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57© Resumen:
Utilización terapéutica de las yessotoxinas como inhibi-
dores del crecimiento de células tumorales humanas. El
mecanismo de acción de la yessotoxina (YTX) y análogos
está relacionado con la activación de las fosfodiesterasas
celulares y, como consecuencia, con la disminución de los
niveles citsólicos de AMPc. El resultado de esta activa-
ción, tras la administración de YTX, es una inhibición del
crecimiento de células de hepatocarcinoma humano. Este
efecto citotóxico de la YTX sobre células neoplásicas se
puede utilizar como estrategia para desarrollar fármacos
útiles en el tratamiento de procesos tumorales.
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ES 2 259 894 A1 2

DESCRIPCIÓN

Utilización terapéutica de las yessotoxinas como
inhibidores del crecimiento de células tumorales hu-
manas.

La presente invención describe el uso terapéutico
de la yessotoxina como agente citotóxico para célu-
las tumorales debido a su capacidad para activar las
fosfodiesterasas celulares.

La yessotoxina, en adelante YTX, y sus análogos
naturales son éteres policíclicos producidas por dino-
flagelados de las especies Protoceratium reticulatum
y Lingolodinium polyendrum y originariamente aisla-
dos del aparato digestivo de Patinopecten yessoensis
(Murata, M., Kumagai, M. et al., 1987, Tetrahedron
Letters, 28, 5869-5872). Su molécula, representada en
la Figura 1, está formada por once anillos con grupos
éter y una cadena lateral insaturada que lleva unidos
diferentes radicales. En esta figura se muestran algu-
nos de los análogos de la YTX, aunque existen más
de 50 derivados naturales.

La YTX es un compuesto de naturaleza lipofílica
que no resulta tóxico cuando es ingerido por vía oral
(Aune, T., Sorby, R. et al., 2002, Toxicon, 40, 77-82);
sin embargo, produce la muerte tras una inyección in-
traperitoneal (Tubaro, A., Sosa, S. et al., 2003, Toxi-
con, 41, 783-92), aunque para ello sea necesaria una
dosis muy elevada.

Las YTX y sus análogos presentan un mecanismo
de acción diferente al de cualquier otra toxina. Ori-
ginariamente se clasificaron dentro del grupo de las
toxinas diarreicas, ya que a menudo se detectan jun-
tas; sin embargo, se diferencian en que no producen
diarrea, ni afectan a las fosfatasas celulares que son la
diana celular de las toxinas diarreicas. Su mecanismo
de acción se relaciona con otros enzimas; en este sen-
tido se ha descrito que la YTX disminuye los niveles
citosólicos del fosfato de adenosina cíclico (AMPc)
porque incrementa la actividad de las fosfodiestera-
sas celulares por un mecanismo dependiente de cal-
cio (Alfonso, A., de la Rosa, L.A. et al., 2003, Bio-
chem Pharmacol, 65, 193-208). Además, la YTX in-
crementa los niveles citosólicos de calcio al estimular
su entrada a través de un canal situado en la membra-
na celular (De la Rosa, L.A., Alfonso, A. et al., 2001,
Biochem. Pharmacol., 61, 827-833; De la Rosa, L.A.,
Alfonso, A. et al., 2001, Cell Signal, 13, 711-716).
El efecto sobre las fosfodiesterasas ha sido utilizado
para desarrollar métodos sensibles, recientemente pu-
blicados, para detectar la presencia de estas toxinas en
moluscos contaminados (Alfonso, A., Vieytes, M.R.
et al., 2004, Analytical Biochem., 326, 93-99; Pazos,
M.J., Alfonso, A. et al., 2004, Analytical Biochem.,
335, 112-118). Existen once familias de fosfodieste-
rasas que desde el punto de vista farmacológico son
muy importantes puesto que su modulación está im-
plicada en el tratamiento de enfermedades como el as-
ma, la artritis reumatoide y el cáncer (Houslay, M.D.
and Adams, D.R., 2003, Biochem J., 370, 1-18).

La YTX induce apoptosis, muerte celular progra-
mada, en células de neuroblastoma humano y en cé-
lulas de carcinoma de cuello uterino humano (línea
HeLa) por activación de la caspasa (Leira, F., Alva-
rez, C. et al., 2001, Toxicology in vitro, 15, 277-283;
Malaguti, C., Ciminello, P. et al., 2002, Toxicol in Vi-
tro, 16, 357-363). Además, esta toxina tiene un efecto
citotóxico sobre células de carcinoma hepatocelular
humano (HEP-G2) y células HeLa229, por lo tanto

a priori es susceptible de ser utilizada como fármaco
antitumoral.

La ruta del AMPc, tanto por los niveles de este se-
gundo mensajero, como por la activación que produce
sobre la proteína cinasa A, está implicada en la proli-
feración celular. La inhibición de la proteína cinasa A
da lugar a actividad antitumoral (Wang, H., Cai, Q. et
al., 1999, Proc Natl Acad Sci U S A, 96, 13989-94),
aunque también se ha descrito que la resistencia a fár-
macos antitumorales, como el cisplatino, se relacio-
na con la inactivación de esta proteína (Cvijic, M.E.,
Yang, W.L. et al., 1998, Pharmacol Ther, 78, 115-28).
Por otro lado, los niveles de AMPc se relacionan a
su vez con citotoxicidad y con resistencia a fármacos
(Mann, S.C., Andrews, P.A. et al., 1991, Int J Cancer,
48, 866-72; von Knethen, A., Lotero, A. et al., 1998,
Oncogene, 17, 387-94). Es decir, la ruta del AMPc
juega un papel importante y complejo en la regula-
ción del crecimiento celular. Por este motivo, la des-
cripción de moléculas, naturales o sintéticas que afec-
ten a las fosfodiesterasas, y de métodos para estudiar
la actividad de estos enzimas, que puedan ser aplica-
dos en protocolos HTS (del inglés, high-throughput
screening) (detección de alto rendimiento de activi-
dades farmacológicas), son herramientas muy útiles
para descubrir nuevos tratamientos. En este sentido,
la descripción del efecto inhibidor de las YTXs sobre
el crecimiento de células tumorales, es un indicio de
la importancia farmacológica de estas moléculas pa-
ra su posible aplicación terapéutica. Además, debido
a su baja toxicidad, algunos autores apuntan a que la
YTX no debe de ser considerada una toxina sino un
producto natural con diferentes usos farmacológicos.
Las pruebas HTS se utilizan de modo rutinario en la
industria farmacéutica para evaluar de forma rápida el
valor terapéutico de productos naturales y de librerías
de compuestos sintéticos. Se trata de ensayos sobre
células o tejidos en los que se determina desde la afi-
nidad, selectividad y especificidad por la diana prima-
ria, al mecanismo de acción o las propiedades farma-
céuticas de los compuestos. De esta forma, aquellos
que fallen en algún parámetro, son descartados para
estudios posteriores.

Una explicación más extensa sobre las familias de
toxinas, las características particulares de las YTXs
y su mecanismo de acción se detalla en la descrip-
ción de las solicitud principal y divisionaria relacio-
nada con la presente invención.

La invención propuesta describe una utilidad de
las YTXs como agente inhibidor del crecimiento ce-
lular en función de su capacidad para activar las fos-
fodiesterasas celulares.
Utilidad
Uso de la YTX y de compuestos que activan las fos-
fodiesterasas como inhibidores de la proliferación de
células neoplásicas

La inhibición del crecimiento de células neoplási-
cas es un indicador de actividad antitumoral amplia-
mente utilizado para describir propiedades antineo-
plásicas de fármacos nuevos. Se ha observado que la
YTX resulta citotóxica para células de carcinoma he-
patocelular humano y además se había descrito que
esta toxina induce apoptosis en células de neuroblas-
toma (Leira, F., Alvarez, C. et al., 2001, Toxicology
in vitro, 15, 277-283), todo lo cual apunta a que la
YTX es susceptible de ser utilizada como fármaco
antitumoral. En la presente utilidad se cuantifica la
capacidad de la YTX como fármaco citotóxico para
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ES 2 259 894 A1 4

células tumorales de carcinoma hepático. La inhibi-
ción del crecimiento celular se puede determinar se-
gún distintos protocolos descritos en la bibliografía.
A continuación se expone uno en el que la respuesta
se cuantifica en la línea celular HEP-G2 por medio de
una tinción con cristal violeta y posterior acetilación.
Modo de realización de la invención

a.- Se siembran células HEP-G2 en una placa de
microtitulación con una densidad de 10000 células
por pocillo. Se incuban durante 24 horas con medio
de crecimiento a 37ºC y 5% de CO2.

b.- Se adicionan distintas concentraciones de YTX
y se incuba durante 48 horas a 37ºC y 5% de CO2.

c.- Se adicionan 10 µL de glutaraldehído al 11%

para fijar las células y se incuba 15 minutos. Se lava
3-4 veces con agua destilada.

d.- Se adiciona una solución al 0.1% de cristal vio-
leta y se agita la placa durante 15 minutos.

e.- Se retira el colorante lavando con agua destila-
da y posteriormente se seca.

f.- Se añade ácido acético al 10% y se mantiene en
agitación durante 15 minutos.

g.- Se lee la absorbancia en un espectrofotómetro
a 595 nanómetros.

h.- Con este protocolo se observó que 10 µM de
YTX inducen una inhibición del 82+/-1% en el creci-
miento celular.
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REIVINDICACIONES

1. Yessotoxinas (YTXs) para uso como inhibido-
res del crecimiento de células tumorales humanas ba-
sada en la activación que las toxinas producen en las
fosfodiesterasas celulares.

2. Utilización de la acción activadora de la yes-
sotoxina (YTX) y análogos químicos (YTXs) sobre
la actividad de las fosfodiesterasas como activadores
de la muerte celular, o como estrategia empleando las
PDEs como diana terapéutica.

3. YTXs para uso, según la reivindicación 1, sobre

las células neoplásicas como compuesto antitumoral.
4. Utilización de las YTXs y sus derivados, según

la reivindicación 1, en la fabricación de compuestos
que se utilicen para el tratamiento de los procesos tu-
morales.

5. Utilización de las YTXs y sus derivados, según
la reivindicación 1, en la fabricación de compuestos
que se utilicen para el tratamiento de neoplasias en las
que intervenga la modulación de las fosfodiesterasas.

6. Utilización, según la reivindicación 1, de la ac-
tivación de PDEs en protocolos de HTS: detección de
alto rendimiento de actividades farmacológicas.
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