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Disefio de una terapia combinada para evitar la resistencia del

melanoma al metotrexato

Maria del Mar Collado Gonzalez

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular A

El metotrexato (MTX) es el antifolato méas utilizado en el tratamiento del cancer. Sin
embargo, se han descrito varios mecanismos de resistencia desarrollados por las células
tumorales. Uno de estos, se basa en la pérdida de los receptores especificos para folatos
y sus anélogos estructurales. En este trabajo disefiamos una estrategia alternativa para el
tratamiento del melanoma que se basa en combinar el efecto antifolato del MTX con un
derivado de la epicatequina galato (ECG), sintetizado previamente en nuestro
laboratorio, la 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(-)-epicatequina (TMECG). Este compuesto
atraviesa las membranas celulares por difusién pasiva y actla inhibiendo a la DHFR de
forma irreversible. Estos resultados preliminares demuestran que la administracion
simultanea de estos dos antifolatos podria ser una buena estrategia en el tratamiento del

melanoma.

El melanoma es una enfermedad en la cual
los  melanocitos, un tipo  celular
especializado en la sintesis de melaninas,
sufren diversas alteraciones en el control de
su ciclo celular conducentes a un estado
proliferativo ilimitado." En Europa la tasa
de mortalidad debida a melanoma es la mas
alta tras Australia/Nueva Zelanda y Norte
América? De hecho, la Sociedad
Americana del Cancer estima que en los
Estados Unidos mas de 9000 personas
perderan la vida, durante el afio 2012,
debido a esta enfermedad.?

Para el tratamiento del cancer se han
desarrollado terapias que actlan espe-
cificamente sobre enzimas clave para la
viabilidad celular; es por ello que la
dihidrofolato reductasa (DHFR) presenta un
gran interés como enzima diana.® Esta
enzima cataliza las reacciones que permiten
reducir el &cido folico hasta tetrahidrofolato
(THF), su forma activa, a partir del cual se
van a obtener, mediante la accion de otras
enzimas, diversos cofactores del THF que
permiten llevar a cabo las diversas
reacciones metabolicas. Entre ellas el
transporte y donacion de grupos funcionales
de un solo carbono (metilo, metileno y
formilo) esenciales para la sintesis de
determinados aminoacidos, timidilato y
purinas, y para reacciones de metilacion de
diversas moléculas  bioquimicas. En

resumen, la DHFR es esencial, entre otras
cosas, para la correcta sintesis, metilacién y
reparacion de los &cidos nucleicos. Ademas,
las células tumorales tienen una mayor tasa
replicativa y por lo tanto los niveles de esta
enzima, asi como los requerimientos de
cofactores de THF son mayores.

Los  antifolatos  son analogos
estructurales del &cido fdlico que actuan
inhibiendo a la DHFR. El antifolato mas
utilizado para el tratamiento del cancer es el
metotrexato (MTX) que compite con el
acido  félico por el transporte,
poliglutaminacién y union a la DHFR.* La
inhibiciébn de esta enzima produce la
deplecion en los niveles de THF por lo que
se inhibe la sintesis de novo de purinas y
timidilato, asi como la sintesis de diversos
aminoacidos.® Ademas, el MTX actla
inhibiendo otras enzimas como la timidilato
sintasa (TS), implicada en la sintesis de
novo de timidilato, la ribonucleétido
glicina-amida transformilasa (GARTF) y la
carboxamida aminoimidazol trans-
formilasa (AICARTF) implicadas en la
sintesis de novo de purinas. Por ello, se
considera que la inhibicion de la sintesis de
ADN llevada a cabo por el MTX es
multifactorial, ya que ademas de producir
una disminucién en los niveles de folatos
reducidos necesarios inhibe enzimas
dependientes de folato.®



Desgraciadamente, las células
tumorales han desarrollado  diversos
mecanismos de resistencia al MTX. Estos
incluyen (1) la reducida captacion del
mismo, (2) la reducida actividad de la
folilpoli-y-glutamato sintasa (FPGS) que

une  residuos de  glutamico, la
poliglutaminacién del MTX asegura la
permanencia del mismo en el interior

celular y mejora su afinidad por la DHFR y
otras enzimas dependientes de folato
(disminuyendo la K,), (3) el aumento en la
actividad de la y-glutamil hidrolasa (GGH)
que hidroliza el MTX glutaminado y, por
tanto, promueve la forma de MTX libre que
es mas facilmente exportado al exterior y
(4) un aumento en la expresion o
mutaciones en la enzima DHFR.*%®

El MTX por su caracter hidrofilico no
puede atravesar la membrana celular, por lo
gue para entrar en la célula, debe usar un
sistema de transporte especifico como el
transportador de folatos reducidos (RFC)
ubicuamente expresado, que lleva a cabo el
intercambio bidireccional de aniones, el
transportador de folatos acoplado a una
bomba de protones (PCFT) o los receptores
de folatos (FR).*

El FR-a es especifico de células
epiteliales, observandose la sobre-expresion
del mismo en células tumorales de origen
epitelial.*® Ademas, este receptor media la
endocitosis en fase fluida del folato y
diversos antifolatos como el MTX.? Se ha
postulado que tras la endocitosis se produce
la fusién del endosoma con el melanosoma,
de modo que cuando se produce la

separacién del MTX del FR-a, el antifolato
no es liberado al citosol por las
interacciones que se establecen entre este y
las melaninas. Los folatos no presentan tal
afinidad y por tanto salen del melanosoma
hacia el citosol mediante difusion pasiva.
Todo esto indica que el reducido nivel de
THF intracelular es debido a la
competencia entre el folato y el MTX por el
receptor, mas que a un secuestro de los
folatos en los melanosomas.® Trabajos
previos en nuestro laboratorio han
identificado un mecanismo por el cual el
MTX favorece la biogénesis y exportacion
de los melanosomas, consiguiendo por
tanto la eliminacion tanto del antimetabolito
como de los receptores especificos.®*
(Figura 1). La exportacion de los receptores
especificos FR-o contribuye a que
disminuya el nivel de folatos en el interior
celular. Este mecanismo de exportacion de
drogas en melanoma no es especifico del
MTX sino que ha sido postulado como
método de resistencia del melanoma a otros
agentes quimio-terapeuticos.*

Las razones expuestas anteriormente
hacen que el MTX sea especialmente
ineficaz en el tratamiento del melanoma.*
13 Sin embargo, si tenemos en cuenta que el
MTX produce la pérdida de FR-o y la
deplecion en los niveles de folatos
intracelulares, una droga que atravesara la
membrana por difusion y que inhibiera a la
DHFR podria constituir un tratamiento
eficaz contra el melanoma.
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Figura 1. Papel que desempefia el FRa en el transporte de folatos (A) y su posible implicacion en la
resistencia del melanoma al MTX (B).




Hasta la fecha han sido ampliamente
documentados los multiples efectos que
sobre la viabilidad celular presentan las
catequinas del t6.*' La analogia
estructural existente entre estas y el MTX
llevé a que se postulara que estas podrian
actuar como antifolatos naturales.’®* A dia
de hoy, las catequinas méas estudiadas como
posibles agentes anticancerigenos han sido
la epigalocatequina galato (EGCG) y la
epicatequina galato (ECG).  Ambas
catequinas inhibian eficazmente a la DHFR
humana.'® Ademés, son las mas abundantes
en los extractos del t¢ y son compuestos
naturales que presentan baja toxicidad y
bajo coste de obtencién.*®

Sin embargo, su posible uso terapéutico
presenta una serie de inconvenientes, entre
ellos, su baja biodisponibilidad, ya que las
epicatequinas son inestables a pH neutro.”
De hecho, a pH neutro la EGCG se oxida
dando lugar a la formacién de dimeros y a
H,0,.%%* Con el fin de evitar este
inconveniente, nuestro grupo de
investigacion desarrollo un método para la
sintesis de un derivado trimetoxilado de la
ECG, el 3-0O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(-)-
epicatequina (TMECG)%, que presenta alta
estabilidad en un alto rango de pH.
TMECG es capaz de atravesar la membrana
celular mediante difusion pasiva y, tras ser
activado por la tirosinasa, produce un
residuo quinona-metide que es un potente
inhibidor irreversible de la DHFR. Su

actividad produce una disminucién en los
niveles de expresién de la enzima, asi como
de los RFC en células de melanoma.***3

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue comprobar la
efectividad de un tratamiento simultaneo de
MTX y TMECG sobre células de
melanoma. Un objetivo principal de esta
Tesis de Méster fue adquirir destreza en las
técnicas necesarias para realizar este trabajo
experimental. Para ello recibi formacién en
el manejo y tratamiento de células de
melanoma en cultivo. Ademés, se
realizaron ensayos de apoptosis mediante la
deteccién de muerte celular aplicando la
técnica de ELISA y mediante inmuno-
influorescencia  (microscopia  confocal)
usando para ello un anticuerpo especifico
para fosfo-histona H2AX que es un
marcador especifico de dafio de doble
cadena en el ADN. Durante este periodo
formativo también realicé electroforesis de
proteinas y Western blots.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ha sido ampliamente documentada la
resistencia que presenta el melanoma al
MTX. De hecho, mientras que sobre otros
tipos de tumores como el de mama o el de
colon el MTX tiene un efecto citotoxico, en
melanoma actlia como un citoestatico,® de
modo que cuando desaparece el MTX del
cuerpo, las células tumorales recuperan su

[MTX] (1M)
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Figura 2. Efecto de la combinacion TMECG/MTX. Iméagenes de células de melanoma
SK-MEL-28 tratadas con diferentes concentraciones de MTX, con y sin 10 uM de

TMECG durante tres dias.



poder proliferativo y presentan un mayor
potencial metastatico.® %

Teniendo en cuenta que uno de los
mecanismos de resistencia desarrollados
por las células de melanoma consiste en
eliminar los receptores FRo® y que en
trabajos previos de nuestro laboratorio se
sintetiz6 un derivado de una catequina del
té, el TMECG, que muestra propiedades
citotoxicas y que penetra en la célula
siguiendo un mecanismo de difusion
pasiva,”’ nos planteamos que estos dos
compuestos podrian mostrar un efecto
sinérgico en el tratamiento del melanoma.

Por ello comprobamos el efecto que
sobre la viabilidad presenta la aplicacion
simultanea de los dos farmacos. Para ello
disefiamos un ensayo en el que aplicamos a
celulas de melanoma concentraciones
crecientes de MTX en presencia y ausencia
de una concentracion fija de TMECG
(10pM) e incubamos las células en
condiciones @ptimas de crecimiento.
Realizamos un registro de los cambios
morfoldgicos de los cultivos celulares a fin
de encontrar indicios que indicaran la
efectividad del tratamiento. Pasados tres
dias pudimos observar un marcado efecto
sobre la viabilidad celular incluso en la
combinacion con la concentracién mas baja
de MTX respecto al cultivo control (Figura
2). Poniendo de manifiesto la existencia de
un potente efecto sinérgico sobre la
proliferacion celular.

Para comprobar si dicho efecto
sinérgico era debido a una inhibicién de la
proliferacion o a un aumento en los niveles
de apoptosis celular, realizamos medidas de
apoptosis en cultivos de células SK-MEL-
28 sometidos durante varios dias al
tratamiento anteriormente expuesto. El
resultado de dicho experimento registré un
aumento en los niveles de apoptosis en
todas las condiciones en las que se
aplicaron los dos farmacos de forma
conjunta respecto al control no tratado.
Estos datos sugieren un potente efecto
proapoptético del tratamiento disefiado. A
los tres dias de tratamiento el efecto fue
mas notorio a una concentracion de MTX
igual o superior a 1uM (Figura 3A). El
efecto proapoptético de la combinacion
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Figura 3. Apoptosis producida por la

combinacion TMECG/MTX. (A) Induccion de
la apoptosis en células SK-MEL-28 a los 3 dias
del tratamiento con diferentes concentraciones
de MTX, con y sin 10uM TMECG. (B)
Evolucién de la induccion de apoptosis con el
tiempo en células SK-MEL-28 tratadas con
MTX (1 uM)/TMECG (10 uM). Las diferencias
en apoptosis, entre las células tratadas con la
doble combinacién MTX/TMECG vy las células
tratadas exclusivamente con MTX, fueron
estadisticamente significativas en cada una de
las concentraciones de MTX (*P < 0.05)

MTX (1uM) con TMECG (10uM) se puede
observar desde el segundo dia de
aplicacion. Aunque, pasados tres dias es tan
marcado que afecta al 75% de las células
del cultivo (Figura 3B).

Es ampliamente conocido que la accion
de los antifolatos produce la inhibicién de
la DHFR y la TS, de modo que se observa
un aumento en los niveles de dUMP y una
reduccion en los niveles de GTP, ATP y
TTP. Ademas, los antifolatos alteran la
capacidad de la célula para reparar los sitios
dafiados en el ADN. Como resultado de
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Figura 4. Fosforilacidn de la histona H2AX por efecto de la combinacion MTX/TMECG en células de
melanoma. Las células SK-mel-28 fueron tratadas con MTX/TMECG durante los tiempos indicados y
posteriormente fueron analizadas por inmunofluorescencia usando anticuerpo contra y-H2AX (rojo) y
DAPI (azul) (imagenes de la izquierda) o por western blot (imagen de la derecha) Se usé la B-actina como

control de carga de la proteina.

esta incapacidad se producen roturas de
cadena simple y doble en el ADN.? Debido
a que el TMECG produce la inhibicion
irreversible de la DHFR™ ™3 nos planteamos
la hipotesis de que un tratamiento con
ambos compuestos deberia producir un
aumento en dichos procesos de rotura del
ADN.

Para comprobar esta  hipotesis
analizamos mediante Western blot extractos
de células de melanoma humano SK-MEL-
28 sometidas al tratamiento doble durante
diferentes periodos de tiempo. Para la
realizacion de esta técnica utilizamos un
anticuerpo contra la proteina histona H2AX
fosforilada (y-H2AX). La fosforilacion de
la histona H2AX en la Ser139 se produce
de forma inmediata tras la produccion de
dafio de doble hebra en el ADN de células
humanas. Ademés, la y-H2AX se sitla
alrededor de la rotura de doble cadena del
ADN actuando como plataforma para la
acumulacién de muchos  factores
implicados en la respuesta al dafio en el
ADN.*

Los analisis del Western blot (Figura 4,
derecha) revelaron que la y-H2AX sufria
una fuerte activacion al tratar las células de
melanoma simultdneamente con los dos
compuestos. La falta de activacion,
observada en tratamientos individuales,
indicaba el efecto sinérgico de los dos
compuestos. Este aumento en la
fosforilacion de y-H2AX fue visible incluso

a las 24 horas de tratamiento.
Adicionalmente, mediante estudios de
inmunofluorescencia indirecta (microscopia
confocal) usando el anticuerpo secundario
marcados con un fluor6foro rojo y el agente
intercalante  DAPI comprobamos que la
activacion de y-H2AX se distribuia en foci
nucleares (Figura 4, izquierda).

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que una terapia
combinada de MTX y TMECG es efectiva
en el tratamiento del melanoma, en
concreto produce un aumento del dafio en el
ADN vy una efectiva induccion de la
apoptosis celular en la linea de melanoma
humano SK-MEL-28.

Este tipo de cancer es uno de los méas
agresivos, siendo actualmente un céncer
desprovisto de tratamiento. De hecho, el
Unico tratamiento efectivo frente al
melanoma es la extirpacién quirargica del
tumor. Por lo que el desarrollo de nuevas
estrategias efectivas contra el melanoma
ofrece grandes expectativas para el futuro
tratamiento de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Materiales

Los compuestos MTX y bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
(MTT) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.
El TMECG fue sintetizado en nuestro
laboratorio.



Cultivos celulares y ensayos de
proliferacion celular

Se utiliz6 la linea celular de melanoma
humano SK-MEL-28 obtenida de la ATCC
(American Type Culture Collection). La
cepa fue mantenida bajo las condiciones
indicadas por la ATCC. El medio de cultivo
fue EMEM suplementado con 10% de
suero bovino fetal, antibioticos, glutamina,
piruvato y aminodacidos no esenciales. El
mantenimiento y la manipulacion de dichas
cepas se realiz6 en el Servicio de Apoyo a
la Investigacion (SAI) de la Universidad de
Murcia. Se sembraron 900-1100 células de
SK-MEL-28 por pocillo en una placa de 96
pocillos y se mantuvieron en condiciones
Optimas de crecimiento hasta alcanzar la
fase de crecimiento exponencial, momento
en el cual se aplico el tratamiento.

La proliferacién celular se midio6
usando el ensayo de viabilidad del MTT.
Este ensayo es un método colorimétrico
sensible, cuantitativo y fiable para la
determinacion de la proliferacion 'y
viabilidad celular. El ensayo es capaz de
medir el nimero de células presentes en el
cultivo mediante la transformacion de un
compuesto coloreado debido a una reaccién
gue Unicamente tiene lugar en las
mitocondrias de las células viables. EIl MTT
(amarillo) es captado por las células y
reducido por la enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial a su forma
insoluble formazano (azul-morado), que
queda retenido en las células y puede ser
liberado mediante la solubilizacion de las
mismas. De esta forma se puede cuantificar
la cantidad de MTT reducido mediante un
método colorimétrico, ya que se produce un
cambio de color amarillo a azul-morado. La
capacidad de las células para reducir el
MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su
actividad funcional es interpretada como
una medida de la viabilidad celular. La
determinacion de la capacidad de las células
de reducir al MTT a formazano después de
Su exposicién a un compuesto permite
obtener informacion acerca de la toxicidad
del compuesto que se evalta. La lectura de
absorbancia se llevo a cabo en un lector de
placas Multiscan MCC/340 (Titertek,
Huntville, AL).

Ensayos de apoptosis

Una de las principales caracteristicas
bioquimicas de la apoptosis es la
fragmentacion del ADN. Se sabe que esta
fragmentacion deriva de la activacion de
una endonucleasa nuclear dependiente de
Ca™y Mg* Esta enzima rompe de forma
selectiva al ADN por sitios localizados
entre zonas nucleosomales generando
fragmentos de ADN mono- y oligo-
nucleosomales, los cuales al ser separados
en una electroforesis, en geles de agarosa,
producen un patron tipico en escalera
formado por fragmentos que son
aproximadamente  mdltiplos de la
subunidad de 180 pares de bases (pb). En
general, los métodos que detectan y
cuantifican la fragmentacién del ADN, en
poblaciones de células, se basan en la
deteccion de fragmentos de ADN de bajo
peso molecular (LMW) que se incrementan
durante la apoptosis o de fragmentos de
ADN de alto peso molecular (HMW) que se
reducen en las células apoptoticas.

El método Cell Death Detection
ELISAPLUS (Roche Diagnostic) es un kit
gue se basa en que las células en apoptosis
sufren una amplia fragmentacion del ADN,
generdndose una gran cantidad de
fragmentos LMW que pueden separarse de
loo HMW  mediante centrifugacion.
Posteriormente, estos fragmentos LMW
pueden ser cuantificados mediante un
inmunoensayo enzimatico (tipo ELISA),
utilizando anticuerpos monoclonales contra
el complejo ADN-histona. De esta forma,
podemos determinar de forma especifica los
mono- y oligo-nucleosomas en la fraccion
citosdlica de los lisados celulares. Las
muestras, se depositan en pocillos de
microplacas con estreptavidina y se incuban
con una mezcla de anti-histona-biotina y
anti-ADN-peroxidasa. Durante el tiempo de
incubacion, los nucleosomas son capturados
via sus histonas por medio del anticuerpo
anti-histona-biotina y fijados a la placa por
medio de la estreptavidina. De forma
simultanea, la anti-ADN-peroxidasa se une
al ADN de los nucleosomas. Finalmente, se
lavan los anticuerpos no unidos y la
cantidad de peroxidasa retenida, en el
inmunocomplejo, es determinada por medio
de un espectrofotometro gracias al sustrato



de la peroxidasa, el &cido 2-2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) (ABTS)
Para el célculo del enriquecimiento
citoplasmético en estos fragmentos (factor
de enriquecimiento nucleosomal) se dividié
la absorbancia obtenida de las células
tratadas entre aquellas no tratadas y se
corrigié con el namero de células.

Estudio de la morfologia celular

La microscopia Optica de contraste de fases
fue utilizada de forma rutinaria para la
observacion de los cultivos celulares. Se
realizd en un microscopio invertido Nikon
modelo TMS que permite la visualizacion
de las muestras en diferentes recipientes
con espesores Yy caracteristicas Opticas
variables (frascos de cultivo y placas
multipocillos) sin necesidad de realizar una
preparacion previa. De esta forma, se
pueden observar los cultivos celulares vivos
sin que sufran modificaciones ni se afecten
las condiciones de cultivo. Para estudiar la
morfologia celular de los cultivos
sometidos a distintos tratamientos, se
realizaron  fotografias  utilizando un
microscopio invertido  Nikon modelo
ECLIPSE TE200-U equipado con céamara
fotografica Nikon modelo DS Camera Head
DS-5M. También se utilizé la microscopia
de contraste de fases para el conteo de las
células dentro de la cdmara de Neubauer
para el ensayo con azul tripan utilizando un
microscopio convencional Nikon modelo
LABOPHOT-2.

Microscopia confocal

Nuestros estudios de microscopia confocal
fueron realizados en la Seccion de
Microscopia de la Universidad de Murcia
gue dispone de un microscopio laser
confocal Leica TCS 4D  (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania)
equipado con objetivos de alta resolucion
(10%, 20x, 40x, 63%, 100x) y software
adecuado para el control de la exploracion y
la adquisicion de series. Se sembr6 en un
cubreobjetos, previamente esterilizado y
depositado en una placa Petri de 3.5 cm?,
con una densidad celular igual a 2500
células por cm® y se incubaron hasta
crecimiento exponencial. Entonces se
trataron las células y se incubaron durante
72 horas. Se fijaron las céluas con acetona
fria durante 5 minutos. El blogueo se

realizé con BSA 1% en PBS. El anticuerpo
primario contra  fosfohistona H2AX
(Ser139) (Millipore; clon JBW301) diluido
1:500 en BSA 1% en PBS. A continuacion,
se incubd a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor Dye
anti-mouse 633 (Invitrogen) diluido 1:200
en BSA 1% en PBS durante 1 hora. Pasado
ese tiempo, se lavd 3 veces con PBS.
Finalmente se montd en un portaobjetos
usando el medio de montaje Prolong Gold
Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen).

Electroforesis y Westen blot

Se sembraron 1200 células por pocillo y se
dejaron crecer hasta fase de crecimiento
exponencial. Entonces se aplico el
tratamiento. Las muestras fueron recogidas
en tampén de carga desnaturalizante vy
hervidas durante 5 minutos en SDS-PAGE.
Las muestras fueron sometidas a
electroforesis a 180 V y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. Esta fue
bloqueada con BSA (al 3% en TBS-
Tween20) para las muestras chequeadas
con anticuerpo contra fosfo-histona H2AX
(Ser139) (Millipore; clon JBW301) 6 con
leche desnatada en polvo (al 5% en TBS-
Tween20) para la membrana chequeada con
anticuerpo contra B-actina (Sigma-Aldrich;
clon AC-15). Tras el bloqueo se incubé la
membrana con los citados anticuerpos
primarios diluidos en el correspondiente
medio. El anticuerpo secundario fue en
ambos casos anti-mouse 1gG (Fab specific)
combinado con  peroxidasa  (Sigma-
Aldrich). Para el revelado de actividad
H2AX se us6 el sistema Immun-star™
western™ kit (BioRad) y la actividad p-
actina se usé el sistema ECL Plus (GE
Healthcare)

Estadistica

Los resultados recogidos en esta Memoria
se expresan como la media + la desviacion
estandar (SD) de una serie de medidas
comprendidas entre 2 y 10 repeticiones,
dependiendo del experimento concreto. La
diferencia estadistica entre distintos grupos
se evaluo con la técnica paramétrica de la t
de Student, considerandose significativas si
P < 0.05. Los analisis estadisticos se
realizaron con los programas SigmaPlot
10.0 y Microsoft Excel. Los resultados de
western  blot e inmunofluorescencia



indirecta fueron realizados al menos tres
veces y las figuras representan un resultado
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