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Resumen

El término cancer integra un grupo de enfermedades complejas que responden a multiples factores y se manifiestan
de forma diferente segun el o6rgano afectado o el mecanismo molecular implicado. En términos generales, se
presenta una alteracion en los mecanismos que regulan el crecimiento de las células, lo cual genera proliferaciones
incontroladas que rompen la homeostasis normal del organismo y afectando no solo el 6rgano blanco sino a todo el
organismo. La busqueda de terapias contra el cancer se basa en el conocimiento de estos mecanismos moleculares
y sus innumerables consecuencias. En esta revision se recogen los estudios realizados y publicados por nuestro
grupo de investigacion en los ultimos 13 afios en torno a Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze y Petiveria alliacea
Linne (Phytolaccaceae), asi como algunos datos atin no publicados. La revision se centra en los mecanismos
relacionados con el metabolismo energético tumoral y la regulacion de la respuesta inmunitaria, asi como en los
ultimos procedimientos requeridos para llevar a cabo el primer ensayo clinico de fase I para un medicamento contra
el cancer en Colombia. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Phytotherapy as a source of medicaments that regulate tumoral metabolism and activate the immune response
Abstract

Cancer is the name for a group of complex and multifactorial diseases that manifest differently depending on the
organ affected or the molecular mechanism involved. In general terms, there is an alteration in the mechanisms
that regulate cell growth, generating their uncontrolled proliferation, which breaks the normal homeostasis of the
organism, affecting not only the target organ, but the individual in general. The search for therapies against cancer is
based on the knowledge of these molecular mechanisms and their countless consequences. In the present review, we
include the work done and published in our research group during the past 13 years on Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze and Petiveria alliacea Linne (Phytolaccaceae), as well as some data not yet published. The review focuses
on the mechanisms related to tumor energy metabolism and the regulation of the immune response, as well as the
latest procedures that will allow us to conduct the first phase I clinical trial for a cancer drug in Colombia. © 2018.
Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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El metabolismo de las células tumorales

Una de las caracteristicas de las células tumorales es su
alta tasa de proliferacion, la cual induce un aumento en el
consumo de glucosa y glutamina, entre otras fuentes de
energia, necesario en la produccion del carbono requerido
para la construcciéon de nuevas macromoléculas. Ademas,
mediante la oxidacion se generan otros factores como el
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH) o el dinu-
cledtido de flavina y adenina (FADH,), los cuales median
la transferencia de electrones a la cadena respiratoria para
permitir la sintesis del trifosfato de adenosina (ATP),
indispensable para la supervivencia energética de la célula.
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El alto consumo de glucosa de las células tumorales fue
registrado inicialmente por Otto Warburg (1956), trabajo
que le merecio el Premio Nobel de Medicina en 1931 y
cuyos resultados aportaron considerablemente al estudio del
cancer y la busqueda de nuevas terapias (Koppenol, et al.,
2011). Estos hallazgos sirvieron de base para el desarrollo
de la tomografia de emision de positrones (TEP), la cual se
basa en el consumo de la "®F-fluodeoxiglucosa (**F-FDG),
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ampliamente utilizada para el diagndstico y seguimiento
de un gran namero de tumores de metabolismo glucolitico
(Almuhaideb, et al, 2011). La glutamina, por su parte,
provee el nitrogeno necesario para la sintesis de nucleotidos
de pirimidinas y purinas, de la glucosamina-6-fosfato y
de los aminoacidos no esenciales. Su alto consumo en las
células tumorales se ha documentado ampliamente y, mas
recientemente, se ha sugerido el uso de la '®F-glutamina
como trazador del crecimiento tumoral cuando la glucosa
no constituye un buen marcador (Lieberman, ef al, 2011;
Venneti, et al., 2015).

El papel de la glucosa como una de las principales
fuentes de energia de las células tumorales, se ha relacionado
con la poca capacidad mitocondrial observada en algunos
tumores; sin embargo, algunos datos recientes muestran que
la mitocondria de las células tumorales funciona muy bien
y que, de hecho, las razones para que una célula tumoral
consuma mas glucosa se relacionan mas con la capacidad
de la glucdlisis de participar en la generacion de meta-
bolitos intermediarios de multiples procesos biosintéticos
con la generacion de ATP. Es asi que el desacoplamiento
de la glucolisis de la cadena respiratoria no parece tener
un efecto importante en la célula tumoral, la cual favorece
la produccion de lactato a partir del piruvato mediante
procesos de adaptacion metabolica, lo que disminuye
la entrada del piruvato al ciclo del acido tricarboxilico
(Pavlova & Thompson, 2016) y, por ende, protege de
la sobrecarga energética. En la Figura 1 se presentan las
diferencias entre el metabolismo energético de las células
tumorales y las normales.
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Aunque los tumores han desarrollado un sinnimero
de desviaciones metabdlicas para protegerse del exceso de
electrones generados por este metabolismo acelerado, que
muchas veces exceden la capacidad de la ATP sintasa, es
inevitable la formacion de una gran cantidad de especies
reactivas del oxigeno (ERO) en el microambiente tumoral.
De hecho, estas especies intracelulares provienen de la
mitocondria y del reticulo endoplasmico, asi como de
la activacion de las NAD(P)H oxidasas (Cairns, et al.,
2011), y cuando aumentan, particularmente el peréxido de
hidrégeno (H,0,), dafian la estructura de las macromolécu-
las celulares, fendmeno que se denomina estrés oxidativo
(Sullivan & Chandel, 2014). En las células tumorales,
este estrés oxidativo es controlado por la alta produccion
de enzimas antioxidantes mediante un mecanismo principal
que conlleva la activacion del factor nuclear (derivado de
eritroide 2) similar al 2 (Nuclear erythroid 2—related factor,
NRF2), el cual participa en la regulacion de la expresion
de multiples genes antioxidantes (Sullivan & Chandel,
2014). Muchos de los tumores tienen mutaciones en este
factor y, en consecuencia, presentan una marcada expresion
constitutiva de muchas de las enzimas detoxificantes, lo que
hace que, en términos generales, el nivel de ROS tumoral
este elevado dado que ellas pueden tolerar una carga de
ERO superior a la de las células normales. Este exceso de
ERO, puede conllevar algunas veces al fenomeno denomi-
nado senescencia inducida por oncogenes (SIO) (Courtois-
Cox, Jones, Cichowski, 2008), el cual esta relacionado
con la expresion de una mutacion de BRAS o RAF que
inhibe la proliferacién tumoral en presencia de las ERO. La
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Figura 1. Representacion esquematica del metabolismo en un tejido diferenciado (células normales) en comparacion con un tejido
proliferativo o tumoral. Modificado de JF Hernandez. Tésis de Doctorado.
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disminucion de dicha senescencia puede potenciar la génesis
de los tumores (Kaplon, ef al., 2013), asi como el uso de
algunos antioxidantes, lo cual se discutira mas adelante. Es
decir que no siempre la disminucién de las ERO tumorales
tiene un efecto benéfico, lo cual sugiere que se da un delicado
equilibrio que debe mantenerse al interior del tejido tumo-
ral. Las ERO, entonces, tienen un papel dual en la génesis
tumoral, ya que su sobreproduccion es deletérea para la célula
eucariotica y, en contraste, cuando su concentracion es baja
resultan necesarias para mantener dicha génesis (Sullivan &
Chandel, 2014).

Teniendo en cuenta estos antecedentes metabdlicos,
puede decirse que la diversidad tumoral se explica por
la proliferaciéon incontrolable de poblaciones de células,
en principio glucoliticas, conjuntamente con poblaciones
quiescentes, las cuales son menos glucoliticas y utilizan
mucho mas la fosforilacion oxidativa. Entre éstas estan,
ademas, las células madre tumorales (CMT) que, por su pro-
pia naturaleza, expresan bombas de resistencia a drogas y
otros mecanismos detoxificantes, lo cual les permite vivir en
ambientes hostiles y con bajas concentraciones de oxigeno.
Esta poblacion es la responsable principal de las metastasis
y de la resistencia tumoral a la quimioterapia (Dave, ef al.,
2012; Margaryan, et al., 2017). El conocimiento de su
relacion con el microambiente tumoral abre la posibilidad
de estudiar terapias que regulen tales interacciones (Plaks,
et al., 2015), asi como la resistencia a drogas, entre ellas, los
medicamentos naturales (Cort & Ozben, 2015).

El metabolismo tumoral y su relacién con la
respuesta inmunitaria

El metabolismo tumoral oscila entre la glucolisis y la fos-
forilaciéon y puede afectar seriamente el microambiente
tumoral. El alto consumo de glucosa y glutamina genera
una acumulacion de lactato extracelular, el cual produce, a
su vez, un ambiente acido e inmunosupresor que atenda la
activacion de las células dendriticas, los linfocitos T y las
células asesinas naturales (natural killer, NK), y favorece la
generacion de células supresoras de tipo mieloide o linfoide
(Colegio, et al., 2014; Fischer, et al., 2007; Goetze, et al.,
2011; Husain, et al., 2013). Por otra parte, el aumento de
lactato incrementa la angiogénesis y estimula la produccion
de acido hialurénico por parte de los fibroblastos, lo que
favorece el crecimiento y la invasion tumoral (Pavlova &
Thompson, 2016). Estos hallazgos ponen en evidencia el
hecho de que el control del metabolismo tumoral podria
tener un efecto benéfico no solo en la evolucion misma
del tumor sino en la generacién de una efectiva respuesta
inmunitaria antitumoral.

Por otra parte, la inflamacion estd implicada en el
proceso de génesis tumoral, asi como en la evoluciéon del
cancer. Se cree que aproximadamente el 20 % de los can-
ceres estd precedido de procesos inflamatorios cronicos;
tal es el caso del carcinoma hepatocelular precedido por la
hepatitis, el cancer de colon por la enfermedad inflamatoria
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del intestino y el cancer gastrico por la infeccién con
Helicobacter pylori. Sin embargo, la inflamaciéon no solo
se presenta como antecesora del cancer, sino también como
una consecuencia del crecimiento mismo del tumor, pro-
ceso que produce factores reguladores, recluta células de la
respuesta inmunitaria y favorece la produccion de citocinas
proinflamatorias alterando, asi, el microambiente tumoral, lo
cual promueve el crecimiento y la metéstasis de los tumores
(Francescone, et al., 2014). Estos hechos llevan a pensar
que el control de la inflamacion intratumoral es, sin duda,
uno de los mecanismos que favorece la regresion tumoral y
permite la activacion de una respuesta inmunitaria efectiva.

Los productos naturales como alternativa
terapéutica contra el cancer

Las plantas son una fuente inagotable de productos naturales
con actividad bioldgica util para la humanidad debido a su
gran diversidad de especies y metabolitos, asi como a su
potencial para sintetizar un sinnumero de moléculas com-
plejas dificiles de reproducir en el laboratorio (Mondal,
et al., 2012). Del casi millén de productos naturales, apro-
ximadamente el 25 % es bioldgicamente activo; de ellos,
cerca del 60 % proviene de plantas (Newman & Cragg,
2016). Las plantas son futiles no solo por la posibilidad
de encontrar en ellas metabolitos activos que puedan uti-
lizarse en forma aislada, sino también como fuente de
nuevas medicinas (denominadas actualmente como drogas
botanicas) (Gertsch, 2011; Schmidt, et al., 2007).

Las drogas botanicas son mezclas de metabolitos obteni-
dos a partir de una o varias plantas con actividad biologica
establecida que, ademas, se han caracterizado quimicamente,
con el fin de conocer los metabolitos presentes en la mezcla
(Zhu, et al., 2014). Con las nuevas tecnologias, el desarrollo
de la medicina herbal se ha modernizado enormemente,
y hoy se lleva a cabo un trabajo riguroso que conjuga la
caracterizacion quimica y la evaluacion biologica de las
mezclas, con el fin de obtener mezclas estandarizadas y
valoradas biologicamente (Tilton, et al., 2010). Son diver-
sos los estudios en los que se reporta el desarrollo de dro-
gas botanicas para diferentes enfermedades, entre ellas, la
enfermedad inflamatoria del intestino (Algieri, et al., 2015),
y la activacion de la respuesta inmunitaria antiviral (Wang,
et al., 2013), asi como ayuda en el tratamiento del paciente
con cancer (Diwanay, et al, 2004). La Federal Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos ha aprobado
ya algunas drogas botanicas (Lei, et al., 2014), aunque son
muy pocas teniendo en cuenta el inmenso potencial de la
biodiversidad en la produccion de nuevos medicamentos.

Las drogas botanicas presentan ventajas frente a las
moléculas aisladas, pues actian en diferentes blancos
moleculares, lo cual es importante para combatir la mayoria
de las enfermedades cuya naturaleza responde a multiples
factores. La fitoterapia con drogas botanicas se basa en la
accion combinada de una mezcla de constituyentes y exhibe
efectos farmacoldgicos producto de la interaccion sinérgica
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o antagonica de muchos de los fitoquimicos presentes en la
mezcla. Las razones de estas interacciones desde el punto de
vista mecanico son la biodisponibilidad, la interferencia con
procesos de transporte celular, la activacion de profarmaco
o la desactivacion de compuestos activos y su conversion
en metabolitos inactivos, la accién de patrones sinérgicos
en diferentes puntos de la misma cascada de sefializacién o
la inhibicién de la unién a diferentes proteinas blanco, entre
otras. Las tecnologias “Omicas” y la biologia de sistemas
podrian facilitar el estudio de esta multiplicidad de efectos
en las mezclas herbales (Efferth & Koch, 2011).

Anamu y dividivi, dos plantas colombianas con
enormes potenciales antitumorales

La busqueda de plantas con actividad antitumoral llevada
a cabo en nuestro grupo de investigacion en los ultimos 14
aflos se basa en el conocimiento tradicional y la esperanza
de que los avances que se logren beneficien a la comunidad.
El anamu (Petiveria alliacea Linne Phytolaccaceae) se
encuentra ampliamente distribuido en la zona andina del
pais, entre los 700 y los 1.500 msnm. El dividivi (Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze), por su parte, esta principalmente
presente en Boyaca, en la zona del alto Ricaurte, entre los
1.600 y 2.900 msnm. El conocimiento etnofarmacoldégico
de estas plantas no hace parte de esta revision, sin embargo,
vale la pena resaltar que es a través de €l que se ha podido
inferir que la marcada actividad antioxidante del dividivi
puede participar en la regulacién de la produccion de las
ERO dentro y fuera del tumor, lo cual le conferiria un
gran potencial antitumoral. Por otra parte, la actividad
hipoglucémica del anamu permite pensar que la actividad
antitumoral clasicamente atribuida a esta planta se debe a
su capacidad de regular la disponibilidad de la glucosa en
las células tumorales.

En este contexto, la hipdtesis de trabajo de nuestro
grupo de investigacion en la busqueda de la actividad antitu-
moral de estas plantas, se ha basado en el supuesto que los
extractos complejos de plantas actuarian directamente sobre
la célula tumoral regulando, entre otros, el metabolismo
energético para reducir el crecimiento tumoral e, incluso,
inducir la muerte de las células, lo que, en consecuencia,
activaria la respuesta inmunitaria adaptativa actuando como
una vacuna in situ. Esta multiplicidad de funciones de la
fitoterapia podria explicar los beneficios observados a lo
largo de los afios y abriria nuevos interrogantes acerca de la
complejidad de las enfermedades crénicas como el cancer.
Esta hipotesis se ha demostrado parcialmente, y en estos
proximos afos esperamos confirmar nuestros hallazgos
y aplicar los resultados al desarrollo de fitomedicamentos
efectivos para el tratamiento del cancer.

Anamu (Petiveria alliacea) como modulador del
metabolismo energético de las células tumorales

El anamu, Petiveria alliacea Linne (Phytolaccaceae), es
una hierba perenne, ampliamente utilizada por la medicina
tradicional en el Caribe, y en Centroaméricay Suramérica. La
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infusion de las hojas o de las raices se conoce por su actividad
antiespasmodica, antireumatica y antiinflamatoria sistémica,
asi como antiinflamatorio bucal, como analgésico, y contra la
cistitis, el dolor de cabeza, la polineuralgia (beriberi) y como
diurético, entre otras; Luz, et al., 2016). Mas especificamente,
la infusion acuosa se ha utilizado en el tratamiento de la
leucemia y el cancer de seno (Garcia-Barriga, 1974). En
cuanto a su actividad sobre el metabolismo, el conocimiento
tradicional le atribuye propiedades hipoglucémicas, pero los
datos son contradictorios, ya que se ha evidenciado que el
tratamiento con infusion de anamu aumenta la glucemia en
forma significativa durante las primeras semanas de consumo
(Garcia-Gonzalez, et al., 2006).

Los extractos de plantas pueden obtenerse de multi-
ples formas. Una de ellas es la purificacion biodirigida, la
cual permite determinar la o las sustancias responsables
de la actividad bioldgica mediante procesos simultaneos
de separacion y ensayo, por lo cual se selecciond para la
obtencion del extracto de anamu (Cifuentes, 2010). Con esta
tecnologia se identificaron varias fracciones del anamu que
presentaron actividades biologicas complementarias. Tres
de las fracciones concentradas a partir del extracto obtenido
en acetato de etilo, denominadas S1 a S3, demostraron
actividad citotoxica en lineas de células leucémicas (K562
y NB4) e indujeron apoptosis por la via mitocondrial, dado
que se observo una despolarizacion temprana e irreversible
de la membrana mitocondrial, fragmentacion del ADN y
modulacién intracelular de la HSP70, conocida como una
proteina de estrés intracelular (Cifuentes, ef al., 2011).

El rendimiento en la obtencion de las fracciones con
mayor actividad bioldgica ha sido bajo, lo cual ha impedido
optimizar el proceso para obtener un producto con potencial
farmacéutico y supuso la necesidad de mejorar el rendimiento.
Para ello, se utiliz6 solamente la fraccion completa obtenida
en acetato de etilo y se evalu6 la actividad en modelos biologi-
cos. En el analisis mediante polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados de ADN complementario (cDNA-
AFLP) se observo que esta fraccion compleja de anam, tam-
bién con actividad citotoxica, indujo una expresion diferencial
de genes en células K562. En esta fraccion se identificaron
algunos de los compuestos presentes en las ‘subfracciones’
obtenidas previamente (Santander & Urueiia, 2009).

La fraccion que se pudo obtener en mayores cantidades
fue caracterizada quimica y bioldgicamente para confirmar
algunos de los hallazgos previos. Se encontrd que presento
actividad citotoxica en lineas celulares tumorales de mela-
noma de raton y humanas, conservando la citotoxicidad
frente a las lineas de células leucémicas. Ademas, indujo
cambios morfologicos, posiblemente por su accion en los
filamentos de actina, lo cual se observo principalmente en
las lineas adherentes, acompafiado de una detencion en la
fase G2 del ciclo celular (Urueiia, et al., 2008). Este tltimo
efecto habia sido reportado previamente para algunos de
los compuestos identificados en el extracto alcoholico del
anamu (Rosner, et al., 2001).
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El analisis protedomico en las células tumorales tratadas
con la fraccion arroj6é un perfil complejo en respuesta al
tratamiento, el cual afecté las proteinas que participan en
la proliferacion celular y en el metabolismo energético.
Ello sugiere que el extracto de anamu utiliza multiples
mecanismos biologicos para regular el crecimiento tumoral
(Urueiia, et al., 2008). La actividad de esta fraccion se
verifico en diversas lineas celulares, particularmente de
cancer de seno, con el objeto de evaluar posteriormente su
actividad in vivo en modelos animales. Se observd que en la
linea de adenocarcinoma mamario de raton 4T1 el extracto
indujo apoptosis con activacion de la caspasa 3, fragmen-
tacion del ADN sin despolarizacion de la membrana mito-
condrial y disminucion de la capacidad de clonacion de las
células tumorales.

Los cambios observados previamente en la expresion
de las enzimas glucoliticas, se vieron reflejados en este
modelo con una disminucion en la captacion de glucosa y
en la produccion de lactato. En el modelo in vivo el extracto
disminuy6 la evolucion de tumores mamarios de raton
después del trasplante ortotopico de células 4T1 marcadas
con la proteina verde fluorescente, lo que confirmé su acti-
vidad antitumoral en un modelo de ratén con cancer de seno
altamente agresivo (Hernandez, et al., 2014).

Mas recientemente, se ha observado que la actividad
del anamt es especifica de las células tumorales, en las
cuales se encontro una reduccion en la expresion de la
enzima B-F1-ATPasa, en la activacion del flujo glucolitico,
en la concentracion de ATP intracelular y en la respiracion
mitocondrial, con un bajo consumo de oxigeno. Como
consecuencia de esta catastrofe energética inducida por el
extracto, se observo una disminucion de la proliferacion
celular tanto en los cultivos convencionales en dos dimen-
siones (2D), como en las esferas cultivadas en tres dimen-
siones (3D) y enriquecidas en células madre tumorales. En
los modelos in vivo en ratones con trasplante ortotopico de
la linea celular de adenocarcinoma mamario de ratén TS/A,
se observo una disminucién en el tumor primario y una
mayor supervivencia de los animales, corroborando asi el
potencial de este extracto en el tratamiento del cancer de
seno (Hernandez, et al., 2017).

Compuestos aislados de Petiveria alliacea y su
participacion en la actividad citotoxica

Recientemente se publicaron los principales compuestos
presentes en el anamu, asi como su actividad bioldgica,
(Luz, et al., 2016), por lo que no se discutird en esta
revision. El trabajo del grupo se centr6 en la busqueda de
los metabolitos que se encontraban presentes en la fraccion
con actividad bioldgica, con el fin de utilizarlos como
marcadores para su estandarizacion. Para ello se realiz6
inicialmente la derivatizacion de la fraccion completa y
se analizd por espectrometria de masas acoplada a croma-
tografia de gases (GC-MS). Los espectros de masas de cada
uno de los compuestos detectados se analizaron empleando
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la base de datos MSD Chemstation y NIST MS2011.
En la Figura 2 se muestra el espectro de masas obtenido
para la fraccion total acetilada, sefialando los compuestos
identificados: (1) benzaldehido, (2) leridol, (3) petiveral,
(4) petiveral-4-etil, (5) bencilmetildisulfuro, (6) pinitol, (7)
dibencil disulfuro (DDS) y (8) dibencil trisulfuro (DTS),
compuestos previamente reportados en la especie por otros
autores (Adesogan, 1974; Ayedoun, et al., 1998; De Sousa,
et al., 1990; Suarez & Delle Monache, 1992). E1 DDS y el
DTS ya se han encontrado implicados en la actividad en el
citoesqueleto celular (Rosner, ef al., 2001).

Una vez identificados los principales compuestos, se
establecio la huella cromatografica de la fraccion de anamu
adicionando un estandar de DDS y DTS, como se muestra
en la Figura 3. La fraccion estandarizada se denomind
“Esperanza”.

Con el fin de evaluar la participacion de cada uno de
los compuestos en la actividad citotoxica de la fraccion, se
aislaron algunos de los compuestos. En la Tabla 1 se pre-
sentan los compuestos y la actividad citotoxica en las lineas
de células tumorales 4T1 de cancer de seno de raton y MCF7
de cancer de seno humano. Entre los compuestos aislados
se encontrd un caroteno, el dibecil disulfuro, una mezcla de
esteroles, el 3B-isoarborinol, y un acido graso insaturado
(acido octadeca-7,10,13-trienoico) que estd presente en gran
cantidad en el extracto.
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Figura 2. El recuento total de iones (fotal ion cromathogram, TIC)
obtenido por espectrometria de masas acoplada a cromatografia
de gases (GC-MS) para la fraccion de P. alliacea derivatizada con
anhidrido acético. La porcion lipofilica de dicha fraccion se anali-
zada por GC-MS empleando una columna HP-5MS en un equipo
Agilent GC 685011 con un detector de masas Agilent 5975CVL. Las
flechas indican los siguientes compuestos detectados: (1) benzal-
dehido, (2) leridol, (3) petiveral, (4) petiveral-4-etil, (5) bencilme-
tildisulfuro, (6) pinitol, (7) dibencil disulfuro (DDS) y (8) dibencil
trisulfuro (DTS). Los datos se compararon con las bases de espec-
tros MSD (Mass Selective Detector) Chemstation y NIST MS 2011.
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Figura 3. Huella dactilar cromatografica de la fraccion (3pg) “Esperanza I”” adicionada con los patrones de DDS y DTS (perfil violeta). La
fraccion se analizé mediante HPLC a 254 nm en una columna C18 de 1,6 x 150 mm, gradiente de la fase mévil H20 — ACN t 0-1 90: 10; t
25-36 0:100; t 50 90:10. Flyjo de 0,4 ml/min en un equipo Jasco PU2089plus con detector UV2070. Bajo las mismas condiciones analiticas
se analiz6 el patron de DDS (perfil verde).

Tabla 1. Compuestos aislados y caracterizados a partir de un extracto de Anamu con actividad citotoxica sobre lineas de cancer de seno
murino (4T1) y humano (MCF-7) por MTT.

Compuesto Nombre Nombre Iupac Actividad Citotéxica CI50 (mg/ml)
4T1 MCF-7
. - - CHy UJAV-A-2 Caroteno 110,8 + 4,01 66,87 +2,62

Hyf

CH;

Hs

UJAV-ScSi 2-2 Dibecildisulfuro 1,262 + 4,63 4,019 £4,85
UJAV-19 Mezcla esteroles > 250 189,0 + 3,14
(stigmasterol y

sitosterol)

UJAV-A9-4 3pB-isoarborinol >250 7,206 + 3,22
H .

i UJAV-AN4-4 Acido graso 86,59 £ 3,92 58,24 £ 1,78

= = = & insaturado
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Efecto inmunomodulador del anamu

Al igual que muchos otros compuestos obtenidos a partir de
plantas, el anamu se ha reportado como un inmunomodu-
lador (Lopes-Martins, et al., 2002; Murugananthan, et
al., 2013; Queiroz, et al., 2000; Williams, et al., 1997).
Se entiende por inmunomodulacion la actividad que se
ejerce sobre los componentes del sistema inmunitario, la
cual puede inducir cambios en el nimero de células de la
respuesta inmunitaria en los diferentes compartimentos
tisulares, o activandolas, asi como alteraciones en el perfil
de las citocinas, cuya funcion es permitir la comunicacion
intercelular. La célula dendritica es una de las principales
células que participan en la presentacion de antigenos y en
la generacion de la respuesta inmunitaria adaptativa, es decir
la respuesta de los linfocitos T especificos de antigeno, y por
ello se evalud la actividad del anamu en ellas. Teniendo en
mente que el uso tradicional del anamu se hace en infusion,
y que estas preparaciones estan enriquecidas por metabo-
litos primarios, entre los cuales puede haber polisacaridos
que son potenciales activadores de las células dendriticas
(Amon, et al., 2014; Ferreira, et al., 2015), se compar6
la actividad inducida por los extractos acuosos y organicos
de la planta sobre dichas células. Los resultados mostraron
que los extractos acuosos indujeron cambios morfologicos
relacionados con la activacion celular, como la formacion
de dendritas, asi como la expresion de las CD86, pero solo
en un pequefio porcentaje de la poblacion total. EI CD86
es un marcador de activacion de las células dendriticas, sin
embargo, la expresion parcial indica que su activacion fue
incompleta. Se encontrd, ademas, un perfil de citocinas que
participan en la respuesta inmunosupresora, como son las
interleucinas (IL) IL-1a, IL-6, IL-8, IL-10, asi como citocinas
proinflamatorias como la IL-12p70 y el TNF-a, pero estas
ultimas en concentraciones menores que el lipopolisacarido
conocido por activar esta poblacion. Se observd, ademas,
el incremento de la expresion de NF-«xB y la regula-
cion negativa de la expresion de TGF-pB. Estos resultados
sugieren que la fraccion acuosa puede tener un papel en la
supresion de la respuesta inflamatoria y, probablemente, en la
induccion de tolerancia a través de la activacion parcial de las
células dendriticas, lo cual deberia evaluarse en detalle en
el contexto de la inmunidad antitumoral. Cabe resaltar que
estos efectos sobre la célula dendritica no se observaron con
la fraccion organica (Santander, et al., 2012).

El dividivi (Caesalpinia spinosa) como compuesto
antitumoral e inmunoestimulante

Antecedentes y caracterizacion quimica. Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze, cominmente denominada divi-
divi o dividivi, es un arbusto al que se le atribuyen pro-
piedades antimicrobianas (Aguilar-Galvez, et al., 2014),
antitumorales (Aguilar-Galvez, et al., 2014; El-Nashar,
et al., 2015), y es conocida por su alta capacidad anti-
oxidante (Chambi, et al., 2013; Skowyra, et al., 2014). En
América Latina, particularmente en Pert, se ha estudiado
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ampliamente y se explota como fuente de taninos para el
tratamiento de los cueros y la produccion de derivados
utilizados en la industria quimica. En Colombia se da en
forma silvestre y no ha recibido la atencién necesaria a
pesar de su potencial agroindustrial. La actividad bioldgica
de la planta se ha atribuido a la presencia de estos taninos
hidrolizables (derivados del acido galico) en los frutos, los
cuales se caracterizan por tener anillos fenolicos, que se
encuentran frecuentemente en plantas vasculares.

Clifford, et al. (2007) determinaron la presencia de al
menos 45 compuestos fendlicos derivados del 4acido caféico
y del 4cido galico mediante un andlisis de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas. La extraccion
llevada a cabo a partir de frutos de dividivi recolectados de
arbustos silvestres en la provincia de Ricaurte en Boyaca,
nos ha permitido confirmar en una primera aproximacion
fitoquimica la presencia de galotaninos y derivados del
acido galico, asi como de pentagaloil glucosa, entre otros
metabolitos (Pombo, 2008). El extracto obtenido, el cual
denominamos P2Et, se ha podido producir a escala piloto
y en ¢l se han identificado los metabolitos presentes; se
aislaron, asimismo, por lo menos diez compuestos para su
estandarizacion y se determind su actividad biologica en
diferentes lineas celulares (Sandoval, et al., 2016). En la
Figura 4 se muestra el perfil cromatografico de diferentes
lotes de P2Et en los cuales se identificaron los metabolitos
marcadores: acido galico (AG), galato de metilo (MG) y
galato de etil (EG); en ellos se analizo la variacion de la
concentracion en cada lote calculando el area bajo la curva,
y se determind la variacion de la actividad citotoxica en
las células tumorales de raton 4T1, la cual presento la con-
centracion inhibitoria requerida para matar el 50 % de las
células (IC, ) entre 25 y 37 (ug/ml) en los diferentes lotes
(datos de nuestro laboratorio). En la Tabla 2 se presentan
algunos de los metabolitos aislados a partir de la fraccion
P2Et y su participacion en la actividad citotoxica

Actividad antitumoral del P2Et mediante la
induccion de la respuesta inmunitaria

Los estudios realizados con el extracto P2Et han demostrado
que induce apoptosis en lineas de células humanas y de raton
con cancer de seno y leucemias mediante la despolarizacion
de la mitocondria, la activacion de la caspasa 3, la condensa-
cion de la cromatina y la disminucion de la capacidad clo-
nogénica en células K562 y 4T1. Ademas, cuando se uso en
conjunto con farmacos quimioterapéuticos como la doxoru-
bicina en concentraciones no letales, se observd una reduc-
cion de la IC,, lo que representa un aumento en la actividad
antitumoral neta del medicamento, la cual se traduciria en la
posibilidad de utilizar menos doxorubicina cuando se admi-
nistre en asocio con el extracto de dividivi (Castafieda, et
al., 2012; Pombo, 2008; Urueiia, et al., 2013)

En el modelo in vivo, ademas, el extracto redujo el
tumor primario de ratones BALB/c con trasplante ortotopico
de células 4T1 de cancer de seno y disminuy¢ las metastasis,
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principalmente en el bazo. Por otra parte, se observd una
reduccion de la reaccion leucemoide, asi como de los
niveles séricos de IL-6, ambos factores relacionados con
un peor pronoéstico de la enfermedad, lo que sugiere que el
extracto no solamente actiia sobre el tumor primario, sino
que también reduce la migracion celular a drganos distantes,
es decir, implica su actividad en el microambiente tumoral
(Urueiia, et al., 2013).

La disminucion de las metastasis puede deberse a varios
factores, entre ellos una actividad sobre las células madre
tumorales o la activacion de la respuesta inmunitaria, la
cual puede controlar la poblacion tumoral que ha migrado
a organos distantes. Con el fin de evaluar la primera
hipotesis, se evaluo la actividad citotoxica del P2Et después
de multiples pasajes in vivo en células tumorales que pre-
sentaban diferentes perfiles de resistencia a drogas, sea por
la sobreexpresion de bombas de resistencia a drogas de tipo
Pgp o por enriquecimiento de la poblacion de células madre
tumorales. Se observo que, in vitro, el P2Et es citotoxico
tanto en las lineas Pgp+ como en las Pgp-, y que, ademas,
pudo modular la actividad de las bombas de resistencia,
principalmente con sus compuestos mas hidrofobicos, lo
que conlleva un aumento de la sensibilidad de las células
resistentes a farmacos como la doxorubicina cuando estas
se tratan previamente con el P2Et en cultivos 2D y 3D. Es
interesante que los resultados obtenidos in vifro no siempre
concordaron con lo observado in vivo. De hecho, cuando se
evaluo el efecto del P2Et en células TS/A CD44"CD24%, no
se observd sinergia con la doxorubicina, sin embargo, cuando
el tratamiento se aplico in vivo, se observod claramente que
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el tratamiento conjunto de P2Et con doxorubicina resultaba
mas eficaz en términos de tamafio tumoral y supervivencia
de los animales con trasplante ortotopico con estas células
(Sandoval, et al., 2016). Estos resultados sugieren que
el P2Et puede contrarrestar la resistencia a las drogas, al
menos cuando esta mediada por la expresion de bombas
de resistencia, dado que hallazgos mas recientes han
demostrado que el P2Et no tiene actividad contra las células
tumorales que expresan la enzima ALDH, la cual constituye
un marcador relevante de las células madres tumorales y
que participa activamente en la detoxificacion intracelular
(Xu, et al., 2015). Por el contrario, estas células pueden
eliminarse cuando se activa la respuesta inmunitaria (articulo
en preparacion), lo que evidencia, una vez mas, que el
tratamiento antitumoral debe aplicarse en multiples niveles
para poder dar cuenta de la heterogeneidad celular presente
en los tumores in vivo.

La segunda hipoétesis en torno a la activacion de la
respuesta inmunitaria se estudio inicialmente en el modelo
de cancer de seno con células 4T1. Se observo que el
tratamiento de las células tumorales con el extracto P2Et
indujo la expresion de marcadores de muerte celular inmu-
nogénica, conocidos por su papel en la activaciéon de las
células dendriticas (Krysko, et al., 2012), tales como la
expresion de calreticulina en la membrana plasmatica,
la movilizacion extranuclear de la proteina HMGB-1 y la
liberacion de ATP. Cuando los animales se vacunaron con
células 4T1 tratadas in vitro con P2Et, se controldé mejor el
desarrollo del tumor y se detectaron directamente ex vivo
linfocitos T CD4 y CDS8 de larga vida, multifuncionales,
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Figura 4. Perfil cromatografico de diferentes lotes de P2Et. Se identifican los metabolitos marcadores del extracto P2Et: acido galico (AG),

metil galato (MQG) y etil galato (EG)
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Tabla 2. Compuestos aislados del Dividivi y actividad citotoxica medida por la técnica de MTT sobre células tumorales de cancer de seno

murino (4T1) y humano (MCF7).

Compuesto Nombre Nombre IUPAC Actividad citotéxica CI50 (ug/ml)
4T1 MCF-7
COOCH,CHj3
wOH
HO ©\OH
Ho °v"’ B12-3 45 'dlialoﬂlq“mam 69,15 + 1,73 207,8 + 3,67
. e etilo
HO OH
OH
oM, , COOCH;
HO @\
HO OH‘ E . . .
o IV 22 4,5-digaloil gulnato de 2112 +4,10 250
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HO OH -di 1 1
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HO
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o P1-1-4 Glucosil-galato 63,48 £ 0,35 122,15+ 3,74
I HO
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y productores de citocinas como las IL-2, IFN-y y TNF-a.
Ademas, esta poblacion responde a la estimulacion in vitro
con un extracto de tumor, lo que produjo IL-2, TNF-a,
IL-4, IL-5, e IFN-y y demostrd la generacion de células
de memoria especificas del antigeno, las cuales se han
activado suficientemente como para llegar a un estado de
diferenciacion que les permita producir citocinas de tipo
Th2 (Urueia, ef al., 2013). Estos hallazgos fueron muy
interesantes para la comprension de la actividad del extracto
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y nos han llevado a plantear nuevas hipotesis. Es posible
que el extracto no solo actie sobre el tumor sino también
sobre las células presentadoras de antigeno, lo que permite
la activacion de la respuesta inmunitaria, con un patrén
parcialmente inmunomodulador al encontrar citocinas del
tipo de las Th2, las cuales podrian modular también el pro-
ceso inflamatorio deletéreo por su papel antiinflamatorio.
En el modelo tumoral con células 4T1 es muy difi-
cil determinar si realmente hay activacion de la respuesta
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especifica de antigeno, dado que no hay antigenos clara-
mente identificados. Por esta razon, en colaboracion con
Pedro Romero, del Instituto Ludwig de Lausana, se evaluo
el efecto del extracto P2Et en el modelo de melanoma
de ratén con células B16 en animales C57BL/6. En este
modelo, se han identificado varios antigenos tumorales que
permiten detectar mas facilmente la poblacion de linfocitos
T especificos de antigeno. Los resultados obtenidos demos-
traron que el tratamiento de las células B16 con el P2Et
indujo activacion de las caspasas 3 y 9, movilizacion del
citocromo ¢ al citoplasma y externalizaciéon de la fosfa-
tidilserina como marcador de apoptosis. Ademas, indujo
autofagia, la cual se ha vinculado recientemente como un
evento necesario en la activacion de la respuesta inmuni-
taria de las células tumorales (Martins, et al., 2014) y la
expresion de marcadores de muerte celular inmunogénica,
tal como se observo en el modelo de cancer de seno. Ademas,
se encontraron cé¢lulas CD8 dirigidas contra el antigeno de
melanoma (Trp-2) productoras de IFN-y, lo que refleja un
proceso de sensibilizacion cruzada que permitio la activacion
de linfocitos T especificos. Por otra parte, se encontrd que el
efecto protector del P2Et, al menos en este modelo, queda
abolido en ratones inmunodeficientes en los cuales se pierde
parcialmente la actividad antitumoral, lo cual se corrobor6
al hacer experimentos de deplecion de linfocitos T CD4 y
CD8 en animales silvestres, e indica que la actividad anti-
tumoral del P2Et es altamente dependiente de la respuesta
inmunitaria adaptativa (Goémez-Cadena, et al., 2016).

Actividad de los extractos de anamu y dividivi en
células tumorales humanas primarias

Los extractos de anamu y dividivi también presentaron acti-
vidad en células tumorales primarias humanas obtenidas de
pacientes con cancer de seno y leucemia. En las de pacientes
con cancer de seno cultivadas en 3D para enriquecerlas
en cé¢lulas madres tumorales fueron sensibles al P2Et y al
anamu y dicha sensibilidad al parecer aumento en el cultivo
adicionado con doxorubicina (publicacion en preparacion).

Por el contrario, las células obtenidas de pacientes
con leucemia linfoide aguda o leucemia mieloide aguda se
han mostrado menos sensibles al P2Et y han presentado
una mayor sensibilidad al extracto de anamu. Ademas, el
tratamiento de los blastos con los dos extractos combinados
y los farmacos de eleccion, aumentd la sensibilidad a la
muerte incluso en células tumorales que en algunos casos
no responden a las terapias convencionales (publicacion en
preparacion). Estos datos, aunque preliminares, evidencian
que, por lo menos in vitro, los extractos de anamu y
dividivi son capaces de actuar en los tumores primarios
humanos mejorando la respuesta a la quimioterapia. Queda
por comprobarse cual es su papel en la modulacion del
microambiente tumoral y evaluarlo en estudios clinicos
para saber si la actividad observada in vitro se encuentra
también in vivo, lo cual tendria un impacto importante en la
respuesta al tratamiento y, sobre todo, en la supervivencia
de los pacientes.

Fitoterapia fuente de medicamentos antitumorales

Optimizacion del P2Et en condiciones de buenas
practicas de manufactura y avances en los analisis
preclinicos

El trabajo realizado hasta el momento se ha orientado a
validar el conocimiento cientifico sobre el uso medicinal de
estas plantas y, ademas, a producir en forma estandarizada
un extracto que pueda usarse como fitomedicamento y se
ajuste a las normas de la Federal Drug Administration —
FDA (Estados Unidos), el Instituto Nacional de Vigilancia
de Medicamentos y Alimentos — Invima (Colombia) y de
la Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -ANVISA
(Brasil). Para la produccion de los lotes industriales del
extracto en prueba piloto, deben cumplirse las condiciones
de buenas practicas de manufactura (BPM), las cuales se
definen como el conjunto de normas operativas destinadas
a asegurar la calidad de los medicamentos. En Colombia,
las BPM se rigen por la resolucion 1160 de 2016 mediante
la cual se adopté oficialmente el manual de las BPM de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (serie de informes
técnicos numero 823 - Informe 32).

La forma farmacéutica solida del fitomedicamento
P2Et en céapsula se produce actualmente en los Laboratorios
Labfarve, los cuales fueron nuevamente certificados hasta el
afio 2021 por el Invima en buenas practicas de manufactura
ajustadas para produccion y control de calidad segun el
informe 32 de la OMS. Ademas, la produccion del P2Et se
ajusta a lo dispuesto en el decreto 2266 de 2004, el cual regla-
menta la produccion de los fitoterapéuticos en Colombia.

Las pruebas de calidad del ingrediente farmacéutico
activo del P2Et se hicieron en el material vegetal y ya en
dicho ingrediente terminado. Dado que en Colombia la
norma (Decreto 2266 de 2004) no establece las pruebas
especificas que deben hacerse en los extractos, en el
desarrollo del P2Et nuestro grupo se ha guiado por las
normas de los organismos regulatorios internacionales con
plena homologacién en Colombia segin el decreto 0162
de 2004: el Formulario de Fitoterapicos Farmacopeia
Brasileira de la ANVISA, aquellas para articulos de origen
botanico del The United States Pharmacopeia and National
Formulary (USP38-NF33), la guia de la FDA Botanical
Drug Development Guidance for Industry y la de Quality
control methods for herbal materials de la OMS.

Las pruebas de calidad que se deben realizar sobre el
ingrediente farmacéutico activo para obtener el certificado
de analisis para el material vegetal son el 1) certificado de
la muestra registrada en el Herbario Nacional Colombiano,
ii) identificacion de la especie, iii) pruebas de control de
calidad (aflatoxinas, metales pesados, pesticidas) y otros
contaminantes, iv) resefia botanica de la especie (aspectos
de ecologia, cultivo, aprovechamiento y sostenibilidad), v)
certificacion de cultivo y recoleccion de dividivi en condi-
ciones de buenas practicas de agricultura en la provincia del
Alto Ricaurte, Boyaca, Colombia.

Asimismo, es necesario aportar el i) certificado de
analisis, ii) el origen botanico de la fraccion P2Et, iii) las
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propiedades organolépticas (apariencia, color, olor, sabor), iv)
la identificaciéon por HPLC o CCD, v) el andlisis fisicoqui-
mico (porcentaje de humedad, cenizas totales, cenizas insolu-
bles, solventes residuales) y vi) los andlisis microbiologicos.

Normalizacién del ingrediente farmacéutico
activo P2Et

Las agencias regulatorias requieren, ademas, que la metodo-
logia de identificacion del ingrediente farmacéutico activo
este normalizada, para lo cual se utilizd6 el documento
de la International Conference on Harmonisation (ICH)
Validation of Analytical Procedures: Text and methodology
Q2. Esta normalizacion garantiza la consistencia entre los
lotes, tal como se explicd anteriormente. Para esta validacion
se utilizaron siete lotes de P2Et. La técnica analitica de
identificacion empleada fue la cromatografia liquida de alto
rendimiento, la cual estd considerada como de categoria
I por el Invima fue validada siguiendo los requerimientos
establecidos.

Estabilidad y fecha de expiracion

La fecha de expiracion del extracto se determind con base
en los resultados del estudio de estabilidad siguiendo los
lineamientos del documento técnico del Ministerio de Salud
y Proteccion Social, el cual establece que Colombia se
encuentra en la zona IVDb, es decir, una zona con acusados
cambios climaticos, lo cual define los parametros a evaluar.
Actualmente se estan llevando a cabo los estudios de esta-
bilidad acelerada y natural segin el documento técnico del
Ministerio de Salud y Proteccion Social, requisito indis-
pensable para registrar y ejecutar el estudio clinico.

Ensayos preclinicos

Los ensayos preclinicos se requieren para avanzar a la
fase clinica. Deben llevarse a cabo observando las buenas
practicas de laboratorio para preparar la documentacion de
acuerdo a las exigencias de las agencias internacionales.
Para el P2Et, estas pruebas se estan realizando en Medlab
(Brasil), laboratorio que cuenta con instalaciones y procesos
certificados y cuenta con autorizacién para ensayos en
animales, los cuales se ejecutan bajo los lineamientos
establecidos por la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos (OCDE) y el ICH basados en la guia
de la FDA Guidance for Industry S9 Nonclinical Evaluation
for Anticancer Pharmaceuticals. Las pruebas para garantizar
la seguridad del producto antes de administrarlo en humanos
son el test de AMES, y los analisis de microntucleos, de
toxicidad oral aguda, de toxicidad oral ‘subcronica’ (28 dias)
y de toxicidad oral cronica (3 y 6 meses). En los analisis
de toxicidad oral aguda y subcrénica, se ha demostrado
que el extracto es seguro en dosis de 1.000 mg/Kg de
peso administrandolo diariamente durante 28 dias, lo que
permitira avanzar en el protocolo clinico de fase I, para asi
evaluar la seguridad del medicamento en pacientes con can-
cer en el 2018.
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