilimbol B se us6 como compuesto de referencia, debido a que su efecto
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citotdéxico ya ha sido reportado en diferentes lineas tumorales523. Los ensayos de viabilidad

celular se evaluaron por medio del ensayo de reducciéon del MTT a un tiempo de 24h, utilizando

diferentes tratamientos con los compuestos aislados y posteriormente se determinaron los

valores de ICso (concentracion inhibitoria 50) por medio de una curva dosis-respuesta para

cada uno de los compuestos evaluados (Figura 3-4).
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Figura 3-4: Efecto citotoxico de los compuestos aislados de las hojas de P. eriopodon en lineas celulares
de cancer humano U373 y MCF7. Las lineas celulares fueron tratadas por 24 h con diferentes
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concentraciones (100, 30, 10, 1.0 y 0.1 pg/mL) de los compuestos gibbilimbol B, erioquinol y
eriopodoles A-G, antes de realizar el ensayo del MTT.

Como se observa en la figura 3-4, tanto los alquenilfenoles como los dimeros de alquenilfenol
aislados de la especie vegetal P. eriopodon mostraron tener efectos de inhibicion del
crecimiento celular dependientes de la concentraciéon para las dos lineas celulares evaluadas,
con valores de ICso en un rango de 1.78 a 40.14 pg/mL (Tabla 3-5). Los compuestos que
presentaron el mayor potencial citotéxico frente a las dos lineas celulares fueron erioquinol,
eriopodol, gibbilimbol B y eriopodol C, mientras que los demas alquenilfenoles y dimeros de
alquenilfenol mostraron tener una actividad moderada frente a las lineas celulares evaluadas.
De forma particular, el eriopodol D mostr6 tener un efecto citotéxico casi tres veces mas
potente frente a la linea celular MCF7 (ICso = 37.98 ug/mL) en comparacion con la linea celular
U373 (ICso = 93.32 pg/mL), mostrando cierta selectividad hacia la linea celular de cancer de

mama.

Tabla 3-5: Potencial citotéxico de los compuestos gibbilimbol B, erioquinol y eriopodoles A-G
frente a lineas celulares de cAncer humano U373 (glioblastoma) y MCF7 (mama).

ICs0 (ng/mL)
Compuesto
Glioblastoma U373 Mama MCF7
Gibbilimbol B 16.79 16.44
Eriopodol A 11.12 10.12
Erioquinol 1.78 2.63
Eriopodol B 3191 29.36
Eriopodol C 14.30 16.30
Eriopodol D 93.32 37.98
Eriopodol E 15.04 17.63
Eriopodol F 14.90 20.58
Eriopodol G 38.58 40.14

Una caracteristica comun de los compuestos que mostraron el mayor efecto citotoxico, es la
presencia de un doble enlace en la posicién C-3’ de la cadena lateral. Si comparamos la
actividad citotéxica mostrada por el reemplazo de un grupo epéxido (eriopodol B) en lugar del
doble enlace (gibbilimbol B); es evidente que la presencia del doble enlace en la cadena lateral
parece incrementar el efecto citotoxico frente a las lineas tumorales MCF7 y U373.
Interesantemente, ain mas que la presencia del doble enlace, es la posicidn y la geometria del
mismo en el carbono C-3’ de la cadena lateral, siendo esta una caracteristica determinante para

la actividad citotoxica, debido a que se han reportado algunos alquenilfenoles similares como
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los sarmentosumoles A y B (Figura 3-5), pero con el doble enlace con geometria (Z) en la
posicidn C-2’ de la cadena lateral y sin poseer en estos casos ningun efecto citot6xico en lineas

celulares tumorales como K562 (leucemia) y A549 (pulmoén)s.

Otro compuesto estructuralmente similar a los reportados en este trabajo y ampliamente
reportado como un potente agente antitumoral y proapoptotico en distintos tipos de cancer es
el climacostol. Este alquenilfenol, al igual que el eriopodol A reportado en este trabajo, se
caracteriza por tener en su estructura quimica un benceno dihidroxilado con una cadena
lateral de 9 atomos de carbono y una insaturacién en C-2’ con geometria (Z), pero con un

patrén de sustitucion diferente sobre el anillo aromatico de los grupos hidroxilo (Figura 3-5).
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Figura 3-5: Comparacién estructural de algunos alquenilfenoles y alquilquinoas con actividad citotéxica
(embelina, climacostol, erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B) y sin actividad citotoxica
(sarmentosumoles Ay B) en lineas celulares de cancer.

De los 9 compuestos aislados del extracto etanoélico de las hojas de P. eriopodon, el compuesto
que present6 el mayor efecto citotoxico frente las lineas celulares evaluadas fue el erioquinol.
Aunque el erioquinol no es propiamente un alquenilfenol, es interesante ver que, al igual que
los otros compuestos aislados que mostraron tener efecto citotdxico, el erioquinol posee
también una cadena alquilica de 10 atomos de carbono, con una insaturacion en la posicién C-
3’. Adicionalmente, es importante resaltar que quinoles similares sustituidos en la posicién 4,
con grupos arilo en lugar de alquilo, han sido reportados previamente como una clase de

potentes agentes antitumorales frente a diferentes lineas celulares de cancer renal, colon y
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mamalo-22, Particularmente se han reportado otros compuestos naturales con actividad
antitumoral como la embelina que, en efecto, comparte ciertas caracteristicas estructurales
con el erioquinol. La embelina, aislada de la planta medicinal Embelia ribes, es una
alquilquinona que posee una cadena alquilica lateral de 11 atomos de carbono sin
insaturaciones (Figura 3-5) y ha sido reportada ampliamente como un potente agente
antitumoral en diferentes modelos in vitro e in vivo?4 Es evidente que tanto la cadena alquilica,
como la posicién del doble enlace y el tipo de sustitucion del anillo aromatico juegan un papel
fundamental en la presencia o ausencia de actividad citotéxica, sin embargo, para poder
establecer de forma directa una relaciéon completa estructura-actividad es necesario llevar a
cabo otros trabajos adicionales con la ayuda de metodologias computacionales que tal vez,
permitiran establecer un modelo adecuado que retina las caracteristicas estructurales mas

importantes de cada uno de los compuestos activos.

Finalmente, basados en los resultados de actividad citotéxica obtenidos paralos 9 compuestos
aislados, se decidié continuar el trabajo con los tres compuestos que presentaron el mayor
potencial citotdxico, con el fin de poder establecer una aproximacion al mecanismo de muerte
celular inducido por estos compuestos y determinar la participacién de algunas proteinas

involucradas en los procesos de muerte celular.

3.4 Conclusiones

De las fracciones activas del extracto etanodlico de las hojas de P. eriopodon, se realizd el
aislamiento de nueve compuestos que mostraron tener efectos citotéxicos en las lineas
celulares de cdncer humano U373 (glioblastoma) y MCF7 (mama). Todos los compuestos
aislados son alquenilfenoles que comparten caracteristicas estructurales similares,
principalmente la presencia de ntucleos fendlicos con diferente patrén de sustitucion y cadenas
alquilicas con una instauracion de tipo E o Z en la posicidn C-3’, correspondiendo los nueve
compuestos aislados a los alquenilfenoles gibbilimbol B, eriopodoles A-G y un quinol sustituido

en la posicién 4 con una cadena alquilica denominado erioquinol.

De los nueve compuestos aislados de P. eriopodon, ocho de ellos se reportan por primera vez
en este trabajo, generando un nuevo aporte a nivel fitoquimico y quimiotaxonémico, debido a
que P. eriopodon corresponde a la segunda especie vegetal del género Piper en la que se reporta

la presencia de dimeros de alquenilfenol.
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Los compuestos con el mayor potencial citotéxico frente a las lineas celulares de cancer U373
(glioblastoma) y MCF7 (mama) fueron erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B/eriopodol C con
valores de ICso en un rango entre 1.78 y 16.79 pg/mL. Por esta razdn, se seleccionaron los
compuestos erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B para realizar un estudio de los posibles

mecanismos de muerte desencadenados por estos compuestos en lineas celulares tumorales.
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4.Capitulo 4: Muerte celular
inducida en lineas celulares de
cancer humano por los
compuestos aislados de P.
eriopodon

4.1 Introduccion

La seleccion evolutiva y los diferentes mecanismos quimicos de defensa de las plantas, han
permitido que los productos naturales posean una enorme variedad quimica estructural con
diversas propiedades bioldgicas, que no puede ser igualada por ninguna biblioteca de
compuestos sintéticos y en los dltimos afios contintian inspirando nuevos descubrimientos en
quimica, biologia y medicinal2. Los compuestos fendlicos, por ejemplo, son algunos de los
productos naturales que mas han llamado la atencién de los investigadores, debido a su gran
potencial como agentes antioxidantes, antibacteriales y antitumorales, convirtiéndose en
excelentes candidatos para el tratamiento de enfermedades como el cancer3-6. El género Piper
(Piperaceae) es una fuente valiosa de compuestos fendlicos con diferentes propiedades
bioldgicas’-11 y constituye una clase importante de plantas medicinales que han sido
reportadas para tratar el cancer en la medicina tradicional de China, India, Oceania y América
Latinal2-15, Compuestos como la piplartina, hidroxichavicol, 4-nerodilcatecol y los
gibbilimboles A-C, son un claro ejemplo de algunos compuestos aislados del género Piper, que
han mostrado tener propiedades citotéxicas y antitumorales en lineas celulares de cancer

humano, induciendo apoptosis en diferentes modelos in vitro e in vivol1l.16-19,

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programado, esencial para regular la
homedstasis de los tejidos del cuerpo y su evasion ha sido considerada como una de las
caracteristicas mas importantes en el desarrollo del cdncer20. Algunas alteraciones en

proteinas con funcién antiapoptoética como las proteinas IAP (Proteinas Inhibidoras de
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Apoptosis), pueden evitar que la célula entre en apoptosis, promoviendo la proliferacién
celular descontrolada, que concluye finalmente en la formacion y crecimiento de tumores??. De
estas proteinas, XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) ha sido una de la mas estudiadas,
esta se compone de tres dominios BIR (BIR1, BIR2 y BIR3) y un dominio RING capaz de unirse
a enzimas de ubiquitinaciéon. La funciéon antiapoptotica de XIAP es controlada por
Smac/Diablo, una proteina proapoptotica liberada por la mitocondria durante el proceso de
apoptosis, que actia como un antagonista endogeno de XIAP22. En los ultimos afios, el papel de
XIAP y su potencial relevancia clinica en el tratamiento del cancer han sido demostrados en
diferentes tipos de tumores, promoviendo el desarrollo de diferentes agentes antitumorales
capaces de inhibir la proteina XIAP23-26, sin embargo, es necesario buscar nuevas moléculas
que permitan establecer enfoques terapéuticos adicionales basados en el antagonismo de la

proteina XIAP.

En el presente capitulo, se presentan los resultados de la busqueda de los mecanismos de
muerte celular inducidos por los compuestos eriopodol A, gibbilimbol B y erioquinol, los cuales
presentaron el mayor efecto citotdéxico en el capitulo anterior. El trabajo presentado en este
capitulo fue realizado parcialmente en el Laboratorio de Farmacologia del Departamento de
Ciencias Biomédicas y Clinicas “Hospital Universitario Luigi Sacco” de la Universidad de
Milano, Milano, Italia. Los diferentes ensayos realizados sobre las lineas celulares tumorales
MCF7 y U373, permitieron establecer que los compuestos gibbilimbol B y eriopodol A inducen
apoptosis por medio de permeabilizaciéon mitocondrial a partir de la liberacion del citocromo
c y la posterior activacion de caspasas 9 y 7, mientras que el erioquinol induce una muerte
celular independiente de caspasas que involucra disfuncién mitocondrial y una produccion
aberrante de especies reactivas de oxigeno (ROS). Adicionalmente, se realizaron estudios in
silico con el fin de evaluar el potencial efecto antagonista sobre la proteina XIAP a través de la
interaccién con su dominio BIR3, encontrando que los compuestos eriopodol A, gibbilimbol B
y erioquinol, podrian inhibir la accién antiapoptdtica de XIAP. Estos resultados, ademas de
confirmar el potencial terapéutico que tienen los compuestos aislados de la especie vegetal P.
eriopodon, permiten demostrar el papel fundamental que tiene la proteina XIAP en el control
de tumores, proporcionando informacién importante sobre la participacion de XIAP en

mecanismos de muerte celular tanto dependientes como independientes de caspasas.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 General

Los compuestos gibbilimbol B, eriopodol A y erioquinol fueron purificados del extracto
etandlico de hojas de la especie vegetal P. eriopodon por medio de diferentes técnicas
cromatograficas utilizando silica gel y Sephadex LH-20 como fases estacionarias y diferentes
sistemas de solventes como fases méviles, como se explica en el capitulo 3. La identificacion
estructural de los compuestos se realiz6 por medio de la interpretacion de diferentes métodos
espectroscopicos, principalmente IR, HRESIMS y RMN tH y 13C 1D y 2D, tal y como se describe

en el capitulo 3.

4.2.2 Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer humano U373 (glioblastoma), MCF7 (mama), A549 (pulmén) y
PC-3 (préstata) fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, Gibco), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco), 2 mM de glutamina
y 1% de antibiético (penicilina-estreptomicina, Lonza) en atmosfera himeda a 37°C en 5% de
CO; (fase de crecimiento logaritmica con pases de rutina cada 3 dias). La linea celular epitelial
de mama humana MCF10 fue cultivada en una mezcla de medios de cultivo DMEM /F12 Ham’s,
suplementada con 5% de suero de caballo, factor de crecimiento epitelial 20 ng/mL, insulina
10 ng/mL, hidrocortisona 0.5 mg/mlL, toxina de célera 100 ng/mL y 1% de antibiotico
(penicilina-estreptomicina, Lonza). Las células HUVEC (células endoteliales de vena de cordén
umbilical humano) fueron cultivadas en medio especial de crecimiento de células endoteliales
EGM-2 Bullekit (Lonza) de acuerdo con el protocolo indicado por el fabricante. El suero fetal
bovino, suero de caballo, glutamina y el antiobi6tico penicilina/streptomicina se obtuvieron
de EuroClone (Milano, Italia). El TMRM (éster metilico de tetrametilrodamina) fue comprado
a ThermoFisher Scientific, la necrostatina-1 y ferrostatina-1 fueron obtenidas de Santa Cruz

Biotechnology. Los demas reactivos utilizados fueron obtenidos de Sigma Aldrich.

4.2.3 Ensayo de Citotoxicidad

La viabilidad sobre las lineas celulares U373, MCF7, A549, PC-3, HUVEC y MCF10 fue
determinada por el ensayo de reduccion del MMT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio)?’. Las células fueron sembradas en platos de 96 pozos (104 células/pozo) en
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100 pL de medio suplementado con 10% de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina y se dejé
en reposo durante 24 h en atmosfera hiumeda a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, el medio
fue removido y se aplicaron 100 uL de medio fresco, en concentraciones seriadas de (100, 30,
10, 1.0 y 0.1 pg/mL) de los extractos etandlicos disueltos en DMSO (0.2%). Después de 24 h,
se retir6 el medio, se agregaron 100 pL de la solucién de MTT (0.5 mg/mL) en PBS y los platos
se incubaron por un periodo de 4 h a 37°C en atmosfera himeda y 5% CO.. Finalmente, se
removi6 el sobrenadante, se agregaron 100 pL de buffer de lisis y se midié la absorbancia en
un lector de placas Glomax Multi Detection System (Promega, Milano, Italia). Las células no
tratadas se usaron como control positivo y la supervivencia celular se calcul6 como: %
supervivencia =100 (X/control), donde X es el promedio de lalectura del metabolismo de MTT
en un grupo de tratamiento (n=4). Los valores de Concentracion Inhibitoria 50 - ICso -
(concentracién que inhibe el 50 % del crecimiento celular) para los extractos etandlicos se
calcularon usando el software GraphPad Prism. Los datos son reportados como el promedio +

el error estandar.

4.2.4 Ensayo TUNEL

Las células MCF7 y U373 fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 120 mm recubiertos
con poli-L-lisina y fijadas en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1M, pH 7.4 por 10
minutos?829, Para determinar apoptosis por la técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling), se utiliz6 el kit de detecciéon de apoptosis (Promega
DeadEnd fluorometric TUNEL system) siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccién

de los nucleos se realizé por medio de tinciéon con DAPI.

4.2.5 Inmunofluorescencia

Las células MCF7 y U373 fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 120 mm recubiertos
con poli-L-lisina y fijadas en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1M, pH 7.4 por 10
minutos?829, Posteriormente, las células fueron preincubadas por una hora con solucién al 5%
de suero de cabra (Life Technologies) en buffer fosfato 0.1 M (pH 7.4) que contenia 0.1% de
Triton X-100 y se dejaron incubando toda la noche con el anticuerpo primario monoclonal anti-
caspasa 7 clivada (1:1600, Cell Signaling Technology, Ref: 8438) obtenido de conejo. En los
experimentos de Inmunofluorescencia de doble marcaje, se utiliz6 el anticuerpo primario

monoclonal anti-citocromo C (1:1300, Cell Signaling Technology, Ref: 12963) obtenido de
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raton, junto con un anticuerpo primario monoclonal dirigido a COX IV (1:250, Cell Signaling
Technology, Ref: 4850) obtenido de conejo. El nticleo y/o el citoesqueleto fueron teflidos con
DAPI y faloidina fluorescente (ThermoFisher Scientific). Para la deteccion de fluorescencia, los
cubreobjetos se tifieron con los anticuerpos secundarios fluorescentes apropiados Alexa Fluor
(Life Technologies) y se montaron en laminas de vidrio utilizando medio de montaje ProLong®
Gold Antifade Mountant (Life Technologies). Finalmente, las células fueron analizadas con un
microscopio invertido automético Leica DMI4000 B equipado con una cidmara digital DCF310
(Leica Microsystems). Se realizaron capturas por microscopia confocal en un sistema TCS SP8
(Leica Microsystems). La adquisicion de las imagenes fue controlada con el software Leica

Application Suite X.

4.2.6 Citometria de flujo

Las células MCF7 fueron incubadas con 5 pg/mL de Annexina V-FITC para determinar la
exposicidn de fosfatidilserina en la membrana plasmatica, junto con 5 pg/mL de yoduro de
propidio (PI) para excluir las células necroticas, en buffer de uniéon (10 mM HEPES, 140 mM
NaCl, 2.5 mM CacCl;)3°. La tincién celular se analiz6 por medio de citometria de flujo en un

citémetro Gallios (Beckman-Coulter) utilizando el software FCS Express 4 (De Novo System).

4.2.7 Western Blot

Las células MCF7 y MCF10 se lisaron en frio utilizando buffer RIPA suplementado con un coctel
de inhibidores de proteasas (cOmplete; Roche)?°. Posterior a la cuantificacion, se separaron
iguales cantidades de proteina en un gel de electroforesis SDS-poliacrilamida 4-20% (Criterion
TGX Stain-free precast gels and Criterion Cell system; Bio-Rad) y posteriormente fueron
transferidos a una membrana de nitrocelulosa usando un sistema Bio-Rad Trans-Blot Turbo.
Las membranas fueron bloqueadas y posteriormente incubadas toda la noche con los
respectivos anticuerpos primarios; anti-XIAP (1:1000, Cell Signaling Technology, Ref: 14334)
y anti-caspasas 9y 7 clivadas (1:1000, Cell Signaling Technology, Ref: 20750 y 8438) obtenidos
de conejo. Después de la incubacién con el anticuerpo secundario apropiado conjugado con
peroxidasa (1:1000, Cell Signaling Technology, Ref: 7074 y 7076; Santa Cruz Biotechnology,
Ref: sc2020), se visualizaron las bandas usando el revelador Clarity Western ECL con el
sistema ChemiDoc MP Imagin (Bio-Rad). Como control se utilizaron los anticuerpos primarios

anti-lactato deshidrogenasa (LDH)-A obtenido de cabra (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
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Ref: sc27230) y anti-vinculina obtenido de ratén (1:1000, Sigma-Aldrich, Ref: SAB4200080).
Las bandas fueron cuantificadas por densitometria usando el software Bio-Rad Image Lab

software.

4.2.8 Potencial de Membrana Mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial de las células MCF7 y U373 se midié mediante tincion
mitocondrial con TMRM (ester metilico de tetrametil rodamina), un colorante catiénico
lipofilico sensible al voltaje de las membranas de las mitocondrias3l. Después de los
tratamientos, las células fueron tripsinizadas, contadas e incubadas con una concentracién 100
nM de TMRM por 30 minutos a 37 °C. La fluorescencia se midié usando un lector de
microplacas Glomax Multi Detection System (Promega) a una longitud de onda de excitacion
de 525 nm y un rango de emisidon de 580-640 mn. Después de substraer el background, los

datos fueron normalizados de acuerdo al niimero de células.

4.2.9 Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Las células MCF7 y U373 fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 120 mm recubiertos
con poli-L-lisina y expuestas a una concentracién 30 uM de DCFH-DA (diacetato de 2',7’-
diclorofluoresceina) en buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4; y fijadas en paraformaldehido al 4% por
20 minutos. Para la deteccion de fluorescencia, los cubreobjetos fueron montados en laminas
de vidrio y observados con un microscopio confocal Leica Microsystems TCS SP8 y la
adquisicion de las imagenes fue controlada con el software Leica Application Suite X. El nticleo

y/o el citoesqueleto fueron tefiidos con DAPI y faloidina fluorescente.

4.2.10 Modelado molecular

El procedimiento de acoplamiento molecular se llevd a cabo con el programa AutoDock 4.2.
Para realizar los cdlculos se utilizé la estructura cristalografica PDB 5C83 reportada en el
Protein Data Banck32. La macromolécula fue preparada la herramienta Protein Preparation
Wizard del programa Free Maestro (Schrodinger Release 2019-4: Maestro, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2019.) y visualizada con el programa PyMOL (version 2.0, PyMol Molecular
Graphics, Schrodinger, New York, NY, USA); el dominio BIR3 de XIAP fue seleccionado como
receptor33. Una vez lista la macromolécula se trazaron mapas de energia para todos los tipos

de atomos del ligando con el programa AutoGrid4 y para realizar los calculos se utiliz6 una
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rejilla (grid) de 50x50x50 puntos y 25 millones de evaluaciones de energia. Los resultados del
acoplamiento molecular fueron visualizados con el programa computacional Maestro 11.6. Las
simulaciones de dindmica molecular se realizaron con el paquete de simulacién Desmond de
Maestro (Desmond Molecular Dynamics System; D. E. Shaw Research, New York, NY, USA,
2016), usando los parametros del campo de fuerza OPLS 2005. Se utilizé un sistema de
solvataciéon TIP3P y el modelo predefinido para un sistema eléctricamente neutro
(concentraciones fisiologicas de iones monovalentes, NaCl 0.15 M) en una caja ortorrémbica a
temperatura constante (300 K) en todas las simulaciones. Los resultados de la dinamica
molecular fueron analizados mediante la aplicacién Simulation Interaction Diagram del
paquete Desmond, revisando el comportamiento y estabilidad de las simulaciones por medio
de variaciones en el RMSD (Root Mean Square Deviation) de las posiciones de los &tomos del

ligando y la proteina en funcién del tiempo.

4.2.11 ARN de interferencia

El silenciamiento génico de XIAP se realiz6 mediante kit iBONI siRNA Pool (Riboxx, Radebeul,
Alemania) dirigido a XIAP humano, de acuerdo a protocolos previamente estandarizados? y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el kit de silenciamiento dirigido a XIAP
humano fue mezclado con el reactivo de transfeccion Lipofectamina RNAiMax (Life
Technologies) y aplicado en células MCF7 a una concentraciéon de 50 nM por 24 h. También se

utiliz6 el control negativo iBONI siRNA Pool (Riboxx).

4.2.12 PCR en Tiempo Real

La extraccion del RNA de las células MCF7 se realiz6 con el Kit de aislamiento de ARN High
Pure RNA Isolation Kit (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La sintesis de primera cadena de cDNA se realizé a partir de 1 pg
de RNA usando el Kit iScript Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad)?J. La secuencia de
primers especificos disefiados para XIAP (Eurofins Genomics, Milano, Italia) fue la siguiente
(NM_001167; Directo ACCGTGCGGTGCTTTAGTT, Inverso TGCGTGGCACTATTTTCAAGATA) y
para [-actina (NM_001101; Directo ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC, Inverso
CACCTTCTACAAT GAGCTGCGTGTG). La PCR se realiz6 utilizando el Kit SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix en el equipo de detecciéon de PCR CFX96 Touch Real-Time PCR Detection

System (Bio-Rad). El nimero de veces de cambio en la expresiéon fue determinado como
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relativo a la muestra control seleccionada, después de normalizar con [-actina (estandar

interno) utilizando el método 2-24cT,

4.2.13 Analisis Estadistico

Los resultados son presentados como el promedio + el error estandar. El analisis estadistico
de los datos entre grupos en cada experimento fue evaluado por medio de una prueba t de
Student para muestras independientes o un andlisis de varianza de una via (ANAVA), seguida
de una prueba de comparaciéon multiple de Newman-Keuls. La concentracién ICso fue
determinada por medio de un andlisis de la curva de regresion no lineal de respuesta al efecto
de la concentracidn. Para los todos los andlisis estadisticos y las graficas se utilizd el programa

GraphPad Prism.

4.3 Resultados y Discusion

4.3.1 Efectos citotoxicos de los compuestos aislados de P. eriopodon

Los compuestos eriopodol A, gibbilimbol B y erioquinol aislados de P. eriopodon, mostraron
tener el mayor efecto citotoxico por MTT en células de glioblastoma U373 y células de cancer
de mama MCF7 (seccion 3.3.2), por lo cual fueron seleccionados para realizar ensayos
adicionales de MTT en las lineas celulares PC-3 (cancer de prostata) y A549 (cancer de
pulmon), usando el gibbilimbol B como compuesto de referencial934. La actividad citotdxica de
estos tres compuestos también fue evaluada en células HUVEC (células endoteliales de vena
de cordén umbilical humano) y en la linea celular no tumoral de mama humana MCF10 a

tiempos de 24 horas (Figura 4-1).

Los resultados del ensayo del MTT confirman el potencial citotéxico de los compuestos
eriopodol Ay erioquinol, con valores de ICso de 6.12 y 2.65 pg/mL respectivamente en la linea
celular A549; y de 1.84 y 2.21 pg/mL en la linea celular PC-3 (Figura 4-1A). Estos valores de
ICso para el eriopodol A y erioquinol, demuestran que estos compuestos tienen un efecto
citotoxico mas potente que el gibbilimbol B, que tuvo un ICso de 39.7 pg/mL en la linea celular
A549 y de 32.2 pg/mL en la linea celular PC-3. Respecto a los resultados de ICso obtenidos en
las células HUVEC, los valores para el gibbilimbol B, eriopodol A y erioquinol fueron de 11.49,
0.99 y 0.36 pg/mL respectivamente y en la linea celular MCF10 fueron de 17.11, 4.27 y 1.70

ug/mL (Figura 4-1B). Las diferencias encontradas en los valores de ICso en estas lineas
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celulares no transformadas y altamente proliferantes, sugiere que su modo de accién no es
especifico para células cancerigenas. Sin embargo, es conocido que muchos compuestos
citotéxicos utilizados en quimioterapia afectan principalmente las células que proliferan
rapidamente, lo cual llega a impactar a las poblaciones celulares normales altamente

proliferativas, tales como las células de la medula ésea, entre otras3s:3s,
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Figura 4-1: Efecto citotéxico de los compuestos gibbilimbol B, eriopodol A y erioquinol en lineas
celulares humanas de cancer y en células no transformadas. (A) Células PC-3 y A549 y (B) células
HUVEC y MCF10 tratadas con concentraciones crecientes de gibbilimbol B, eriopodol A y erioquinol por
24 h, antes de realizar el ensayo del MTT.

Como una medida de la potencia de los compuestos aislados sobre la linea celular MCF7, se
realizaron diferentes experimentos de inhibicidn de la viabilidad celular a diferentes tiempos
de exposiciéon de los compuestos (Figura 4-2). Las curvas de viabilidad celular indican que la
potencia del gibbilimbol B no cambia considerablemente en ninguno de los tiempos evaluados
(ICs-6h: 20.31 pg/mL; I1Cso-12h: 27.36 pug/mL; ICs0-24h: 16.44 pg/mL), mientras que para el
eriopodol A, se ve un incremento significativo a las 24 h (ICso-6h: 31.19 pg/mL; [Cs0-12h: 32.75
ug/mkL; ICso-24h: 10.12 pg/mL) (Figura 4-2). Respecto a la potencia del erioquinol, ésta fue

mucho mayor que la observada para los otros dos compuestos en cada uno de los tiempos
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evaluados, observando un aumento en funcién del tiempo de exposicion (ICso-6h: 14.72
ug/mL; ICs0-12h: 4.25 pg/mL; [Cs0-24h: 1.93 pg/mL). Estos resultados comparativos obtenidos
en la linea celular MCF7, indican que el erioquinol es el compuesto mas potente, que actiia con

una cinética mas rapida en comparacion con los otros dos compuestos.
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Figura 4-2: Viabilidad celular a diferentes tiempos (6, 12 y 24 h) de exposicién de los compuestos
gibbilimbol B, eriopodol Ay erioquinol a diferentes concentraciones (100, 30,10, 1.0y 0.1 ug/mL) sobre
la linea celular MCF7, antes de realizar el ensayo del MTT.

4.3.2 Evaluacion de los mecanismos de muerte celular

Con el fin de tener a una aproximacién al mecanismo de muerte celular inducido por los tres
compuestos en células tumorales, se realizaron diferentes experimentos para establecer si los
compuestos eran inductores de apoptosis. Las concentraciones de los compuestos utilizadas
en los ensayos corresponden con la concentracién minima que produce el maximo efecto en
los ensayos de MTT: 30 ug/mL para el gibbilimbol B y eriopodol A; y 10 pg/mL para el

erioquinol.

Inicialmente, se realiz6 el ensayo TUNEL para determinar el dafio en el ADN en las células
tratadas con los compuestos por 12 h, en el cual se observé un incremento en ntcleos
fluorescentes en células tratadas con gibbilimbol B y eriopodol A (Figura 4-3A), demostrando
que hay degradacién del ADN, tipica de un estado de apoptosis tardia. Por otra parte, se
observaron pocas células con marcacién positiva a la degradacién del ADN cuando fueron
tratadas con erioquinol (Figura 4-3A). Adicionalmente, cuando las células MCF7 se trataron
por un periodo de 6 h con concentraciones crecientes de los compuestos, las células que fueron
sometidas a tratamientos con eriopodol A y gibbilimbol B, mostraron caracteristicas

morfoldgicas tipicas de apoptosis, tales como contraccién citoplasmatica, redondez progresiva
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y condensacion nuclear, mientras que las células tratadas con erioquinol mostraron un

citoplasma translucido y carencia de condensacién nuclear (Figura 4-3B).
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Figura 4-3: Muerte celular inducida por los compuestos aislados de P. eriopodon en células MCF7. (A)
Ensayo TUNEL sobre células MCF7 tratadas por 12 h en ausencia (CTRL) o en presencia de gibbilimbol
B/eriopodol A (30 pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL). La tincién de los ntcleos se realizé con DAPI y la
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barra de escala corresponde a 100 um. (B) Células MCF7 vistas al microscopio de campo claro, tratadas
por 6 h en ausencia (CTRL) o en presencia de gibbilimbol B, eriopodol A o erioquinol en concentraciones
crecientes. La barra de escala corresponde a 100 um. (C) Tincién con DAPI de células MCF7 tratadas por
6 h en ausencia (CTRL) o en presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30 pg/mL) y erioquinol (10
pg/mL). La barra de escala corresponde a 10 pm. (D) Citometria de flujo de células MCF7 en ausencia
(CTRL) o en presencia de erioquinol (10 pg/mL) por 3 y 6 hy sometidas a tincién con Anexina V/PI. Los
eventos indicados en el cuadrante inferior izquierdo corresponden a las células sin marcar y en cada
uno de los cuadrantes se indica la proporcion relativa de células marcadas. Las imagenes y los datos
presentados son representativos de cuatro experimentos independientes.

De forma similar, cuando las células MCF7 se trataron por 6 h con 30 pg/mL de gibbilimbol B
o eriopodol Ay se sometieron a tincién con DAPI (4',6-diamidino2-fenilindol) para determinar
la condensaciéon nuclear, se observaron nucleos condensados de menor tamafio,
caracteristicos de células en proceso de apoptosis, mientras que los cambios observados en el

tratamiento con erioquinol fueron asociados a nucleos fragmentados (Figura 4-3C).

Respecto al anadlisis por citometria de flujo utilizando tincién con Anexina V y PI en células
MCF7 tratadas con erioquinol (10 pg/mL), se observé una degradacién rapida y progresiva de
la membrana celular, resultado que es caracteristico de procesos de apoptosis tardios por la
tincién positiva tanto de Anexina V como de PI, mientras que el patrén de apoptosis temprana
caracteristico de tinciones con respuesta Anexina V+/PI- no se detecté durante el experimento

(Figura 4-3D).

El andlisis de proteinas realizado por western blot en células MCF7 tratadas con 30 pg/mL de
gibbilimbol B o eropodol A y 10 pg/mL de erioquinol en tiempos de 1, 3 y 6 h de tratamiento,
mostroé activacion de caspasa 9 y posterior activaciéon de caspasa 7, inicamente en las células
tratadas con gibbilimbol B y eriopodol A (Figura 4-4A,B), mientras que las células tratadas con

erioquinol no mostraron activacién de caspasa 9, ni de caspasa 7 (Figura 4-4C).

Estos resultados fueron confirmados por medio de experimentos de inmunofluorescencia, en
los cuales se aprecia una tincién intensa y progresiva de caspasa 7 clivada, que con el paso del
tiempo se hace mas evidente en el citoplasma de las células MCF7 tratadas con gibbilimbol By
eriopodol A, mientras que en las células tratadas con erioquinol no se observé ninguna senal
de activacién de caspasa 7, incluso las células tratadas con erioquinol durante tiempos de 12 h

tampoco mostraron ninguna actividad de caspasas (Figura 4-4D).
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Figura 4-4: Activacion de caspasas 9 y 7 por los compuestos aislados de P. eriopodon. Anélisis por
western blot de caspasas 9 y 7 clivadas, en células MCF7 tratadas a diferentes tiempos en ausencia
(CTRL) y presencia de (A) gibbilimbol B o (B) eriopodol A (30 pg/mL) utilizando vinculina como control.
Las densitometrias fueron realizadas sobre el control vinculina. Las imagenes son representativas de
tres a cinco experimentos independientes. *p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001 relativo al control. (C)
Andlisis por western blot de caspasas 9 y 7 clivadas, en células MCF7 tratadas a diferentes tiempos en
ausencia (CTRL) o presencia de erioquinol (10 pg/mL). El gel de corrida se utilizé como control de carga.
Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes. PC: control positivo. (D)
Inmunofluorescencias de caspasa 7 clivada (rojo) en células MCF7 tratadas en ausencia (CTRL) o en
presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30 pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL). Los ntcleos (azul) fueron
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tefiidos con DAPI y el citoesqueleto (verde) con faloidina. Las imagenes son representativas de cuatro
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 25 pm.

Resultados similares fueron obtenidos para tratamientos realizados por un tiempo de 6 h con
los compuestos eriopodol A y gibbilimbol B a 30 pg/mL en la linea celular U373, en los cuales
también fue evidente la actividad de caspasa 7 clivada en el citoplasma celular, asi como la
induccién de cambios morfologicos similares a los observados en las células MCF7 (Figura 4-
5A,B). Por otro lado, las células U373 que fueron tratadas con erioquinol a 10 pg/mL durante
6 h, también presentaron un patrén de respuesta muy similar al que mostraron las células

MCF7, como la presencia de citoplasma translacido y nucleos fragmentados (Figura 4-5B).

Se observo que las células U373 y las células MCF7 respondieron de forma similar a los
tratamientos con los tres compuestos, tanto el gibbilimbol B como el eriopodol A indujeron
efectos apoptdticos, mientras que el erioquinol mostré tener efectos no apoptoéticos,
permitiendo suponer que los mecanismos de muerte celular inducidos por los compuestos son
comparables en las dos lineas tumorales. Asi mismo, en la linea celular MCF10 también fue
evidente la activacion de caspasa 7 cuando se trataron las células con los compuestos
gibbilimbol B y eriopodol A (30 pg/mL), a diferencia del tratamiento con erioquinol (10
ug/mL) (Anexo A-Figura 5-44A4).

Posteriormente, se evalud la funcionalidad mitocondrial en las células tratadas con los
compuestos por medio de un ensayo de fluorescencia a partir de tincién de la mitocondria con

TMRM (Figura 4-5C), el cual es capturado Gnicamente por las mitocondrias funcionales.

Las lecturas de fluorescencia se realizaron con tiempos de tratamiento de 1, 3 y 6 h utilizando
concentraciones de 30 pg/mL para gibbilimbol B o eriopodol A y de 10 pg/mL para el
erioquinol. Los resultados mostraron que tanto las células MCF7 como U373 tratadas con los
tres compuestos, presentaron una disminucién similar en la fluorescencia del TMRM (Figura
4-5C), lo cual indica que hay reduccion del potencial de membrana mitocondrial, incluso la
funcionalidad mitocondrial de las células MCF7 disminuyé considerablemente a tiempos de
tratamiento de 1 h, sugiriendo estos resultados que los tratamientos con los tres compuestos

reducen la funcionalidad mitocondrial.
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Figura 4-5: Muerte celular y disfuncién mitocondrial inducida en células U373 por los compuestos
aislados de P. eriopodon. (A) Imagenes de inmunofluoresencia confocal de caspasa 7 clivada (rojo) en
células U373 tratadas por 6 h en ausencia (CTRL) o en presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30
pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL). Los nicleos (azul) fueron tefiidos con DAPI y el citoesqueleto (verde)
con faloidina. La barra de escala corresponde a 25 um. (B) Células U373 vistas al microscopio de campo
claro (panel superior) y sometidas a tincién con DAPI (panel inferior), tratadas por 6 h en ausencia
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(CTRL) o en presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30 pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL). La barra de
escala corresponde a 50 um (panel superior) y 10 pm (panel inferior). (C) Analisis cuantitativo de la
fluoresencia del ester metilico de tetrametilrodamina (TMRM) en funcién del tiempo, en células MCF7
(izquierda) y U373 (derecha) en ausencia (CTRL) o presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30 pg/mL)
y erioquinol (10 pg/mL). Los resultados son expresados ajustando la fluorescencia del TMRM con las
respectivas muestras control (tratadas con el vehiculo), establecidas como 1 en ausencia de compuestos.
*#p < 0.0001 relativo al control. Las imagenes y los datos son representativos de cuatro experimentos
independientes.

Durante los procesos apoptosis, la disminucion en el potencial de membrana mitocondrial es
uno de los factores caracteristicos asociados a la liberaciéon de citocromo c al citoplasma,
desencadenando asi la cascada apoptotica. Con el fin de evaluar la liberacion de citocromo c,
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en las lineas celulares U373 y MCF7 bajo
tratamientos con 30 pg/mL de gibbilimbol B o eriopodol A y 10 pug/mL de erioquinol,

expuestas por periodos de 3 h.

La Figura 4-6 muestra los resultados de la inmunofluorescencia para las células MCF7 y U373,
en las que se puede apreciar el citocromo C (verde), las mitocondrias (marcadas en rojo con
COX 1V) y los nucleos celulares (Azul). En el grupo control se observo una colocalizacién de la
marcacion roja especifica para la mitocondria con el citocromo C con una coloracién amarilla.
Por otra parte, la administracion de gibbilimbol B, eriopodol A y erioquinol, muestra patrones
de coloracion diferentes al control, evidenciandose coloracién verde, roja y amarilla con un
patréon punteado; y para el caso de la marcaciéon verde se encuentran patrones compactos y
difusos, de tamafios superiores a los mitocondriales en el control (Figura 4-6A y B),
demostrando estos resultados que el citocromo c (verde) no se encuentra colocalizado con las
mitocondrias y que por lo tanto hay una liberacidén del citocromo c desde la mitocondria hacia

el citoplasma celular.

La disfunciéon mitocondrial ha sido asociada al estrés celular y es considerada como una de las
principales fuentes de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel celular. También se ha
demostrado que muchas células tumorales sobreviven bajo condiciones elevadas de estrés
oxidativo enddgeno, por lo que alterar los niveles de ROS podria determinar un papel
fundamental en el destino de las células tumorales3’. Con el propésito de evaluar los niveles
de ROS, las células MCF7 y U373 se sometieron a tincion con DCFH-DA, un colorante
fluorogénico permeable a la célula que mide la actividad de diferentes ROS como radicales

hidroxilo y peréxido.
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Figura 4-6: Microscopia confocal para determinar la colocalizacion de citocromo c con las mitocondrias.
Las células (A) MCF7 y (B) U373 fueron tratadas por 3 h en ausencia (CTRL) o presencia de gibbilimbol
B/eriopodol A (30 pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL). Las células fueron marcadas para citocromo c
(verde), mitocondrias (rojo, COX IV) y los nucleos fueron marcados con DAPI (azul). Las imagenes son

representativas de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um (MCF7)
y 25 pm (U373).
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La Figura 4-7 muestra el resultado de la acumulacién de ROS a nivel celular durante los
tratamientos con los compuestos, la coloracion roja corresponde a la faloidina y la coloracién
verde corresponde al DCFH-DA producto de la acumulacién de ROS. Entre las células control
(CTRL) y las células tratadas con H202 se observa un incremento masivo de la marcacién verde,
el cual es el indicativo de una gran acumulacidn de ROS en el citoplasma, tanto para las células

MCF7 como para las células U373.
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Figura 4-7: Microscopia confocal para la deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las células
(A) MCF7y (B) U373 fueron tratadas por 6 h en ausencia (CTRL) o presencia de gibbilimbol B/eriopodol
A (30 pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL). Posteriormente se realizé el marcaje de ROS con DCFH-DA
(verde), los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y el citoesqueleto con faloidina (rojo). Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 25 pm.

Estos radicales no se observaron durante los tratamientos con eriopodol A o gibbilimbol B a
30 pg/mL por 6 h, mientras que en el tratamiento con erioquinol a 10 pg/mL por 6 h, se
observo un marcaje citoplasmatico (verde) caracteristico de una fuerte acumulacién de ROS

tanto en la linea celular MCF7 como en la U373 (Figura 4-7). Estos resultados encontrados
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después del tratamiento con erioquinol, en los que se observa un incremento de ROS, junto con
la no activacién de caspasas, diferencian los mecanismos de muerte celular respecto a los
mecanismos inducidos por los compuestos gibbilimbol B y eriopodol A. En efecto, el
tratamiento con erioquinol no produce activacidn de caspasas, pero es probable que induzca
un fuerte estrés mitocondrial que se ve reflejado en la produccién y liberaciéon de ROS al

citoplasma celular.

Finalmente, se confirm¢ el efecto apoptotico de los compuestos gibbilimbol B y eriopodol A
por medio de la inhibiciéon de las caspasas durante su actividad citotoxica, utilizando el
inhibidor de pan-caspasas Z-VAD-(OMe)-FMK. La figura 4-8A muestra los resultados de MTT
de la actividad citotoxica ejercida por los tratamientos con eriopodol A y gibbilimbol B a 30
ug/mL en células MCF7, en la cual se observo una inhibicién significativa de la citotoxicidad en
presencia del inhibidor Z-VAD-(OMe)-FMK a una concentracién de 50 uM, evidenciando la
dependencia de caspasas en el mecanismo de accién de los dos compuestos. Por otro lado, la
adicion simultanea del inhibidor Z-VAD-(OMe)-FMK junto con el tratamiento de erioquinol a
10 pg/mL, no redujo la actividad citotéxica del compuesto, confirmando asi que su efecto no

depende de la activacién de caspasas.

El conjunto de resultados obtenidos paralos compuestos gibbilimbol B y eriopodol A permiten
demostrar que estos dos compuestos inducen apoptosis por medio de la via intrinseca,
desencadenada inicialmente por permeabilizacién de membrana mitocondrial, seguida de la
liberacién de citocromo c, una activaciéon temprana de caspasa 9 y consecutivamente de
caspasa 7. Respecto al erioquinol, se evidencié un mecanismo de muerte celular diferente,
aunque reduce el potencial de membrana mitocondrial y produce liberacién de citocromo c,
este compuesto produce incrementos anormales de ROS, con caracteristicas de mecanismos

de muerte no apoptdticos independientes de caspasas.

La muerte celular independiente de caspasas fue descrita inicialmente como un proceso que
afectaba el potencial de la mitocondria y causaba permeabilizacién de la membrana
mitocondrial, pero sin activacién de la via de las caspasas38, caracteristicas que son similares
a los resultados obtenidos en este trabajo con el erioquinol y que han sido reportadas para

algunos compuestos naturales que inducen muerte celular programada no apoptdética3.
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Figura 4-8: Muerte celular dependiente e independiente de caspasas, inducida por los compuestos
aislados de P. eriopodon. (A) Las células MCF7 fueron tratadas por 6 h en ausencia (CTRL) o presencia
de gibbilimbol B/eriopodol A (30 pg/mL) y erioquinol (10 pg/mL), junto con el inhibidor de pan-
caspasas Z-VAD-(OMe)-FMK (50 pM) o su vehiculo, antes de realizar el ensayo del MTT. Los resultados
son expresados ajustando la absorbancia del MTT con las respectivas muestras control, establecidas
como el 100 %. Los datos son representativos de cuatro a doce experimentos independientes. ***p <
0.0001 relativa al tratamieto del respectivo compuesto con el vehiculo. (B) Las células MCF7 (izquierda)
y U373 (derecha) fueron tratadas con concentraciones crecientes (0, 0.1, 1.0, 10, 30, 100 pg/mL) de
erioquinol por 24 h antes del ensayo del MTT. Los tratamientos fueron realizados en ausencia (vehiculo)
o en presencia de los inhibidores de necroptosis (necrostatina-1 a 50 uM) y ferroptosis (ferrostatina-1
a 10 uM) con 2 h de pretratamiento. Los resultados son expresados ajustando la absorbancia del MTT
con las respectivas muestras control, establecidas como el 100 %. Los datos son representativos de
cuatro expermentos independientes.

Se han reportado varios mecanismos de muerte celular diferentes de la apoptosis4o-42, Por
ejemplo, la necroptosis y ferroptosis son dos formas de muerte celular programada no
apoptética, que no involucran la participacion de caspasas en sus mecanismos de muerte y que
pueden ser inhibidas respectivamente por accién de las proteinas necrostatina-1 y
ferrostatina-142. En este sentido y con el fin de determinar si el efecto producido por el
erioquinol podria estar relacionado con procesos de necroptosis o ferroptosis, se trataron
células MCF7 y U373 con concentraciones crecientes de erioquinol por 24 h en presencia o
ausencia de necrostatina-1 a 50 pM y ferrostatina-1 a 10 uM por 2 h de pretratamiento. Como
se puede ver en la figura 4-8B el efecto del erioquinol en la inhibicion del crecimiento celular

se mantiene dependiente de la concentracion y sin producir cambios en la absorbancia del

MTT, atin cuando esta en presencia de los dos inhibidores.

Estos resultados siguieren que la muerte celular inducida por el erioquinol es independiente
tanto de necroptosis como de ferroptosis. Recientemente, el incremento de ROS ha sido
asociado a una nueva forma de muerte celular independiente de caspasas denominada

oxeiptosis, la cual tampoco puede ser inhibida por necrostatina-1 ni ferrostatina-1 y que por
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lo tanto, al igual que la muerte inducida por el erioquinol, involucra mecanismos de muerte
diferentes a necroptosis y ferroptosis43. Dadas las caracteristicas de esta forma de muerte
celular, se puede suponer que el tratamiento con erioquinol podria desencadenar una cascada
similar de eventos a los producidos en la oxeiptosis, sin embargo, se requiere de trabajo
adicional para caracterizar totalmente el papel de la produccién de ROS en el proceso de

muerte celular inducido por este compuesto.

4.3.3 Proteina XIAP como blanco molecular de los compuestos
aislados de P. eriopodon

La proteina XIAP es considerada como uno de los inhibidores mas potentes de la apoptosis,

debido a que inhibe la accién enzimatica de las caspasas 3/7 y 9 por medio de la unién a sus

dominios BIR2 y BIR3 respectivamente44-46. Por otro lado, también se ha reportado que la

proteina XIAP no solo inhibe los procesos de apoptosis, sino que también puede regular otras

vias funcionales que son independientes de caspasas, lo que le da la posibilidad de controlar

diferentes procesos de muerte o supervivencia celular a través de multiples mecanismos222447-

49,

La importancia de XIAP y su potencial relevancia clinica en el tratamiento del cancer, han sido
demostrados en los dltimos afios en diferentes tipos de tumores, promoviendo asi el desarrollo
de diferentes agentes antitumorales capaces de inhibir la funcién antiapoptética de la proteina
XIAP23-26, Uno de los compuestos caracterizados como inhibidores de XIAP es la embelina, una
alquilbenzoquinona natural con gran potencial terapéutico frente a distintos tipos de cancer,
fue aislada de la especie vegetal Embelia ribesy su gran capacidad como agente inhibidor de la
proteina XIAP fue descubierto por medio de acoplamiento molecular, a través del andlisis de

la interaccion de mas de 8200 moléculas con el dominio BIR3 de XIAP50.

Teniendo en cuenta que el erioquinol y la embelina comparten ciertas caracteristicas quimicas
estructurales, se decidié evaluar por medio de acoplamiento molecular si los compuestos
erioquinol, eriopodol A y gibbbilimbol B podrian unirse al dominio BIR3 de la proteina XIAP
en una forma similar a la embelina. Los resultados obtenidos para el acoplamiento molecular
de los compuestos aislados con el domino BIR3 de XIAP (pdb 5C83) muestran que los ligandos
evaluados se unen al mismo sitio de unién de la embelina, con energias de afinidad y modos

de unién similares (Figura 4-9).
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Interesantemente, tanto los compuestos evaluados como la embelina se ubicaron en la regiéon
comprendida por los bolsillos P1 a P4 del dominio BIR3 de XIAP, los cuales han sido
ampliamente reportados como la regién de union especifica en complejos estructurales de la

proteina XIAP con su antagonista enddgeno Smac2532,

Figura 4-9: Modos de unién obtenidos por acoplamiento molecular de los compuestos embelina
(naranja; AGunisn = -5.61 kcal/mol), erioquinol (verde; AGunien = -5.25 kcal/mol), eriopodol A (ptrpura;
AGunien = -6.10 kcal/mol) y gibbilimbol B (azul; AGunisn = -5.14 kcal/mol) en complejos con el dominio
BIR3 de XIAP (pdb 5C83). Los residuos del dominio BIR3 que interaccionan con los ligandos se muestran
en lineas gruesas y los puentes de hidrégeno se muestran en lineas punteadas amarillas.

Se ha demostrado previamente, que los residuos GLY306, THR308, GLU314, TRP323 y TYR324
son fundamentales en la interaccidn de algunos ligandos como embelina, Smac, imitadores de
Smacy moléculas pequefias no peptidomiméticas, en diferentes complejos obtenidos de forma
experimental con el dominio BIR3 de XIAP2526325051, En efecto, los resultados obtenidos para
el acoplamiento molecular de los compuestos fendlicos eriopodol A y gibbilimbol B, muestran
la formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de los anillos fendlicos y los
residuos LYS311 y GLU314, mientras que el erioquinol muestra una interaccién un poco mas
fuerte mediante la formacién de tres puentes de hidrégeno entre los residuos THR308,
LYS322, TRP323 y los dos grupos oxigenados presentes en el anillo del erioquinol (Figura 4-
9).
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Por otro lado, las cadenas carbonadas de tipo alquilico de todos los ligandos evaluados
presentaron interacciones hidrofébicas muy similares, principalmente con los residuos

GLY306, LEU307, TRP323 y TYR324.

Para determinar la estabilidad de los complejos proteina-ligando obtenidos por acoplamiento
molecular entre los compuestos aislados y el dominio BIR3 de la proteina XIAP, se realizaron
simulaciones de dindmica molecular con una produccién de 50 ns, en las cuales se observaron
pequefias variaciones (alrededor de 2 A) en las trayectorias del RMSD para los complejos
evaluados proteina-ligando (Figura 4-10), confirmando estos resultados la estabilidad de los

complejos formados entre los compuestos y el dominio BIR3 de la proteina XIAP.

Aunque se observaron algunos cambios en el patrén de interaccion con la proteina durante las
trayectorias de simulacidn, los ligandos se mantuvieron en la misma region determinada por
los bolsillos P1-P4 del dominio BIR3 de XIAP, manteniendo interacciones de puente de
hidrégeno principalmente con los residuos THR308, ASP309, LYS311, GLU314 e interacciones
hidrofébicas principalmente con el TRP323 (Anexo A - Figura 5-45). Inclusive, los resultados
obtenidos para la embelina tanto en el acoplamiento molecular como en las simulaciones de
dindmica molecular coinciden con el patrén de unién experimental reportado para complejos
entre la embelina y el dominio BIR3 de la proteina XIAP, donde se establece que las
interacciones con el TRP323 son cruciales en el sitio de unién a la proteina. Estos resultados
sugieren que los compuestos evaluados tienen la capacidad de formar un complejo altamente

estable con el dominio BIR3 de la proteina XIAP.

La proteina XIAP puede ser considerada como el dltimo salvavidas que tiene la célula antes de
entrar en apoptosis, juega un papel importante en el desarrollo de quimiorresistencia y su
sobreexpresion ha sido reportada tanto en lineas celulares de cancer humano como en
diferentes tumores obtenidos de pacientes con cancer?35253, convirtiéndose esta proteina en
un blanco molecular atractivo para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos en el
tratamiento del cdncer2654-56. Algunos reportes de compuestos naturales con actividad
antagonista de la proteina XIAP, incluyen a compuestos como embelina, witaferina A,
berberina y timoquinona, que han mostrado tener propiedades antitumorales asociadas a la
inhibicién de la proteina XIAP en diferentes lineas celulares de cancer, incluyendo la linea

celular MCF757-60,
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Figura 4-10: Dindmicas moleculares de los compuestos aislados de P. eriopodon con el dominio BIR3
de la proteina XIAP. (A) Variacidon del RMSD del ligando (rojo) y el dominio BIR3 de la proteina XIAP
(azul) durante la simulacién de la dindmica molecular (50 ns). (B) Modos de unién mas estables
obtenidos de las dindmicas moleculares para los compuestos embelina (naranja), erioquinol (verde),
eriopodol A (purpura) y gibbilimbol B (azul) en complejos con el dominio BIR3 de XIAP (pdb 5C83). Los
residuos del dominio que interaccionan con los ligandos se muestran en lineas gruesas, los puentes de
hidrégeno se muestran en lineas punteadas amarillas y las interacciones de tipo apilamiento m-m se
muestran en lineas punteadas azules.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el modelado molecular de los compuestos
aislados de P. eriopdodon con el dominio BIR3 de XIAP y con el fin de establecer si las
propiedades citotoxicas del erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B podrian ser similares a las
reportadas para los compuestos mencionados anteriormente como inhibidores de la proteina
XIAP, se decidi6 evaluar el papel de XIAP en la muerte celular inducida por los compuestos

aislados de P. eriopodon en la linea celular MCF7.

Inicialmente, se realizd el silenciamiento de la proteina XIAP en células MCF7, para determinar
si el modelo celular utilizado se afectaba de alguna manera por la eliminacion de XIAP. Después
de realizar el silenciamiento génico transitorio con un siRNA para XIAP a concentraciones de
50 nM por 24 h, se observd la reduccion que los niveles de expresion de la proteina XIAP por
wester blot hasta un 45 %, en comparacién con el control (siRNA scramble) (Figura 4-11A),
indicando una disminucién parcial en la expresion de la proteina XIAP. Como resultado del
silenciamiento se disminuy6 cerca de un 40 % la viabilidad celular en comparacién con el
control siRNA scramble (Figura 4-11B); estos resultados han sido reportados previamente en
las mimas lineas celularesé1-63, confirmando la dependencia de XIAP para la supervivencia de
las células MCF7 e indicando que los mecanismos de muerte en esta linea celular estan
bloqueados por XIAP. Por otro lado, cuando las células MCF7 silenciadas para XIAP se trataron
por 6 h con los compuestos erioquinol (10 pg/mL), eriopodol A (30 pg/mL) y gibbilimbol B
(30 pg/mL), se observo un incremento significativo del efecto citotéxico producido por cada
uno de los tres compuestos, sugiriendo un mecanismo combinado de los compuestos con el

silenciamiento especifico de la proteina XIAP (Figura 4-11B).

Adicionalmente, si se tiene en cuenta que no se logré una disminucién completa en la expresion
de XIAP, inclusive cuando se utilizaron concentraciones de 100 nM de siRNA por 24 h, se
observo de forma paralela un aumento en los niveles de caspasa 7 clivada y la pérdida total de
la viabilidad celular (Anexo A - Figura 5-44B), seria posible sugerir que los compuestos
indujeron un efecto citotdxico, a través de los niveles residuales de la proteina XIAP en las
células transfectadas, aumentando de esta forma atin mas la muerte celular. De hecho, el efecto
aditivo del eriopodol A y gibbilimbol B, se vio reflejado en un fuerte aumento en la actividad
de caspasa 7 clivada en las células MCF7 silenciadas para XIAP y tratadas con los compuestos
fendlicos (Figura 4-11C). Sin embargo, aunque estos resultados no constituyen una evidencia
bioldgica formal, la explicacién mas simple que se podria inferir de la accién combinada o el

efecto aditivo entre los compuestos y el siRNA especifico para XIAP, es que el efecto citotéxico
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de los compuestos es mediado al menos en parte, por la proteina XIAP. Este efecto sobre el
silenciamiento de XIAP con RNA interferente ya ha sido reportado como un factor de respuesta
positiva de las células de cancer de mama humano a diferentes agentes quimioterapéuticos

como doxorubicina y etop6sido, a los cuales las células MCF7 son resistentes53.61.64,
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Figura 4-11: Proteina XIAP como blanco molecular de los compuestos aislados de P. eriopodon. (A)
Andlisis de western blot para XIAP en células MCF7 sin transfectar (CTRL) o transfectadas por 24 h con
un siRNA control (scr siRNA) o especifico para XIAP (50nM), utilizando LDH como control. La
densitometria fue realizada sobre el siRNA control (scr siRNA). Las imagenes son representativas de
tres experimentos independientes. **p < 0.001 relativo al siRNA control (scr siRNA). (B) Las células
MCF7 fueron transfectadas por 24 h con un siRNA control o especifico para XIAP y posteriormente
fueron tratadas por 6 h en ausencia (CTRL) o presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30 ug/mL) y
erioquinol (10 pg/mL), antes de realizar el ensayo del MTT. Los resultados son expresados ajustando la
absorbancia del MTT con el control (scr siRNA), establecida como el 100 %. Los datos son
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representativos de tres experimentos independientes. *p < 0.0001 relativo al respectivo siRNA control
(scr siRNA). (C) Analisis por western blot de caspasa 7 clivada en células MCF7 transfectadas por 24 h
con un siRNA control (scr siRNA) o especifico para XIAP (50nM) y posteriormente tratadas por 6 h en
presencia de gibbilimbol B y eriopodol A (30 pg/mL), utilizando LDH como control. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. (D) PCR en tiempo real y (E) andlisis por western
blot de la expresion de mRNA y los niveles protéicos de XIAP, en células MCF7 tratadas a diferentes
tiempos (1, 3 y 6 h) en ausencia (CTRL) o presencia de gibbilimbol B/eriopodol A (30 pg/mL) y
erioquinol (10 pg/mL), utilizando como controles B-actina (PCR) y LDH (western blot). Los resultados
de PCR son expresados de acuerdo al cambio relativo sobre el respectivo control, establecido como 1.
Las imagenes y los datos son representativos de tres experimentos independientes.

Por ultimo, para establecer si el tratamiento con los compuestos inducia cambios en la
expresion de la proteina XIAP en las células MCF7, se realizaron ensayos de PCR en tiempo real
y de western blot especificos para la proteina XIAP, utilizando tratamientos con erioquinol (10
ug/mL), eriopodol A (30 pg/mL) y gibbilimbol B (30 pg/mL) durante tiemposde 1,3 y 6 h. En
las figuras 4-11D y 4-11E, se puede observar que los niveles de expresion de la proteina XIAP
no presentaron grandes cambios durante los tiempos evaluados, ya que ninguno de los
tratamientos produjo cambios significativos en los niveles de proteina o de mRNA. De forma
general, estos resultados permiten establecer que el efecto citotdxico de los compuestos no
induce alteraciones en la expresion de XIAP, pero son consistentes con un efecto antagdnico

sobre la actividad de la proteina XIAP, a través de la unién de los compuestos al dominio BIR3

de XIAP.

Una caracteristica predominante del cancer es que las células tumorales han desarrollado la
capacidad de evadir la apoptosis por medio de diferentes alteraciones en sus mecanismos de
muerte. De hecho, algunas estrategias terapéuticas para el descubrimiento de nuevos agentes
antitumorales, consisten en identificar moléculas nuevas o conocidas que antagonicen los

inhibidores end6genos de apoptosis, miembros de las familias de las [APs o de BCL-223.26,65.66,

En particular, XIAP es considerada como el inhibidor mas potente de la apoptosis y como el
ultimo salvavidas que tiene la célula antes de entrar en apoptosis, ya que bloquea el
funcionamiento tanto de caspasas iniciadoras (caspasa 9) como efectoras (caspasas 3 y 7) con
el Unico objetivo de evitar la muerte celular. Esta interacciéon entre la proteina XIAP y las
caspasas es mediada en su mayoria por el dominio BIR3 de XIAP y por lo tanto, cualquier
molécula que pueda unirse al sitio activo del dominio BIR3, puede imitar la accién de Smac e
inhibir la interaccion entre XIAP y las caspasas2426. Sin embargo, la versatilidad de la proteina

XIAP no se limita Unicamente a inhibir la apoptosis, ya que también se ha descrito su
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participacidén en algunos procesos inflamatorios y en otros tipos de muerte celular, incluyendo
la dependiente de la autofagia y la necroptosis#.67-69, haciendo de XIAP una proteina muy

importante que puede participar en multiples vias celulares.

De forma general, en este capitulo se realizd la descripcion preliminar de los mecanismos
biolégicos inducidos por los compuestos eriopodol A, gibbilimbol B y erioquinol en células

tumorales, la cual se resume mediante el esquema mostrado en la Figura 4-12.
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Figura 4-12: Esquema general de los mecanismos de muerte inducidos en células tumorales por los
compuestos aislados de P. eriopodon. (A) Evasion de apoptosis como una de las principales
caracteristicas del cancer, promovida por sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas, en este caso por
la proteina XIAP que se une a la caspasa 9 clivada por medio de su dominio BIR3 e impidiendo que la
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célula entre en proceso de apoptosis. Los estudios in silico realizados en este trabajo, permiten sugerir
que los compuestos eriopodol A, gibbilimbol B y erioquinol se unen al dominio BIR3 de la proteina XIAP,
causando la muerte celular por medio de mecanismos tanto apoptéticos como independientes de
caspasas. (B) Los compuestos gibbilimbol B y eriopodol A producen una respuesta proapoptdtica en la
célula, induciendo disfuncién mitocondrial, liberacion de citocromo c y posterior activacién de caspasas
iniciadoras (caspasa 9) y efectoras (caspasa 7). (C) El compuesto erioquinol produce una respuesta
similar a nivel mitocondrial, pero sin la activacién de caspasas, induciendo una muerte celular
independiente de caspasas y caracterizada por la acumulacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en el citoplasma celular.

Los resultados obtenidos muestran claramente la importancia y el potencial farmacologico que
tienen los compuestos aislados de la especie vegetal P. eriopodon, no solamente para
compuestos de tipo alquenilfenol, sino también para estructuras similares de tipo quinol,
sustituidas en la posiciéon 4 con un grupo alquenilo. Aunque los tres compuestos producen
efectos similares sobre la mitocondria e inducen la muerte en células tumorales, dos de ellos
(eriopodol A y gibbilimbol B) actiian por mecanismos dependientes de activacién de caspasas
para inducir apoptosis, mientras que el compuesto restante (erioquinol), induce muerte
celular por medio de mecanismos no apoptéticos independientes de caspasas.
Interesantemente, el modelado molecular y algunos ensayos bioldgicos realizados sobre la
proteina antiapoptotica XIAP, sugieren que los tres compuestos podrian unirse al dominio
BIR3 de XIAP y tener efectos antagonistas sobre esta proteina que podria regular no solamente

procesos de apoptosis, sino que también podria controlar la muerte celular independiente de

caspasas.

Recientemente, la muerte celular independiente de caspasas ha sido considerada como una
nueva estrategia farmacoldgica para el tratamiento del cancer, en la que, de forma simultanea,
se pueden atacar los tumores y a su vez, aumentar la respuesta inflamatoria??; la proteina XIAP
en este contexto se convierte en un blanco molecular ain mas atractivo, ya que puede
participar en diferentes vias de sefalizacion involucradas tanto en procesos de inflamacidn,
como en procesos de muerte celular dependientes e independientes de caspasas; y abriendo
una puerta muy importante a la participacion simultanea de la proteina XIAP en diferentes vias
celulares que pueden afectar de forma considerable el equilibrio entre la vida y la muerte de

las células tumorales.
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4.4 Conclusiones

Los compuestos fenolicos gibbilimbol B y eriopodol A producen una respuesta proapoptotica
en la célula, induciendo disfuncién mitocondrial, liberacién de citocromo ¢ y posterior
activacion de caspasas iniciadoras (caspasa 9) y efectoras (caspasa 7). El erioquinol, aunque
tiene una respuesta similar a nivel mitocondrial, no produce la activacién de caspasas,
induciendo una muerte celular no apoptotica independiente de caspasas y caracterizada por
la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el citoplasma celular, produciendo

efectos similares a los reportados para una forma de muerte celular denominada oxeiptosis.

Los estudios in silico mostraron que los tres compuestos pueden unirse al dominio BIR 3 de la
proteina antiapoptdtica XIAP en el mismo lugar de unién de su inhibidor endégeno Smacy del
compuesto natural embelina, reportado previamente como un inhibidor de la proteina XIAP.
Sin embargo, aunque ninguno de los tres compuestos produjo cambios significativos en los
niveles de la proteina XIAP y se descarto la posibilidad de que los compuestos puedan regular
la expresion de esta proteina en las lineas tumorales evaluadas, los resultados obtenidos por
medio de acoplamiento molecular y del silenciamiento de XIAP en las células MCF7, son
consistentes con un efecto antagénico sobre esta proteina, por medio de la unién de los

compuestos al dominio BIR3 de XIAP.

Aunque algunos aspectos estan por ser dilucidados completamente, los resultados obtenidos
en este capitulo permitieron describir el potencial biolégico que tienen los compuestos
eriopodol A y gibbilimbol B como inhibidores de la proteina XIAP en la induccién de apoptosis
en células tumorales; y adicionalmente, por medio del erioquinol, se presenta un claro ejemplo
de como el interés farmacolédgico del dominio BIR3 de la proteina XIAP puede ir mas alla de
simplemente inhibir la apoptosis y extender su influencia en la modulacién de diferentes vias

de senalizacion, como en los procesos de muerte celular independiente de caspasas.
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5.Conclusiones y recomendaciones

El screening de citotoxicidad en células tumorales realizado a 28 extractos etandlicos
obtenidos de diferentes especies del género Piper, permiti6 establecer que las tres especies
vegetales con mayor potencial citotéxico fueron P. eriopodon, P. bogotense y P. cumanense. El
efecto citotdxico mas potente fue obtenido con los extractos etanoélicos de hojas, madera e
inflorescencias de P. eriopodon, especialmente con el extracto de las hojas, que alcanz6 valores
de ICso por debajo de 20 pg/mL frente a las lineas celulares de cancer A547 (pulmoén), PC3
(préstata) y MDAMB-231 (mama).

El estudio fitoquimico de las fracciones mas activas del extracto etandlico de hojas de P.
eriopodon, condujo al aislamiento y caracterizacion estrucutral de nueve compuestos
derivados de alquenilfenol (1 a 9). El compuesto 1 fue identificado como gibbilimbol B, aislado
inicialmente de la planta medicinal P. gibbilimbum, mientras que los otros compuestos se
reportan por primera vez en la literatura, constituyendo un nuevo aporte al estudio
fitoquimico del género Piper. La elucidacion estructural de los compuestos 2, 4 y 5 permitio
establecer que corresponden a tres alquenilfenoles a los que se les asign6 el nombre comtn de
eriopodoles A-C, los compuestos 6, 7, 8 y 9 corresponden a cuatro dimeros de alquenilfenol
que se denominaron eriopodoles D-G y el compuesto 3 corresponde un quinol sustituido con

una cadena alquilica insaturada, al que se le asigné el nombre comtn de erioquinol.

El reporte de los dimeros de alquenilfenol denominados eriopodoles D-G constituye un nuevo
aporte a nivel quimiotaxonémico del género Piper, debido a que P. eriopodon es la segunda
especie del género en la que se reporta el aislamiento de este tipo de compuestos, los cudles

Unicamente se habian reportado anteriormente en P, sarmentosum.

Se determind el efecto citotoxico de todos los compuestos aislados frente a células de cancer
humano U373 (glioblastoma) y MCF7 (mama), encontrando que los nueve compuestos poseen

propiedades citotoxicas, siendo los compuestos mas activos el erioquinol, seguido del
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eriopodol A y el gibbilimbol B. Aunque los alquenilfenoles aislados en este trabajo comparten
caracteristicas estructurales como la insaturacion en C-3’ con geometria de tipo E; al comparar
su actividad citotéxica con la reportada para alquenilfenoles similares como el climacostol o el
sarmentosumol B que tienen insaturaciéon en C-2’ con geometria de tipo Z, es evidente que
tanto el tipo de sustitucién del anillo aromatico como la geometria y posicidn de la insaturacion

en la cadena alquilica son determinantes en la presencia o ausencia de actividad citotoxica.

Los tres compuestos con mayor potencial antitumoral fueron el erioquinol, seguido del
eriopodol A y el gibbilimbol B. Aunque sus efectos antitumorales fueron demostrados en
diferentes lineas celulares de cAncer humano como U373 (glioblastoma), MCF7 (mama), A549
(pulmon) y PC3 (prostata), su citotoxicidad también fue demostrada en células HUVEC (células
endoteliales de vena de cordén umbilical humano) y en la linea celular no tumoral de mama
humana MCF10. El hecho de que estos compuestos tengan efectos citotoxicos en estas dltimas
dos lineas celulares no transformadas y altamente proliferantes, sugiere que sus efectos
citotoxicos no estdn correlacionados necesariamente con las células cancerigenas. Sin
embargo, aun queda por establecer si su efecto citotdxico esta relacionado directamente con
los tipos de células que proliferan radpidamente, tal y como sucede con otros agentes

antitumorales utilizados en quimioterapia.

El compuesto con el efecto citotéxico mas potente frente a células de cancer humano U373
(glioblastoma), MCF7 (mama), A549 (pulmén) y PC3 (préstata) fue el erioquinol, un quinol
sustituido en la posicién 4 con una cadena alquilica de 10 carbonos que posee una insaturacion
de tipo Z en C-3’. Este compuesto natural aislado de P. eriopodon reune diferentes
caracteristicas estructurales de potentes agentes antitumorales, como es el caso de los
quinoles sustituidos en la posicién 4 con grupos arilo, asi como de quinonas y fenoles
sustituidos con cadenas alquilicas como la embelina y el climacostol, razén por lo cual puede
ser considerado como un excelente candidato para el desarrollo de nuevos agentes

antitumorales.

El estudio del mecanismo de muerte inducida por los compuestos erioquinol, eriopodol A y
gibbilimbol B en las lineas celulares de cancer humano U373 (glioblastoma) y MCF7 (mama),
permitié establecer que los compuestos eriopodol A y gibbilimbol B son inductores de
apoptosis, por medio de disfuncién mitocondrial, liberaciéon de citocromo c¢ y posterior
activacion de caspasas 9 y 7. Por otro lado, se determiné que el mecanismo de muerte celular

producido por el erioquinol es independiente de procesos de muerte como apoptosis,
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necreptosis y ferroptosis, ya que este compuesto induce un mecanismo de muerte celular
independiente de caspasas, que se caracteriza por disfuncién mitocondrial, seguida de la

liberacién de citocromo c y una fuerte acumulacién de ROS en el citoplasma celular.

Los estudios de acoplamiento y dinamica molecular realizados con el dominio BIR3 de la
proteina antiapoptética XIAP, permitieron establecer que los compuestos erioquinol,
eriopodol A y gibbilimbol B pueden formar un complejo estable con XIAP, ya que son capaces
de unirse a su dominio BIR3 en el mismo sitio de unién de su antagonista endégeno Smacy de
compuestos naturales como la embelina, la cual ha sido ampliamente reportada como un
antagonista de la proteina XIAP, sugiriendo estos resultados que los compuestos aislados de P.

eriopodon podrian ser capaces de inhibir la funcién antiapoptética de la proteina XIAP.

El silenciamiento de XIAP en células MCF7, produjo una reduccion del 40 % en la viabilidad
celular en comparacion con el control, confirmando la dependencia de XIAP para la
supervivencia de las células MCF7 e indicando que los mecanismos de muerte en esta linea
celular estan bloqueados por XIAP. Adicionalmente, el tratamiento con los compuestos
erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B en las células MCF7 silenciadas para XIAP, mostré un
incremento significativo tanto del efecto citot6xico, como de la activacion de caspasa 7 clivada,
sugiriendo un efecto combinado de los compuestos con el silenciamiento especifico de la
proteina XIAP. Sin embargo, aunque ninguno de los tratamientos realizados con erioquinol,
eriopodol A o gibbilimbol B en células MCF7 produjo cambios significativos en los niveles de
la proteina XIAP y se descarté la posibilidad de que los compuestos puedan regular la
expresion de esta proteina, los resultados obtenidos por medio de acoplamiento molecular y
del silenciamiento de XIAP, son consistentes con un efecto antagénico sobre esta proteina, por

medio de la unién de los compuestos al dominio BIR3 de XIAP.

Los resultados obtenidos en esta investigaciéon permitieron demostrar que los alquenilfenoles
aislados de P. eriopodon poseen un gran potencial biolégico y se pueden considerar como
excelentes candidatos en la bisqueda de nuevos agentes antitumorales. Los compuestos
erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B pueden activar rutas de muerte celular tanto
dependientes como independientes de caspasas e inducen un efecto antagénico sobre la
proteina XIAP, sugiriendo adicionalmente que esta proteina también podria influir en la
modulacién de procesos de muerte celular independiente de caspasas. Estos compuestos

comparten caracteristicas quimicas estructurales que vale la pena correlacionar con su gran
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potencial farmacoldgico, con el fin de establecer si mas adelante pueden ser utilizados como

prototipos en el disefio de nuevos farmacos en la lucha contra el cancer.

Los compuestos naturales obtenidos de las plantas constituyen una fuente importante para el
descubrimiento de nuevos agentes antitumorales, debido a que son los mismos mecanismos
de defensa de las plantas los encargados de producir diferentes sustancias con efectos
citotoxicos. Por esta razén y aprovechando la amplia biodiversidad y distribucion del género
Piper en nuestro pais, se recomienda continuar con la busqueda de alquenilfenoles y
alquilquinonas, los cuales podrian jugar un papel fundamental en el descubrimiento de nuevas

sustancias con actividad antitumoral.

Aunque P. eriopodon fue la especie vegetal que mostro tener el mayor potencial citotdxico en
el screening de citotoxicidad, los extractos etanoélicos de P. bogotense y P. cumanense también
presentaron valores de ICso por debajo de 30 pg/mL frente a células de cancer de pulmén
(A549), préstata (PC3) y mama (MDA-MB-231), por lo que se recomienda realizar estudios
fitoquimicos a estas dos especies, con el fin de encontrar el tipo de metabolitos responsables

de su efecto citotoxico.

Se recomienda realizar ensayos adicionales de citotoxicidad para los compuestos aislados en
diferentes lineas celulares, con el fin de poder establecer si tienen selectividad por algin tipo
de cancer y poder establecer si su efecto citotéxico estd o no relacionado inicamente con las

células que proliferan mas rapidamente.

Se recomienda realizar estudios biologicos adicionales que permitan determinar
completamente el mecanismo de muerte inducido por el erioquinol, de tal forma que se pueda
establecer si tiene o no relaciéon con mecanismos de muerte celular independiente de caspasas

y que son mediados por la produccidn de especies reactivas de oxigeno como la oxeiptosis.

Finalmente, se recomienda realizar transformaciones quimicas a los compuestos obtenidos
con el fin de potencializar su actividad bioldgica y tener informacién suficiente que permita
realizar estudios computacionales de estructura-actividad donde se incluyan también otros
compuestos similares como el climacostol y la embelina, a los cuales ya se les ha comprobado

su efectividad como potentes agentes antitumorales y como antagonistas de la proteina XIAP.
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A. Anexo A: Informacién suplementaria
de los capitulos 3y 4

Capitulo 3

La identificacion estructural de los compuestos aislados se llevé a cabo por medio del analisis
de los diferentes espectros de IR, RMN 1H y 13C en una y dos dimensiones, asi como el analisis
de algunos experimentos TOCSY-selectivos y J-Resolved. La masa molecular de alta resolucion
para cada compuesto fue determinada por medio de espectros de HRESIMS en modo negativo.
A continuacidn, se presentan cada uno de los espectros sobre los cuales se realiz6 el analisis

estructural de los compuestos 1 a 9 en las figuras [S.3-1 a 1S.3-43.

Figuras IS.3-1 a IS.3-4 Compuesto 1
Figuras IS.3-5 a 1S.3-8 Compuesto 2
Figuras I1S.3-9-a1S.3-12  Compuesto 3
Figuras I1S.3-13a1S.3-17 Compuesto 4
Figuras I1S.3-18a1S.3-21 Compuesto 5
Figuras IS.3-22 a1S.3-25 Compuesto 6
Figuras I1S.3-26 a[S.3-31 Compuesto 7
Figuras 1S.3-32a1S.3-37 Compuesto 8
Figuras IS.3-38 a1S.3-43 Compuesto 9

Capitulo 4

Se anexan las figuras [S.4-44 y 1S.4-45:

Figura IS.4-44 Analisis por western blot de (A) caspasa 7 clivada en células MCF7 y MCF10A
tratadas con eriopodol A, gibbilimbol B y erioquinol. (B) XIAP y caspasa 7
clivada en células MCF7 transfectadas con un siRNA control o especifico para
XIAP durante 24 h a concentracién de 100 nM

Figura IS.4-45 Proporcién de las interacciones del ligando con la proteina, durante la
dindmica molecular de 50 ns entre la proteina XIAP ylos compuestos embelina,
erioquinol, eriopodol A y gibbilimbol B.
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Figura 1S.3-23: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) (A) y 13C (100 MHz, CDCls3) (B) para el
compuesto 6.
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Figura IS.3-25: Experimento HMBC para el compuesto 6.
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Figura IS.3-26: Espectros IR (A) y HRESIMS (B) para el compuesto 7.



126 Estudio fitoquimico de P. eriopodon y determinacion de su actividad citotdxica

S
FaaY A i T e T T
~ o N o o N TN o 3 o
o o < — o — o MmN 0 ©
T Lo, T O T = T T B — 2 T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 ppm,
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

1 ppm,

Figura I1S.3-27: Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) (A) y 13C (100 MHz, CDCls) (B) para el
compuesto 7.
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superpuesto sobre el espectro de RMN H (rojo) para el compuesto 7.
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Figura IS.3-31: TOCSY-Selectivo a 61 3.91 en H-1"" (azul) superpuesto sobre el espectro de
RMN tH (rojo) para el compuesto 7.
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Figura IS.3-32: Espectros IR (A) y HRESIMS (B) para el compuesto 8.
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Figura 1S.3-33: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) (A) y 13C (100 MHz, CDCls3) (B) para el
compuesto 8.
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Figura IS.3-34: Experimento APT (A) y COSY (B) para el compuesto 8.
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Figura IS.3-37: TOCSY-Selectivo a &1 5.42 en H-4’ (azul) superpuesto sobre el espectro de
RMN tH (rojo) para el compuesto 8.
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Figura IS.3-38: Espectros IR (A) y HRESIMS (B) para el compuesto 9.
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Figura IS.3-39: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) (A) y 13C (100 MHz, CDCls3) (B) para el
compuesto 9.
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Figura IS.3-41: Experimento HSQC (A) y HMBC (B) para el compuesto 9.
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Figura IS.3-42: Experimentos ]-Resolved (A) y TOCSY-Selectivo (B) a u 5.77 en H-2’ (azul)
superpuesto sobre el espectro de RMN 1H (rojo) para el compuesto 9.
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Figura IS.3-43: TOCSY-Selectivo a 61 5.65 en H-5"" (azul) superpuesto sobre el espectro de
RMN tH (rojo) para el compuesto 9.
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Figura IS.4-44: (A) Andlisis por western blot de caspasa 7 clivada en células MCF10 y MCF7
tratadas po r6 h en ausencia (CTRL) o en presencia de 30 pg/mL de gibbilimbol B/eriopodol A
0 10 pg/mL de erioquinol. El gel de carga fue utilizado como control. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. (B) Analisis por western blot de XIAP y
caspasa 7 clivada en células MCF7 transfectadas con un siRNA control o especifico para XIAP
durante 24 h a concentracion de 100 nM, utilizando vinculina como control. Las imagenes son
representativas de cuatro experimentos independientes.
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Figura IS.4-45: Proporciéon de las interacciones del ligando con la proteina, durante la
dindmica molecular de 50 ns entre la proteina XIAP y los compuestos (A) embelina, (B)
erioquinol, (C) eriopodol A y (D) gibbilimbol B.









