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@ Resumen:

Utilizaciéon de las yessotoxinas como activadoras de las
fosfodiesterasas en células neoplasicas humanas. El me-
canismo de accion de la yessotoxina (YTX) y analogos
esté relacionado con la activacién de las fosfodiesterasas
celulares y, como consecuencia, con la disminucion de los
niveles citosolicos de AMPc. El resultado de esta activa-
cién, tras la administracion de YTX, es una inhibicion del
crecimiento de células de hepatocarcinoma humano. Este
efecto citotdxico de la YTX sobre células neoplasicas se
puede utilizar como estrategia para desarrollar farmacos
Gtiles en el tratamiento de procesos tumorales.
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DESCRIPCION

Utilizacién de las yessotoxinas como activadoras de las fosfodiesterasas en células neopldsicas humanas.

La presente invencidn describe el uso terapéutico de la yessotoxina como agente citotéxico para células tumorales
debido a su capacidad para activar las fosfodiesterasas celulares.

La yessotoxina, en adelante YTX, y sus andlogos naturales son éteres policiclicos producidas por dinoflagelados de
las especies Protoceratium reticulatum y Lingolodinium polyendrum y originariamente aislados 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, estd formada por once anillos con grupos éter y una cadena lateral insaturada que lleva
unidos diferentes radicales. En esta figura se muestran algunos de los andlogos de la YTX, aunque existen mas de 50
derivados naturales.

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

Las YTX y sus andlogos presentan un mecanismo de accion diferente al de cualquier otra toxina. Originariamen-
te se clasificaron dentro del grupo de las toxinas diarreicas, ya que a menudo se detectan juntas; sin embargo, se
diferencian en que no producen diarrea, y no afectan a las fosfatasas celulares que son la diana celular de las toxi-
nas diarreicas. Su mecanismo de accién se relaciona con otros enzimas; en este sentido se ha descrito que la YTX
disminuye los niveles citosélicos del fosfato de adenosina ciclico (AMPc) porque incrementa la actividad de las fos-
fodiesterasas celulares por un mecanismo dependiente de calcio (Alfonso, A., de la Rosa, L.A. et al., 2003, Biochem
Pharmacol, 65, 193-208). Ademas, la YTX incrementa los niveles citosdlicos de calcio al estimular su entrada a través
de un canal situado en la membrana 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 publicados, para detectar la presencia de estas toxinas
en moluscos contaminados (Alfonso, A., Vieytes, M.R. er al., 2004, Analytical Biochem., 326, 93-99; Pazos, M.J.,
Alfonso, A. et al., 2004, Analytical Biochem., 335, 112-118). Existen once familias de fosfodiesterasas que desde
el punto de vista farmacolégico son muy importantes puesto que su modulacion estd implicada en el tratamiento de
enfermedades como el asma, la artritis reumatoide y el cdncer (Houslay, M.D. and Adams, D.R., 2003, Biochem J.,
370, 1-18).

La YTX induce apoptosis, muerte celular programada, en células de neuroblastoma humano y en células de carci-
noma de cuello uterino humano (linea HeLa) por activacion de la caspasa-3 tras prologandas incubaciones, (Leira, F.,
Alvarez, C. et al., 2001, Toxicology in vitro, 15, 277-283; Malaguti, C., Ciminello, P. et al., 2002, Toxicol in Vitro, 16,
357-363). Se trata de un efecto muy poco potente cuando se compara con el de otras toxinas, como el 4dcido okadaico,
que activan caspasas y producen marcada apoptosis, y ademds dan lugar a proliferacién y diferenciacién celular y son
potentes promotores tumorales (Suganuma, M., Fujiki, H. ef al., 1988, Proc Natl Acad Sci USA, 45, 1768-71 Suganu-
ma, M., Tatematsu, M.; et al., 1992, Carcinogenesis, 13, 1841-5; Fujiki, H., Sugamuna, M., 1999, J Cancer Res Clin
Oncol, 125, 150-5; Rosini, G.P., 2000, Seafood and freshwater toxins: pharmacology, physiology and detection., Bo-
tana, L.M., Marcel Dekker, New York, 257-88). Esta diferente actividad se debe al particular mecanismo de accién de
cada toxina y se traduce en distintos efectos finales (Malaguti, C., Ciminello, P. et al., 2002, Toxicol in Vitro, 16, 357-
363). En la presente invencién se describe un efecto citotéxico de la YTX sobre células de carcinoma hepatocelular
humano (HEP-G2), habiéndose obtenido este mismo resultado en células neoplasicas de ovario de la linea HeL.a229.
Estos efectos se deben a la activacién que la toxina produce en last fosfodiesterasas celulares que en el caso de las
células tumorales parecen estar alteradas. La activacion de las fosfodiesterasas y de las rutas moleculares en las que
estdn implicadas es un evento temprano en la cascada que amplifica y transfiere la sefial en el interior celular y que
finaliza en una respuesta. La modulacién de la viabilidad de las células neopldsicas al activar las fosfodiesterasas en
presencia de YTX implica que la toxina es susceptible de ser utilizable como firmaco antitumoral mientras que las
otras toxinas con actividad en células tumorales pero con distinto mecanismo de accién, como el dcido okadaico, se
postulan como promotores tumorales.

La ruta del AMPc, tanto por los niveles de este segundo mensajero, como por la activacién que produce sobre la
proteina cinasa A, estd implicada en la proliferacion celular. La inhibicién de la proteina 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 firmacos antitumorales, como el cisplatino, se relaciona con la inactivacién de esta proteina
(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 foirmacos (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 regulacion del crecimiento celular. Por este motivo, la descripcién de moléculas, naturales
o sintéticas que afecten a las fosfodiesterasas, y de métodos para estudiar la actividad de estos enzimas, que puedan
ser aplicados en protocolos HTS (del inglés, high-throughput screening) (deteccién de alto rendimiento de actividades
farmacoldgicas), son herramientas muy utiles para descubrir nuevos tratamientos. En este sentido, la descripcion del
efecto inhibidor de las YTXs sobre el crecimiento de células tumorales, es un indicio de la importancia farmacolégica
de estas moléculas para su posible aplicacion terapéutica. Ademas, 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 farmacolégicos.
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Una explicacién mds extensa sobre las familias de toxinas, las caracteristicas particulares de las YTXs y su meca-
nismo de accioén se detalla en la descripcion tanto de la solicitud principal (PO200301773), como de la otra divisionaria
(PO200402943) relacionadas con la presente invencion.

La invencion propuesta describe una utilidad de las YTXs como agente inhibidor del crecimiento celular en funcion
de su capacidad para activar las fosfodiesterasas celulares.

Utilidad

Uso de la YTX y de compuestos derivados que activan las fosfodiesterasas como inhibidores de la proliferacion de
células neoplésicas.

La inhibicién del crecimiento de células neopldsicas es un indicador de actividad antitumoral ampliamente utilizado
para describir propiedades antineopldsicas de farmacos nuevos. En la presente utilidad se cuantifica la capacidad de
la YTX como farmaco citotoxico para células tumorales de carcinoma hepético. La inhibicién del crecimiento celular
se puede determinar segtin distintos protocolos descritos en la bibliografia. A continuacion se expone uno en el que la
respuesta se cuantifica en la linea celular HEP-G2 por medio de una tincién con cristal violeta y posterior acetilacion.
Modo de realizacién de la invencién

a.- Se siembran células HEP-G2 en una placa de microtitulacién con una densidad de 10000 células por pocillo.
Se incuban durante 24 horas con medio de crecimiento a 37°C y 5% de CO,.

b.- Se adicionan distintas concentraciones de YTX y se incuba durante 48 horas a 37°C y 5% de CO,.

c.- Se adicionan 10 uL de glutaraldehido al 11% para fijar las células y se incuba 15 minutos. Se lava 3-4 veces
con agua destilada.

d.- Se adiciona una solucién al 0.1% de cristal violeta y se agita la placa durante 15 minutos.
e.- Se retira el colorante lavando con agua destilada y posteriormente se seca.

f.- Se afade 4cido acético al 10% y se mantiene en agitacién durante 15 minutos.

g.- Se lee la absorbancia en un espectrofotometro a 595 nandmetros.

h.- Con este protocolo se observo que 10 uM de YTX inducen una inhibicién del 82+/-1% en el crecimiento celular.
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REIVINDICACIONES

1.Yessotoxinas (YTXs) y derivados para su uso como activadores de las fosfodiesterasas (PDEs) en células neo-
plasicas con la actividad de estos enzimas modificada.

2. Utilizacién de la accién activadora de la YTX y sus derivados sobre las PDEs, segtin la reivindicacién 1, como
moduladores de la viabilidad y el crecimiento de células neoplésicas.

3. Utilizacion de las YTXs y sus derivados, segin la reivindicacién 1, en la fabricacién de compuestos que se
utilicen para el tratamiento de neoplasias en las que intervenga la modulacion de las PDEs.
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