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Capituto 1

INTRODUCCION

La interaccién de un agente terapéutico determinado con su sitio ‘blanco’,
altera funciones celulares esenciales y en Ultima Instancia lleva a la muerte
celular'. En particular los esfuerzos por entender la respuesta terapéutica a los
farmacos utilizados para el tratamiento del cancer, se han orientado al
conocimiento de ¢cémo los agenies quimioterapéuticos muestran capacidad para
alcanzar sus sitios de accién intracelular y para entender la naturaleza molecular
de la interaccién entre el firmaco y su blanco 2?

Los modelos in vitro de cultivos celulares constituyen sistemas simples para
estudiar la citotoxicidad hacia células de origen tumoral y el fendémeno de la
muerte celular causada por ta quimioterapia. ¢

La citotoxicidad de muchos agentes anticancerosos pueds estar
determinada, en gran parte, por eventos subsecuentes a la interaccion entra el
farmaco y el sitio blanco. Las diferentes formas de dafio celular o la alteracién
metabdlica, pueden producir sefiales en el interior de las céiulas que convergen en
un programa genético comun de muerte celular. Estudios recientes, indican que
muchos de los agentes anticancerosos actian a través del fenémeno de muerte
celular programada o Apoptosis . >7



1.1.- APOPTOSIS

1.1.1. Introduccidon

El término Apoptosis, acufiado por Kerr, ? se aplic al cambio morfolégico
de muerte celular por un proceso diferente a la necrosis. Las células mueren por la
accion de un programa genético, en condiciones fisiologicas, por dafio o cuando
son senescentes, para preservar asl al organismo entero. *

Hipocrates de Cos utilizd originalmente este concepto, para referir la
dislocacién de los huesos '° y posteriormente Galeno, sefalé asi |a caida de las
escaras, '' 1a curacion de las heridas y la lesién inlamatoria. ' En el siglo XIX
Carl Vogt * realizd el primer reporte acerca de la muerte celular ‘naturat’ durante
el desarrollo, su estudio se publicd poco después del establecimiento de la Teoria
Celular por Sleiden y Schwann enfre 1839 y 1842.

La apoptosis es un fendbmeno relevante que incluye la diferenciacién de
eucariotes, el desarrollo de organismos, la maduracion tisular y las funciones del
sistema inmune, "7 ademas del dafio celular inducido por agentes fisicos y
quimicos. %' La participacién de la apoptosis se ha demostrado para la
carcinogénesis, la homeostasis tumoral y el mecanismo de accién de los agentes
quimioterapicos, 22* también se presenta en la patogénesis de enfermedades
autoinmunes e infecciones virales,

El término apoptosis, de las ralces griegas apos y ptosis, que significan
‘caida de' o ‘caer en partes’. % La apoplosis es un proceso complejo, activo y
estrictamente regulado en el que las células se autodestruyen, sin lesidn a células
contiguas 7 La duracién del proceso depende del estimulo que lo induce y del
tipo celular y se estima que varfa de 12 a 24 h. ' Los cambios visibles en la
morfologla celular tienen una duraclén de 2a 3 h,



La apoptosis es regulada por oncogenes y genes que suprimen tumores.
Estos, son altamente conservados durante la evolucidn biolégica. ¥*** Los genes
p53, cMyc, Rb y cFos, *® juegan un papel importante en el ciclo celutar, lo cual
indica que la proliferacidn celular y la apoptosis son procesos acoplados, Los
genes actian para potenciar y reprimir funciones y regular la apoptosis. ¥ La

apoptosis es esencial en los organismos multicelulares, tiene un rango amplio de
implicaciones en la biclogla humana, 34°

1.1.2.- Biologia de |la Apoptosis.

En todos los tejidos normales existe un balance entre la proliferacién celular
y la muerte celular.*! La fisiologfa de la muerte celular por apoptosis, ha sido
investigada en afios recientes.*? Los genes del crecimiento celutar participan en la
apoplosis e incluyen c-myc¢ y p53, los genes bcl-2 y bax. La familia de proteasas

de cisteina 0 caspasas es la parte ejecutora de la bioguimica del proceso de
degradacion celular. 4

La apoptosis se inicia selectivamente por estimulos externos o internos que
activan cambios morfolégicos y bioquimicos bien definidos en las céluias. * Puede
existir la pérdida de una sefial que impide la apoptosis *° (Tabla 1). Las células en
apoptosis, pueden observarse al microscopio con cierta facilidad y adiestramiento;
los hallazgos moleculares caracterlsticos como ta fragmentacién internucieosomal
del DNA y el usc de técnicas de histoquimica como el marcaje con digoxigenina, el

metodo de marcaje terminal in situ y la citometria de flujo, facilitan con mayor
certeza su reconocimiento.

Los cambios celulares (morfoldgicos y moleculares) de apoptosis, han sidg
descritos recientemente, su regulacion y el papel que desempena este mecanismo
bioldgico, en el desarrollo normal de los tejidos y en los procesos patoldgicos. *64°



TABLA 1

ESTIMULOS EXTRACELULARES E INTRACELULARES PARA LA
PRODUCCION DE APOPTOSIS.

ESTIMULOS EXTERNOS:

Linfotoxinas: Factor de Necrosis Tumoral (TNFa)
Factor de Crecimiento Tumoral (TGFp).

Glucocorticoides.
Adenosina.
Valinomicina.

Activacion mediada por receptores:
para linfocitos T y timocitos.

Radiacidén ionizante.

Supresién de citocinas.

ESTIMULOS INTERNOS:
Genes de respuesta primaria a la diferenciacion mieloide (MyD).

Genes que detienen el crecimiento y genes de reparacion del
dano al DNA.

Genes especificos para detencién del crecimiento celular (gas).

Genes supresores de tumores y oncogenes: p53, bcl 2, cmyc, fos,
ras.



1.1.2.1.- Morfologia de la apoptosis

La apoptosis afecta a células individuales aisladas, en lugar de grupos de
células o de un tejido u 6rgano como lo hace la necrosis. Las alteraciones
morfoldgicas en la apoptosis de muestran en la Figura 1. Las diferencias entre la
apoplosis y la necrosis se describen en la Tabla # 2. Una vez instalado el proceso,
éste se desarrolia rapidamente. El aspecto celular caracteristico es la reduccién
del tamario de la célula ¢ 'arrugamiento’ celular. La cromatina nuclear, al
compactarse, se dispone en masas densas localizadas hacia la membrana nuclear
con picnosis. El nicleo se desintegra en fragmentos {cariorrexis). La célula
desarrolla procesos citoplasmicos, que contienen fragmentos nucleares
condensados. Estos fragmentos, al separarse de las células en apoptosis, forman
cuerpos apoptéticos, los cuales son fagocitados.”™ Las células enteras pueden
condensarse también en un solo cuerpo apoptdtico.

Al microscopio electrénico, los cambios mas tempranos que se observan
son: la pérdida de las uniones intercelulares y de otras especializaciones de la
membrana como las microvellosidades. Mas tarde, las mitocondrias se alteran y
presentan edema. El reticulo endoplasmico, se ditata y forma vesiculas que se
fusionan con las membranas plasmaticas. El citoplasma se reduce, y se presentan
circunvoluciones al perder contacto con células adyacentes. A continuacidn, la
célula entera se rompe en multiples fragmentos que se encuentran limitados por la
membrana citoplasmica, éstos son de tamafo variable (cuerpos apoptéticos), en
su interior se encuentran organelos celulares intactos. Una vez que la célula ha
sido degradada, los cuerpos apoptdticos son fagocitados por macréfagos
adyacentes o por células epiteliales, el endotelio vascular o las células tumorales.
La fagocitosis, no induce la liberacién de enzimas proteoliticas o 1a generacion de
metabolitos radicales de oxigeno. Asli, la remocién de los cuerpos apoptdticos no
causa respuesta inflamatoria. Esta forma de realizar Ia fagocitosis es un hecho
crucial de la apoptosis pues permite remover las células sin producir dafo a las
células contiguas. La apoplosis, puede ‘escapar’ a la observacién y pasar
inadvertida por la brevedad de su duracidn. Se han desarrollado marcadores
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TABLA 2

DIFERENCIAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS ENTRE LA
APOPTOSIS Y LA NECROSIS.

APOPTOSIS : . NECROSIS

Distribucidn tisular:

e Células aisladas Grupos celulares

Reaccion tisular:

« Fagocitosis Exudado inflamatorio
Morfologia:

o Arrugamiento celular Edema celular

¢ Organelos intactos Daiio en organelos

¢ Condensacion

. Fragmentacidén cromatinica
cromatinica g

+ Cuerpos apoptoticos Degradacion citoplasmica

+ Membrana celular intacta|Dafo en la membrana

Bioquimica:

e Activacion de
endonucleasa

¢ Ruptura nucleosomal de
DNA

Daio en la bomba de iones

Activacion de lisosomas




especificos para identificar el proceso, entre estos se encuentra, la degradacion
del DNA nuclear en fragmentos regulares o multiplos de 200 pares de bases o el
‘marcaje’ del DNA jn situ y otros. La Tabla 3 muestra la secuencia de eventos que
ocurren durante el proceso de apoptosis.

1.1.2.2.- Bioquimica de la Apoptosis.

Enire los eventos que caraclerizan at proceso de apoptosis, se encuentra la
fragmentacion del DNA. Las endonucleasas dependientes de Ca++ y de Mg++ se
activan y causan fragmentacién del DNA en multiplos de 180 a 200 pares de
bases. Asi se origina la separacion del DNA en el patrdn de ‘escalera’, de {a
electroforesis en gel de agarosa, un marcador importante de la apoptosis. >' La
transglutaminasa que entrecruza proteinas del citoplasma, Ilguaimente se halla
involucrada en la alteracion de las propiedades citoadhesivas de ias células en
apoptosis. La apoptosis requiere de la produccion activa de energia (ATP).

Los glicanos inmaduros, normalmente adosados a glucoproteinas maduras,
se exponen al exterior de la membrana de las células para que sean fagocitadas.
Las moléculas de adhesidn celular, como la vitronectina y los receptores de
trombospondina, paricipan en el reconocimiento y en 1a fagocitosis de los cuerpos
apoptéticos. Otro componente bioquimico expuesto en la superficie celular al inicio
del proceso es la fosfatidilserina. Las proteasas como la calpaina degradan el
citoesqueleto en la apoptosis. *° Las proteasas de cisteina (caspasas) juegan un
papel central como ‘ejecutoras’ del proceso 3*>% Se han identificado mas de una
docena de caspasas en los humanos y cerca de dos terceras partes de estas
funcionan durante la apoptosis. En la Tabla 4 se muestran los eventos bioguimicos
que se presentan durante la apoplosis. En la Tabla 5, se muestra la clasificacion y
participacion de las caspasas durante la apoptosis.



TABLA 3
SECUENCIA DE EVENTOS DURANTE LA APOPTOSIS.

SEPARACION CELULAR. Ruptura de complejos de unién y
microvellosidades.

CONTORNO LISO DE LA SUPERFICIE CELULAR.
PRESENTACION DE GLUCOPROTEINAS DE SUPERFICIE.
DETERIORO DE LA INTEGRIDAD DEL CITOESQUELETO.

CONDENSACION DEL CITOPLASMA Y COMPACTACION DE
LOS ORGANELOS.

REDUCCION DEL TAMANQ NUCLEAR Y CONDENSACION
DE LA CROMATINA.

FRAGMENTACION DEL DNA.
FORMACION DE BURBUJAS CITOPLASMICAS.

L!IBERACION DE CUERPQOS APOPTOTICOS. Circunscritos
por membrana celular intacta.

FAGOCITOSIS DE CUERPOS APOPTOTICOS. Por células
adyacentes y degradacion subsecuente.



TABLA 4
EVENTOS BIOQUIMICOS DURANTE LA APOPTOSIS.

Molécula Funcién
c-myc Proliferacion del ciclo celular en la fase G1.
p53 Detencion en G1 del ciclo celular por dafio al DNA
Rb Control del ciclo celular en Go/G1.
Interaccidon con p53 y modulacidn por fosforilacién.
bcl-2 Protege las células al impedir la apoptosis.
bel-x Produce transcritos en forma alterna.
bax Dimeriza con bcl-2 y antagoniza su funcion.

ICE/ICED-3 Familia de genes de proteasas de cisteina;
‘ejecutan” la apoptosis.

Calcio Iénico Activacién de enzimas para la Apoptosis.
Transglutaminasa Estabilizaciéon de cuerpos apoptéticos.
Endonucleasa Dependiente de Ca™ y Mg**. Responsable

de la degradacién del DNA.
Vitronectina y

Trombospondina Fagocitosis de cuerpos apoptéticos.
Granzima B Proteasa involucrada en apoptosis inmune
Calpaina Proteasa que degrada el citoesqueleto.
Fosfatidilserina y

Glucoproteinas Moléculas de reconocimiento en la

membrana citoplasmica.
Ceramida Lipido mediador de apoptosis.



TABLA S

CLASIFICACION Y PARTICIPACION DE LAS CASPASAS
(PROTEASAS DE CISTEINA) EN LA APOPTOSIS.

Proteasa ~ Nombre alterno Inhibidores
Caspasa 1 ICE/CD3 :‘;’;?&?:XD'IAP’
Caspasa 4 ICErel-ll, TX, ICH-2 YVAD, DEVD
Caspasa b ICErel-lll TY
Caspasa 2 ICH-1 Nedd-2 IAP, p35
Caspasa 9 ICE-LAP6
Caspasa 3 CPP32, Yama, apopaina | DEVD (crmA)
Caspasa 6 Mch2 VEID
Caspasa 7 Mch3, ICE-LAP3, CMH1 DEVD, p35
Caspasa 8 FLICE, MACH, Mch5 cCrmA
Caspasa 9 ICE, LAPG, Mchb
Caspasa 10 Mch4, FLICE2 DEVD
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1.1.2.3.- Genética y regulacidn de la apoplosis.

Los oncogenes y los genes que suprimen fumores participan y regulan la
respuesta de la célula a través de las moléculas que inician el proceso de
apoplosis, las proteinas que realizan la transduccion del mensaje y las proteinas
ejecutoras. Un total de 14 genes controlan el proceso en eucariotes inferiores y las
mutaciones en estos genes causan efectos especificos en la via de transduccion
de la muerte celular ¥, Los genes ced-3 y ced-¢ (ced = cell death), inducen la
apoptosis; el gen, ced-8, la inhibe en las células que se hallan destinadas a vivir.
El gen ced-3 codifica para una proteina similar a dos proteinas de los mamiferos
denominadas ICE o enzimas convertidoras de la jnterleucina 1( interleukin-18
converting enzyme ¢ ICE). Las proteasas ICE, participan activamente en la
produccidn de apoptosis, en las células de los mamiferos.®

En los mamiferos, tres moléculas equivalentes a la proteinas CED-4,
inicialmente  denominadas Apafs (apoptosis protease-agctivating factors), son
factores activadores de proteasas en la apoptosis. Apaf-1 es similar a CED-4 y
Apaf-2 corresponde al citocromo ¢ *°. La unién de la proteasa de muerte celular
CED-4 a la CED-3, promueve la apoptosis. Apaf-1 puede igualmente iniciar la
apoplosis en células de mamiferos al activar las proteasas de cisteina tal como la
caspasa-3 = La proteina Ced-9 es similar al producto de bcl-2, un oncogen en las
células de mamiferos, ambos pertenecen a la misma familia ®° Las células
infectadas por virus, inician sefiales ‘para dar aviso’ a células vecinas y al sistema
inmune. Muchos virus inhiben esta seial en las c¢élulas infectadas, la cual es
esencial para la eliminacién de la célula por apoptosis. &'

Los oncogenes, estimulan el crecimiento de las células y contribuyen a la
formacion de tumores. Los genes supresores de tumores, inhiben el crecimiento
celular, a fraveés de efectos especificos, en las proteinas que participan en el ciclo
celular. A la vez, se hallan involucrados en la apoptosis. Gran cantidad de

oncogenes, participan en el control de la apoptosis en los mamiferos.
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La familia de genes BelX, participa en la apoptosis. La capacidad de B¢gl-2
para proleger a tas células de estimulos dafinos y las vias de transduccién que
utiliza, establecen la regulacién de la apoptosis por Bcl-2.%2 El gen bel-2 (linfoma
de células B tipo 2), se halla en el cromosoma humano No. 18. Este &8 un sitio de
translocacién reciproca en las células B del linfoma folicular.5® Este gen, codifica
para una proleina de la membrana celular, Bcl-2, presente en el raticulo
endoplasmico, en la membrana nuclear y en las membranas externas de las

mitocondrias, 8458

La expresion de fos miembros de la familia Bcl-2 en células eucariotes y ef
balance entre pro-apoptosis y anti-apoptosis, es variable como resultado de las
reacciones de homo-y de heterodimerizacién de esta proteina, Otras proteinas se
unen a Bcl-2 y como resultado, se suprime la apoptosis con mayor eficiencia, en
particular, cuando es inducida por los anticuerpos anti-Fas y en células T citoliticas
(CTL). Asi, 1a muerte celular en CTLs y por Fas, se lleva a efecto y es dependiente

de la via de transduccién de Bcl-2 &

y de Bcl-X,. en las células; estas incluyen: IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, L-10,TGF-} ¥

. Varias citocinas modulan los niveles de Bgl-2

TNFa. Bcl-2 y Bel-X. e impiden la apoptosis al formar canales de iones y por
interaccién molecular. CED-4 y su equivalente en los mamliferos, Apaf-1, pueden
unirse a Bcl-2 y a Bcl-X,. Estas moléculas, activan proteasas de cistefna ®®

La proteina Bcl-2, disminuye el potencial de la membrana de la mitocondria
(Awm), un evento temprano en la apoptosis. Se asocia con la formacidén de poros
por complejos multiproteicos en ta membrana.®® Asi, la permeabilidad de la
membrana interna de la mitocondria se incrementa a los solutos de < 1500 Da y
regula 1a homeostasis del calcio.”® La expresién aumentada de Bcl-2 impide fa
perturbacidn del Ayn,. El transporte de proteinas, es otra posibilidad para la funcion
de Bcl-2, €j. citocromo ¢, ia cual, al encontrarse en el ciloplasma forma el
apoptosoma (procaspasa 9-Apaf-1- citocromo <), un activador de las caspasas.

El protoncogen c-myc codifica para ¢c-Myc y propicia su unidén especifica al
DNA. En casi todos los canceres, su expresion se eleva o se altera su regulacién.
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El ¢-myc-mRNA y fa proteina, se elevan en las células en proliferacidn.”? La
proteina ¢-Myc es un factor de transcripcién y su alteracidbn se asocia con {a
imposibilidad de la célula para suprimir el ciclo celular y con la supresién dal
proceso de diferenciacidn. Los genes relacionados con el crecimiento celular son
blanco de ¢-Myc, promueven la proliferacidén de la célula e impiden la detencion
del ciclo celular. Ademas, sensibilizan la célula a la apoptosis. La célula que entra
al ciclo celular sobrevive, si se suprime su muerte por factores de sobrevida, esto
previene un crecimiento celular sin control y la formacién de tumores.”™

La proteina p53, participa en la respuesta al dafio del DNA y mantiene la
integridad del genoma. La interaccién p53-DNA, debe estar presente, para
efectuar la funcién de p53 como activador que inhibe la transcripcidn; también
actia en la regulacion de la sintesis y reparacion del DNA. La pérdida de la
funcidén de p53, permite a la célula una supervivencia inapropiada. Esta alteracidn
propicia la carcinogénesis. Las proteinas E1A y E1B de adenovirus, transforman
oncogenes’™ y son activadas por el gen Ras. La proteina E1A, promueve la
proliferacion y la entrada de la célula a la fase S y aumenta la susceptibilidad a la
apoptosis. Durante esta fase se requiere la participacion de! gen p53.

1.1.3.- Mecanismos de la Apoptosis,

La regulacién de la apoptosis en mamiferos, involucra muchas mas
moléculas que participan en sefales en los estadios iniciales del proceso.”” Los
mecanismos moleculares de la apoptosis en humanos presentan varias etapas,
i.e. en el dafo al DNA inducido por la radiacion, se detiene et ciclo celular y una
vez reparado el dafo, el ciclo puede continuar o si éste fue acentuado, la célula
efectua la apoptosis. La existencia de varias vias para la apoplosis, es una ventaja
biolégica para la proteccidn de las células. Cuando ciertos grupos de células

inician la apoptosis ante un estimulo, se evita la eliminacion de otras células.
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En el sistema inmune los ligandos y los receptores para apoptosis, eliminan
células dadinas para el cuerpo. Al unirse un receptor para células de una célula Te
citotéxica, @ un péptido extraio (ej. un fragmento de una proteina viral), el cual se
presenta al complejo mayor de histocompatibilidad MHC clase |, de una célula
presentadora de antfgenos, se induce la expresion de la proteina ligando Fas (Fas
L) en la superficie de la célula T. El ligando Fas L, se une a la molécula, activa Fas
@ inicia la via intracelular para la apoplosis, que termina con la c¢élula infectada
pressntadora del antigeno.

Un mecanismo similar, protege a linfocitos T con receptores defectucsos
que se unen a autoantigenos como si fueran antigenos extrafios.'®*'® La
eliminacion insuficiente de las células T autoreactivas, puede causar enfermedad
por autoinmunidad. La remocidn de un factor para la supervivencia de la célula,
puede iniciar especificamente la apoptosis. Esto sucede en ausencia de sefales
citopldsmicas a parlir del receptor de la superficie, ej. el receptor para IL-2
deprivado de IL-2 inicia el proceso de apoptosis. "8 |a cascada de caspasas Tio
abajo’ que realiza la apoptosis, s& activa: el complejo Fas-FADD, y a la caspasa 8
para realizar la parte central del proceso. Estas enzimas proteoliticas funcionan de
manera similar a la cascada del complemento o de la coagulacion de la sangre.
Los substratos en el humano incluyen proteinas del nicleo y del citoplasma estas
participan en la reparacién y en la replicacidn del DNA, en la estructura del

citoesqueleto que ayuda a la separacién del RNA y en la division de la célula. 77

La fagocitosis y la degradacidén de los cuerpos apoptdticos completan el
proceso que incluye la regulacidn rio arriba de la trombospondina y la
presentacién de fosfatidilserina en la superficie de la célula y permile el
‘reconocimiento’ de células en apoptosis por otras células y su fagocitosis. La
fagocitosis de 108 cuerpos apoptdticos ¢on sus membranas citoplasmicas [ntegras,
impide la liberacidn de componentes proinflamatorios del citoplasma.
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1.2.- CANCER

1.2.1.- Elconceplo y origen del cancer.

El cancer es una enfermedad que se origina a partir de las consecuencias
de lesiones genéticas. Estas lesiones a su vez resultan en la activacién de proto-
oncogenes y/o de la pérdida de la funcidn de genes que suprimen tumores.

Las células cancerosas sobreviven con dafio genético, a la vez, conservan
el potencial para dividirse. Este proceso puede ser promovido por la naturaleza
especifica de lesiones genéticas. En el cancer del humang, los proto-oncogenes
sg asocian a la produccién de cancer por mutaciones puntuales, por amplificacion

genética o por translocacion de cromosomas.

Los proto-oncogenes son genes celulares normales que codifican para
proteinas citoplasmicas y del nucleo, las cuales son responsables de los
programas de proliferacién y diferenciacidn en las céiulas normales. También
codifican para una gran variedad de proteinas involucradas en la mitogénesis o
division celular, las cuales se organizan en una cascada de reacciones
moleculares con respuesta celular. Los proto-oncogenes, se vuelven oncogenes
cuando su producto proteico es anormal, o cuando existe un defecto cuantitativo
en la transcripcion del gen y actian en cascada para 1a fransduccidn de sefales
intracelulares.’® En la Tabla 6 se muestra la lista de los oncogenes.

Los genes supresores de tumores lambién se denominan anti-oncogenes.
Su existencia se dedujo de la pérdida de porciones de cromosomas, y de
productos genéticos especificos requeridos en el desarrollo de la carcinogénesis.

El cancer se presenta en forma hereditaria 0 esporadica. Los genes que

suprimen tumores, causan cancer por transmisidn genética recesiva; un alelo



TABLA 6
LISTA DE ONCOGENES

Retrovirus Animal Tumor noviral

CLASE | ; FACTORES DE CRECIMIENTO

sis Sarcoma del simio

CLASE Il ; RECEPTORES

fms Sarcoma felino

erbB Eritroblastosis en aves

neu (0 erbB-2) Neuroblastoma

ros UR Il sarcoma de las aves

erbA Eritroblastosis en aves

CLASE lll : TRANSDUCTORES INTRACELULARES

src Sarcoma de Rous en aves

yes Sarcoma Yamaguchi, aves

fps (fes) Sarcoma Fujinami (aves)

abl Leucemia murina Abelson Lucemia
mieloide crénica

met Osteosarcoma
murino

mos Sarcoma murino Moloney

raf (mil) Sarcoma murino 3611

Ha-ras Sarcoma murino Harvey  Vejiga, mamay
cancer de piel

Ki-ras Sarcoma murino Kristen Cancer de
Pulmén y Colon

N-ras Neuroblastoma
y leucemias

crk Sarcoma viral en aves

CLASE IV : FACTORES NUCLEARES DE TRANSDUCCION

Jun Sarcoma viral en aves 17

fos Osteosarcoma FBJ

myc¢ Mielocitomatosis MC29

N-myc Neuroblastoma

myb Mieloblastosis en aves Leucemia

ski En aves SKV 770

p53 Transformacioén celular

rel Reticuloendoteliosis, aves

RB Retinoblastoma



normal parece ser suficiente para ‘proteger’ contra un cancer en particular, ej. el
gen del retinoblastoma codifica para la sintesis de una proteina de 105 kD (p105
R® & pRb), la cual se expresa en el nicleo celular. Esta proteina, una vez
fosforilada, se une al factor de transcripcion E2F (+DP) y participa en €l control de
la transicidén de la fase G1 a la fase S durante el ciclo celular,

Las anomalias causadas en el gen Rb son importantes para el desarrollo
de sarcomas (osteosarcomas), con presentacion de simetria bilateral. El gen pRb
es inactivado (secuestrado) por protelnas transformadoras de virus DNA
tumorales, como el virus SV 40 y el virus del papiloma. Los ganes pRb y p53 (éste
ultimo también es inactivado por proteinas virales), requieren de inactivacion antes
de la transformacién completa de la célula causada por el virus.

1.2.2.- El proceso de estadios multiples en el cancer,

Con el uso de modelos experimentales en animales para induccion de
cancer por agentes quimicos, se establecid que el proceso de carcinogénesis
ocurre en dos episodios por separado: la iniciacion y la progresion del cancer 7°. £l
primer estadio es rapido y el DNA se altera por una mutacién que induce la
transformacion de la célula y la vuelve inmortal. El segundo estadio consiste en un
cambio lento y progresivo el cual promueve la proliferacion de la célula y mas
tarde la invasion del tejido adyacente y las metastasis.

Los diferentes tipos de cancer se desarrollan por un proceso similar de
pasos mulliples. Los arreglos del genoma en las células cancerosas, sugieren la
adquisicién de inestabilidad de! DNA*™ En la biologfa de los tumores, se
reconocen dos tipos de inestabilidad del DNA, en el primer tipo hay clonas de
células aneuploides con duplicacion de cromosomas y en el segundo tipo hay
tumores diploides con inestabilidad de los loci de microsatélites.



1.2.3.- La Apoptosis y el Cancer.

E! control genético de la muerte celular programada, inicid la explicacién de
la ausencia de respuesta en las células cancerosas a las sefales de la muerte
celutar por la alteracion en el genoma. Muchos de los proto-oncogenes y de los
genas que suprimen tumores, se encuentran alterados durante la carcinogénesis,
y participan en la regulacién de la apoptosis.

Las células cancerosas presentan cambios debido a mutacidén o por pérdida
de oncogenes y antioncogenes. La expresidon genética anormal, se presenta en los
genes bcl-2, p53, myc, 0 en ras y alteran el programa genético para la eliminacidn
de las células. Otros canceres tienen cambios en el ligando molecular APO-Fas y
en receptores para el factor de necrosis tumoral o TNF, otros tumores, presentan a
la vez cambios en la actividad de las proteasas de cisteina (caspasas) o en la via
de transduccién para la apoptosis de los lipidos, ceramida-esfingomielina, %2 El
dafo al DNA con la aclivacidn resultante del gen p53, propicia la eliminacion de
células con potencial de mutacidén e induce en ellas la detencién prolongada en el
ciclo celular. Estos retrasos del ciclo celular se denominan colectivamente puntos
de restriccidn {checkpoints), para la integridad del DNA. La alteracidn en estos
puntos de restriccidn del ciclo celular, establece Ia inestabilidad del genoma y
también, la probabilidad del potencial de transformacion cancerosa.

La perdida del gen p53, crea inestabilidad del genoma y la aparicidon de
mas células dadadas con aberraciongs y mutaciones en los cromosomas, las
cuales sobreviven y se replican. El gen p53, participa asi en la formacién y en la
proliferacion del cancer. % El gen CHK2, se halla acoplado a las respuestas del
daftio al DNA. Su funcién es compatible con la integridad de los puntos de
restriccion del ciclo celular, indispensable para prevenir el desarrollo de cancer, o4

La translocacién del gen bel-2 (inhibidor de la apoptosis) al locus de
inmunoglobulina, aumenta su expresion en el linfoma folicular humano. * La
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funcién biologica de la proteina de 26 kD codificada por este gen, incrementa fa
vida de las células dependientes de interieucina-3, en ausencia de la citocina y
asl, las células entran a la fase Go 0 fase quiescente, del ciclo celular. La
expresidn aumentada del gen bcl-2, incrementa 1a supervivencia de las células
aun en presencia de diversos estimulos nocivos: drogas genotdxicas, radiacion
ionizante y de hormonas glucocorticoides. 8- 87

La expresién aumentada del gen myc puede cooperar con bcl-2 para
promover la génesis de linffomas. Otros oncogenes como ras, son necesarios para
completar la transformacién maligna. ® Los tumores que expresan bel-2, pueden

considerarse como quimioresistentes o radioresistentes, y de prondstico clinico
pobre.

El gen Fas/APQO-1 se expresa irregularmente en muchas lineas celulares de
tumores hematoldgicos y epiteliales y algunos tumores no lo expresan.®® En la
mayoria de los tipos de cancer humano, la via de transduccion Fas/APO-1, no es
funcional y algunas células pueden presentar susceptibilidad al estimulo de
crecimiento después de ser sometidas a tratamiento con anti-Fas. El gen Fas L, se

expresa en algunos linffomas NK y en las leucemias linfociticas de células T y en
lineas celulares de céncer del colon.® '

1.2.4. La Apoptosis en la Patogenia del Cancer.

Los modelos de estudio de la 'proliferacién celular' en el cancer son ya
inadecuados y el estudio de la apoptosis ha abierto una dimensidén nueva para la
investigacién y el tratamiento del cancer.®' La apoptosis es de importancia crucial
en la patogénesis del cancer y en la posible resistencia a los tratamientos
convencionales con agentes antineoplasicos. Las mutaciones en el gen p53 y en
sus genes reguladores (mdm2), ocurren entre el 55% y 70% de los tipos de
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cancer. Las personas que heredan un defecto en una de sus dos copias
desarroltan una frecuencia muy elevada del cancer (sindrome de Li-Fraumeni) %2
Los tumores presentan cantidades variables de células en apoptosis. ** Existe
correlacidn entre la proporcidn elevada de células en apoptosis y la disminucién en
el crecimiento tumoral. Los ratones que presentan ausencia de los genes que
codifican para la proteina Bax, desarrollan tumores con crecimiento rapido; estos
ultimos muestran células en apoptosis con 0% menor que los tumores similares
de los ratones con genes normales que codifican para la prorteina Bax.* El gen
Bax, funciona aparentemente a través de una via apoptédtica independiente del
gen p53 durante la carcinogénesis del colon con variedad de la mutante de
microsatélite.¥° De ahl que existe la posibilidad del funcionamiento de varias vias
para la apoptosis, aun en las ¢células cancercsas.

Las mutaciones en los genes que Hevan a las células hacia una reduccién
en la apoptosis, en forma directa ¢ indirecta, se asocian generalmente con un
prondstico clinico mas pobre.® La investigacién en la terapia del cincer cuya meta
es la induccién de la apoptosis, ha renovado la blusqueda de nuevas formas de
quimioterapia con diseno racional, altamente especifico.
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1.3.- LA APOPTOSIS EN LA QUIMIOTERAPIA DEL CANCER

1.3.1.- Las células susceptiblies mueren por apoptosis.

La apoplosis, contribuye directamente a la respuesta terapéutica del cancer
con el uso de la radiacién y con la quimioterapia. Se ha reportade que la apoptosis
(indice apoptoético), puede predecir la sensibilidad de los tumores a la radiacién o
correlaciona con la respuesta clinica a la quimioterapia. ¥ Una lista de
compuestos quimioterapéuticos inductores de la apoptosis, se presenta en Ia
Tabla 7, %'9 La apoptosis se ha observado en lineas celulares en cultivo en
timocitos normales, en linfoma, tumores epiteliales del ovario, de leucemia, de
adenocarcinomas entre otras. La hipoxia tumeoral, la radiacién ionizante, la
supresién del estimulo hormonal, han mostrado la produccién de apoptosis. '
La apoplosis en estos casos, se ha documentado por medio de criterios
morfoldgicos, por la presencia de degradacion del DNA, anélisis por citometria de
flujo del contenido de DNA y varios otros criterios bien definidos, '

El efecto de la induccidn de apoptosis in vivo, con el uso de agentes
quimioterapicos, se ha reportado en estudios diversos: el uso de acido retinoico en
linfoma de células T: ''° la combinacién de radiacién y de quimioterapia (5-FU, cis-
patino y bleomicina), en el tratamiento de carcinoma epidermoide del taséfe.go,"‘3
el uso de quimioterapia experimental en tumores murinos con cis-platino,
ciclofosfamida y otros agentes en el adenocarcinoma, en el linfoma, en sarcomas
y en carcinomas epidermoidss. 7 El efecto apoptético fue observado igualmente
en adenocarcinomas de la glandula mamaria y del ovario en ratones con la
administracién de ciclofosfamida. ''® El etopdsido, m-AMSA y Ara-C, produjeron
apoptosis en células tumorales de pacientes con leucemia aguda. '°



TABLA 7

‘ AGENTES ASOCIADOS CON APOPTOSIS

Etopdsido |VM26 m-AMSA Dexametasona
Vincristina |cis-Platino Ciclofosfamida |Adriamicinna
Paclitaxel 5-F.U. 5-F.D. Camptotecin
Hidroxiurea |Ara-C 5-Azacitidina | oStaZa

Nitrogenada

Metotrexate |Clorambucil Bleomicina

BCNU Actinomicina Melfalan
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1.3.2.- Los mecanismos de la apoptosis inducida por quimioterapia.

Los agentes quimioterapéuticos operan en los mecanismos de regulacion
de la apoptosis. La degradacién proteolitica de la polimerasa de poli-ADP ribosa
(PARP), se identificd en respuesta al agente etopdsido '*° resultante de la
activacion de una proteasa especifica, que precede a la degradacion del DNA. 2

La proteasa para PARP, es central en la apoptosis por quimioterapia. Ha
recibido varios nombres: CPP-32, priCE, Yama y apopaina. '**'?* Muchos
inductores de apoptosis, incluyendo las citocinas y agentes quimioterapicos, llevan
a la aclivacidén de ésta y de otras proteasas lo cual inicia la muerte celular.

Un grupo grande de estudios, han establecido el papel de la apoptosis en la
interacciéon de los agentes quimioterapéuticos con moduladores de la apoptosis; la
expresidon aumentada de Bcl-2 inhibe la apoptosis in vitro al etopodsido,
metilmetanosulfonato, N'-metil-N' nitrosourea, dexametasona, camptotecin,
doxorubicina, 4-hidroxiperoxi-ciclofosfamida, vincristina y actinomicina 0. ?5132 | 5
reduccién en la expresidn de Bax, un homéblogo del gen Bcl-2, se asocia a una
respuesta limitada durante la combinacién de quimioterapia y a la disminucion en
sobrevida de las pacientes con cancer glandula mamaria y metastasis. ™ Los
agentes quimioterapéuticos como el Ara-C, la vincristina, la daunorubicina y la
radiacién, causan la acumulacién de ceramida. **'¥ El uso de radiacidn presenta
activacién de una esfingomielinasa acidica y en ratones con ausencia de ésta
enzima, hay resistencia a la apoptosis inducida por radiacién en el pulmén, ™8

Otros moduladores, actlan en la apoptosis inducida por quimioterapia: la
citotoxicidad en la quimioterapia inducida por vincristina, adriamicina, Ara-C y
ciclofosfamida, puede inhibirse por factores de! crecimiento hemopoyetico como el
factor estimulante de granulocitos y de macréfagos o por IL-6. ' La alteracién en
el gen p53, ‘protege’ a las células del carcinoma de la gandula mamaria, de la
apoptosis inducida por cis-platino '“®'*' y BCR-ABL, protege de la apoptosis
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inducida por varios agentes quimioterapéuticos.™? La proteina BHRF1 del virus
Epstein-Barr, la cual muestra homologia estructural y funcional con Bcl-2, protege
a las células de la apoplosis inducida por etopdsido y por cis-platino '3 y 1a
expresion de bcl-x modula la sensibilidad a farmacos en el neuroblastoma
mamario y en las células prolinfociticas. ""*'*® Los oncogenes ras y mdm2

partricipan en la apoptosis inducida por quimioterapia en el rabdomiosarcoma y en
el glioblastoma respectivamente. %150
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1.4.- PEROXISOMICINA A1

1.4.1.- Antecedentes.

El compuesto T-514, denominado también peroxisomicina A1 (PA1) (Figura
2), es una antracenona dimérica, extralda de plantas del género Karwinskia y debe

su nombre a la accién que presenta sobre la integridad de los peroxisomas.'®’

Las plantas del género Karwinskia pertenecen a la familia Rhamnaceae y
se halla constituido por 15 especies de arbustos y arboles pequerios. Su héabitat
natural se localiza desde el sur de los Estados Unidos de América (en los estados
de Texas y Nuevo México), México, la América Central, la parte Norte de
Colombia, Cuba, Haiti y la Republica Dominicana. En México existen 12 especies
2 y la planta Karwinskia humboldtiana es la que

prevalece en extensién. La ingestion accidental del fruto de la planta fue publicada

distintas de este arbusto

en un estudio toxicolégico a finales del siglo XVII.'S® En varios estudios
relacionados con las manifestaciones clinicas como consecuencia de 1a ingestién
del fruto de la planta Karwinskia humboldtiana, se han referido al dafo a los

érganos, aparatos y sistemas,'>*1°8

La caracterizacién de las substancias responsables de los efectos toxicos
159.160 4o Karwinskia humboldtiana ha sido también motivo de estudio. En 1975 se

aislaron e identificaron cuatro antracenonas diméricas, denominardas T-496, T-
514, T-516 y T-544, en base a su peso molecular, '8’

El aislamiento, la caracterizacion y la obtencion de los diversos compuestos
de las plantas de éste genero, se han efectuado en condiciones 6ptimas'®? y
actuaimente se encuentran disponibles en forma purificada.'®?

Los estudios experimentales realizados se han enfocado a los siguientes

aspeclos:



Figura 2. Estructura qumica
del compuesto peroxisometna Al (T-514)
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a).- La toxicidad aguda en ratones con el fruto molido de la planta K.
humboldtiana y con las toxinas puras T-496, T-514 y T-544. En estos estudios los
animales intoxicados, presentaban lesiones hepaticas y pulmonares, como causa
de la muerte. Con el uso del compuesto T-514 o PA1, el efecto tdxico fue en
higado, pulmon y rifidn y la T-544 produjo dafio a los nervios periféricos. Con la
administracion del compuesto T-496 se observd un efecta catartico en los
animales estudiados. %% El uso del compuesto diast T-514 o PA2, en animales,
replict el dafio a los drganos blanco causado por la PA1,%®

b).- Los ensayos in vilro para citotoxicidad de los compuestos PA1 y
PA2.'%7 %8 an cullivos primarios del higado y en piel de rata, presentaron mayor
sensibilidad de los hepatocitos a la T-514 y a la T-544. La hepatotoxicidad de la
PA1 (T-514) fue mayor en estos estudios. El dafo selectivo e irreversible a los
peroxisomas de levaduras in vivo, %9 asi como un efecto inhibitorio de ta PA1
sobre 1a actividad de la catalasa hepatica in vifro han sido sefialados, sin embargo
no hubo inhibicién sobre la catalasa tisular in situ e in vivo."’®

¢).-Intoxicaciones accidentales en humanos: en casos individuales y estudio
de familias , al ingerir el fruto '7"'72; han referido el cuadro clinico, que consiste en
un sindrome neurglégico de parélisis ascendente el cual puede progresar a la
muerte por dafio al bulbo raquldeo.

d).-En un estudio se demostrd la ausencia de dafo genotdxico en linfocitos,
sin embargo, la proliferacién celular se encontré afectada por el compuesto PAT,
la actividad citostatica fue independiente del dato genotdxico al medir el indice de
mitosis y la cinética de proliferacion celular. '’

e).- La distribucion subcelular en fracciones preparadas del higado de rata:
en el ndclso, en las mitocondrias, en los peroxisomas y en los microsomas fue
homogénea y se concluyd, que i compuesto PA1 (T-514), puede pasar a través
de las membranas de los compartimentos subcelulares con ausencia de
selectividad hacia algun organelo celular en particular, igualmente se propuso que
este compuesto puede actuar como un inductor microsomal en virtud del hallazgo
de niveles importantes de proteina en los homogenados de higado y del
incremento en la actividad de la enzima NADPH-reductasa del citocromo P450 y
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que éste incremento podria provenir de la interaccién entre la PA1 con el sistema
microsomal redox de ciclaje,'’®

N.- La determinaclén de las dosis letales DLso para el compuesto PA1, en
diferentes especies animales, presentd una pendiente muy inclinada en la curva
dosis-respuesta.’”® Estos resultados indican una variacion biolégica estrecha. '’
Los resultados de citotoxicidad y la pendiente de letalidad, permitieron el
planteamiento inicial de que al existir toxicidad selectiva entre células de origen
benigno y maligno, el compuesto PA1 (T-514), podria tener un efecto
antineoplasico. Lo anterior fue demostrado en lineas celulares neoplasicas in vitro
de tumores de pulmédn, de colon y dei higado.

g).- La administracion da dosis subletales de PA1 altera la integridad de los
peroxisomas en levaduras metilotrdpicas (Hansenula polymorpha o Candida
boidinii),"*' con dano resultante en la membrana peroxisomal y alteracién en su
funcionamiento y salida de las proteinas principales al citosol. En base a este

efecto especifico de la PA1 (T-514) en los peroxisomas, el compuesto recibio el
nombre de peroxisomicina A1.

Actuaimente, el compuesto PA1, se halla en estudios fase clinica |, sin
embargo, su mecanismo de accidn, aun no se ha determinado.

1.4.2.- Importancia y originalidad del estudio.

Los resultados clinicos afirman que la quimioterapia antineoplasica no dafa
en forma selectiva las células con division rapida’’’ y que las células cancerosas
presentan resistencia al tratamiento con cierta frecuencia.'’”® El concepto de
Apoptosis es actualmente un paradigma cientifico'’®'® y ha realizado un cambio
significativo en el pensamiento acerca del origen, del desarrollo y del tratamiento
del cancer en particular. *®' E! conocimiento de los mecanismos que regulan la
Apoptosis, ha mostrado que 10s agentes quimioterapéuticos operan por esta via
para causar la muerte programada de las células cancerosas. '
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Virtualmente todos los farmacos quimioterapéuticos que se incluyen en |3
Farmacopea, pueden inducir Apoptosis y la estrategia racional para utilizar la
muerte celular programada como herramienta terapéutica es que la apoptosis
contiene una via de accidn altamente regulada con una variedad de sitios para la
intervencion farmacoldgica. Ei desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos
para el cancer, 0 de regimenes de tratamiento, puede investigarse a partir de la
blusqueda de sitios ‘blanco’ especificos en los diversos procesos celulares, que se
relacionan con el fendmeno de apoptosis. Estos procesos incluyen; la replicacién
del DNA, la polimerizacibn de las proteinas del citoesqueleto, la activacion
transcripcional de los genes asociados a la apoptosis y la fosforilacién de las
proteinas que inducen el programa de la apoptosis en las células resistentes a la
quimioterapia. Las células presentan gran variacién en su susceptibilidad a la
apoptosis y la respuesta a este proceso en diversos tipos celulares, depende en
parte, de factores epigenéticos del desarrollo y del medio ambiente. %%

El compuesto PA1 (T-514) es un candidato importante para probar su
actividad farmacolégica a nivel celular y molecular en células cancerosas a traves
del fendomeno de Apoptosis en virtud de su citotoxicidad selectiva hacia células
tumarales "in vitro” ydel interés por conocer su mecanismao de accién. El fenémenao
de Apoptosis, ofrece un mecanismg explicative adecuado para la accién del
compuesto PA1 y para su utilizacion potencial como agente quimioterapico del
cancer. La comprobacion de la accidn de agentes farmacologicos que intervengan
tanto en el ciclo celular como en otros mecanismos que afectan el compromiso de
las celulas cancerosas para enirar ya sea a 2 fase de mitosis 0 a la Apoptosis es
de gran importancia actual en la quimioterapia del cancer. 183

Los hallazgos morfoldgicos compatibles con ia Apoptosis encontrados en
estudios de bioensayos con la PA1 y PA2'%5%% y os resultados de ensayos piloto
realizados en células de Chang y en explantes de tejido hepatico de ratas Wistar
que mostraron cambios celulares asociados a la Apoptosis han precedido al
planteamiento de la presente investigacion.
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En el presente estudio, se propone investigar las propiedades apoptéticas
de la PA1 (T-514), in vifro como mecanismo posible de accidn para el efecto del
este compuesto en la quimoterapia del cancer.
HIPOTESIS
“l.a accién del compuesto Peroxisomicina A1 {T-514) en células eucariotes
in vitro, es mediada a través del fendmeno de Apoptosis™.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las propiedades apoptéticas del compuesto Peroxisomicina A1
(T-514) en las cdalulas eucaridticas en estudios /n vifro,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Estudiar la sensibilidad de las células eucariotes al compuesto Peroxisomicina
A1, "in vitro™,

2.- Indagar el efecto de la Peroxisomicina A1 relacionado con la Apoptosis, en
cultivos de células eucariotes "in vitro™.

3.- Determinar el efecto de la Peroxisomicina A1 schre el DNA relacionado con la
Apoptosis, en ensayos "in vitrg”.

4.- Determinar el efecto del compuesto Peroxisomicina A1 en el giclo celular, de
lineas celulares normales y neoplasicas.

5.- Investigar el efecto de la Peroxisomicina A1 en la transduccidn de la via
apoptdtica en lineas celulares neoplasicas de origen humano.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

PREPARACION DEL COMPUESTO PEROXISOMICINA A1,

La PA1 fue obtenida del Departamento de Farmacologla y Toxicologia de la
Facultad de Medicina de la UANL, de acuerdo a metodos previamente
reportados. '5% 5% Se prepard una solucion stock 10 mM en DMSO y se realizaron
diluciones para ajustar a diferentes concentraciones. Se prepararon soluciones
frescas para cada experimento y estas fueron utilizadas Inmediatamente una vez
que el compuesto se disolvio en el solvente.

LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO:

Las lineas celulares fueron obtenidas de la ATCC: American Type Culture
Collection; (Tabla 8 ) y los cardiomiocitos (usados como control interno positivo
para el proceso de apoptosis) fueron cultivados en cultivo primario de acuerde al
método descrito por Simpson '*'. Las células, se cultivaren en frascos Falcon T-25
y se mantuvieron a 37°C con los medios nutritivos especificos para cada una de
ellas (Eagle, MEM, Dulbecco o RPMI 1640), *® y se suplementaron con suero fetal
bovino (Sigma Co.) al 10%,.

Exposicion de las células a la PA1 y ensayo de citotoxicidad.

Las células de cada linea celular fueron cultivadas hasta la formacion de
monocapa celular y posteriormente fueron tripsinisadas, afiadiendo 1ml de tripsina



TABLA 8

LINEAS CELULARES

Linea celular Clave ATCC Origen =
Jurkat TIB-152 Leucemiahumana T
Hela CCL-2 Cancer de cervix humano
MCF-7 HTB-22 AdenoCa de mama humano
HT-29 HTB-38 AdenoCa de colon humano
HepG2 HB-8065 Ca hepatocelular humano
Fibroblastos embrionarios
293 CRL-1573 transformados por
adenovirus 5 (humanos)
' Fibroblastos normales de
Rat 2 CRL 1764 embridn de rata
Fibroblastos embrionarios
BALB/3T3 CCL-163 normales, ratén
3T3SV2 CCL-163.1 BALB/3T3 transformada por

virus SV40
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0.25% a los frascos de cultivo para el desprendimiento de la monocapa celular, La
densidad celular se ajusté a 5 x 10° células/ml y se sembraron en placas de 96
celdillas en cada pozo. Las placas fueron incubadas durante 24 a 48 h, hasta
alcanzar una confluencia celular de 100%. Postericrmente |las placas se retiraron
de la incubadora y las ¢élulas fueron lavadas en tres ocasiones con el medio de
cultivo y expuestas a medio con PA1 en dosis de 0, 5, 10, 15, 20 y 30 uM. Las
placas se incubaron a 37°C y después de 24h de exposicidn, las células fueron
colectadas para realizar el andlisis de citotoxicidad. Los criterios establecidos con
los cardiomiocitos control fueron tratados con PA1 (15 pM) y teilidos con los
colorantes fluorescentes, ioduro de propidio (IP) y Hoechst 33258 fueron los
siguientes: las células viables son permeables al colorante Hoechst 33258 el IP no
atraviesa las membrana celular de las células vivas. Las células que mueren ya
sea por apoptosis © por necrosis tienen alteracion en sus membranas
citoplasmicas, 1o cual las hace permeables al colorante IP. Todas las lineas
celulares se expusieron a |os colorantes fluorocromos.

Del tratamiento con PA1 de las diferentes lineas celulares crecidas en
monocapa, se obtuvieron dos poblaciones de células: adherentes y no adherentes.
Para el ensayo de citotoxicidad, las células no adherentes fueron colectadas a
partir de las placas de cultivo y las células adherentes restantes una vez
tripsinizadas, se obtuvieron por separado. En el caso de las células Jurkat, estas
fueron sembradas en suspension a razén de 5 x 10° células/ ml y la PA1, se
afadié directamente al medio de cultivo. Después de 24h de incubacidn, las
células se colectaron, se centrifugaron a 1500 rpm/min durante § minutos y fueron
lavadas por una ocasion con 1 ml de PBS y se incubaron con 1 pg/mt de 1P en
PBS durante 10 min. A continuacién todas células se contaron en un contador de
celulas Coulter Z2 Modelo 253.
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Ensayo para Apoptosis:

Para determinar la naturaleza de la muerte celular, se ulilizaron dos
crilerios para discriminar entre apoptosis y necrosis. Las células en monocapa,
teiidas con la doble tincion: ioduro de propidic y Hoechst 32258 (para valorar la
permeabilidad de la membrana) y la morfologia nuclear evaluada mediante
microscopia de fluorescencia. Una vez ftratadas las células con PA1 a las
concentraciones y tiempo ya establecidos, estas fueron lavadas con 1ml de PBS y
se incubaron con 1 pg/ml de IP y 1 pg/ml de Hoechst 32258 en PBS durante 10
min en la obscuridad. Posteriormente las células fueron revisadas
microscopicamente a 40x y las células con tincidn negativa para el ioduro de
propidio y con tincion difusa para el coloranle nuclear Hoechst fueron
consideradas como células necroticas. Las células tefiidas negativamente con el
ioduro de propidio y ¢on tincidén nuclear para el colorante Hoechst en porciones
compactas y fragmeniadas fueron consideradas como células apoptdticas.

Las células Jurkat y los cardiomiocitos (control interno positivo para
apoptosis), crecidos en suspensién, una vez tratados con PA1, fueron lavadas con
PBS, y se incubaron en etanol al 50% en PBS durante 1h en hielo. A continuacian,
las células se centrifugaron, la pastilla se lavé con PBS se agregaron 100 ug/mt de
RNAsa y las muestras se incubaron durante 30 min a 37° C. Posteriormente se
anadieron 40 ng/ml de 1P a la suspension celular y las células se incubaron
adicionalmente durante 10 min. Las muestras incubadas se analizaron por

citometria de fiujo en un scanner B-D (FACScan) con el programa Lysis 11, 188

Analisis del Ciclo Celular:

Las fases del ciclo celular se analizaron en las células las cuales fueron
lavadas por una ocasidén en PBS y se incubaron en etanol al 50% en PBS durante
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1h sobre hielo. A continuacién, las células se centrifugaron y se lavaron una vez
con 1 ml de PBS y fueron incubadas con 100 jng/ml de RNAsa durante 30 minutos
a 37° C. Posteriormente se afadieron 40 ug/mi de IP a |a suspension de células y
80 incubaron durante 10 minutos. El contenido del DNA de las muestras celulares

se analizé por citometria de flujo en un scanner B-D (FACScan) con la uitilizacion
del programa Lysis Il.

Cultivo y ensayo de viabilidad celular en células HL-60 y HLBO/MX2.

Las células HL-80 y HL-60/MX2 (ATCC) de leucemia promielocitica
humana, fueron cultivadas a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de CQ; en
medic RPMI 1840, suplementado ¢on 10% de FBS, glutamina (2mM), penicilina
(100 Ulml) y estreptomicina (100 pg/ml). La citotoxicidad del compuesto fue
evaluada por media del ensayo de proliferacion de Promega (Cell Titer 967
AQueous). Las células se sembraron en placas de microcultivo de 96 pozos y se
expusieron a la PA1: (0.01, 0.02, 0.005, 0., 0.2, 0.5, 1, 2, 5y 10 pM), en un
volumen de 100 ul. Después de 72 h de incubacion a 37°C se afadieron 204 de
MTS a cada pozo y las muestras se incubaron durante 2 horas méas, a 37°C. Las
muestras de las placas, se analizaron espectrofotométricamente con el Multiskan
Labsystems MS tipo 352 a una longitud de onda de 492 nm. Se utilizaron el

etopdsido y camptotecin (Sigma Co.) como controles positivos. El resto de los
reactivos fueron grado analitico.

Andlisis del Ciclo Celular.

El andlisis por citometria de flujo del contenido de DNA se realizd en las
células HL-60 1x10° célulasiml, fueron expuestas a la PA1 ( a las concentraciones
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sefaladas para viabilidad celular), durante 24 h y posteriormente fueron lavadas
en tres ocasiones con solucidn amortiguadora de citratos. La pastilla celular se
centrifugd y se incubd con 250l de solucidn de tripsina con 200 pl. de solucidn
amortiguadora de citratos y 5pg/ml de inhibidor de RNAsa durante 10 minutos.
Posteriormente se afadieron 200 pl de IP a una concentracion de 125 pg/mi. Las
muestras se analizaron en un citdmetro de flujo FACScan Becton Dickinson y se
Hilizd el programa Lysis H para determinar el porcentaje de células en las
diferentes fases del ciclo celular. La longitud de onda de excitacion para el iP fue
de 488 nm ¥ la de emisidén de 620nm (F!-3).

Ensayo de degradacion de PARP.

Las células HL-60 (7 x 10%), se cultivaron en medio libre de suero y se
expusieron a la PA1 a las concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2 uM, durante 24
h a 37°C. Una vez tratadas, las células se centrifugaron a 3 000 rpm durante 5 min
y el botén celular fue resuspendido en 3 ml de solucién amortiguadora de lisis que
contenia 256 mM de PBS, 0.1mM PMSF, y 5 ng/ml de quimostatina, teupeptina,
aprotinina y pepstatina A.

La pastilla celufar se suspendié en la solucién amortiguadora de carga (50
mM de Tris-HCl a un pH 6.8, 15% de sacarosa, EDTA 2 mM, SDS 3% y azul de
bromofenol 0.01%). La mezcla se expuso a ulirasonido durante 30 segundos a
4°C y a continuacién se hirvié a 100°C durante 3 minutos. Para el ensayo de
Western Blot, las muestras se fraccionaron en un gel de poliacrilamida con 0.1%
de SDS y posteriormente fueron fransferidas a membranas de nitrocelulosa
(Amersham) Hybond-C durante 40 min a 150 mA para lo cual se utilizé un sistema
de transferencia semi-seco. A continuacién las muestras fueron bloqueadas, con
leche ligera al 10% en PBST (0.1% Tween-20, 25 mM en solucidon amortiguadora
de fosfato a un pH de 7.4) durante 30 min. Posteriormente las muestras se
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incubaron c¢on anticuerpo monoclonal anti-PARP (Clontech, Palo Alto CA), (la
dilucion empleada fue 1:10,000 en PBST suplementada con 100ul de leche con
bajo contenido en grasa al 0.1%), durante 30 min. Los Blots se lavaron en tres
ocasiones (5 min. cada vez) y se incubaron con peroxidasa conjugada a
inmunoglobulinas de borrego vs. IgG de raton (Amersham LifeSciences), (dilucion

de 1:10,000 en PBST con 0.1% de leche con bajo contenido en grasa), durante 30
min.

Después de tres lavados sucesivos de las muestras con PBST, se utilizd el
reactiva de quimicluminicencia para Western Blot de NEN (Boston MA) para llevar
a cabo la deteccion de las bandas, las cuales se visualizaron por autoradiografia.

Ensayo de relajacion de DNA (Topoisomerasas Iy lI}.

Para la realizacién del ensayo de relajacidon de DNA se Incubaron 0.5 ng de
DNA superenrollado pKMp27 con 4 unidades de topoisomerasa humana 1 y |l
(TopoGen Inc.) a 37°C durante 1 h en solucion amortiguadora de relajacion ( 50
mM Tris pH 7.8, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, ditiotreutol 1 mM, EDTA 1 mM ) en
presencia de 5, 10, 25, 50 100 y 200 yM de PA1. Las reacciones se detuvieron
con SDS al 0.25% y 250 ng/ml de proteinasa K. Las muestras de DNA fueron
aplicadas a una mezcla de 3 pl de colorante para electroforesis (amido black) y se
corrieron en gel de agarosa al 1% a temperatura ambiente por 2 h a 120 V. Los
geles se tiferon con bromuro de etidio (1 ng/ml) y se lavaron y fotografiaron bajo
luz UV,
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Ensayo para degradacién de substratos de caspasas 3y 8.

Para la realizacién de los ensayos de caspasa 3 y 8, se utilizaron los
estuches ApoAlert (ClonTech) CPP32/caspasa-3 {CPP32, EC 2.4.2.30) y caspasa
8 y se siguib el protocolo para cada uno. En sintesis: las célulag HL-60 (2x10°
cel/ml), suspendidas en 2 ml de medio RPMI 1640, fueron tratadas con 0, 0.10,
0.25, 0.50, y 1 uM de PA1 por 24 h a 37° C. A continuacién, las células fueron
suspendidas en 50 pl de solucidon amortiguadora de lisis y el lisado se incubd en

hielo durante 10 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm
durante 3 mina 4° C,

A cada muestra, se le afladieron 50 p! de solucidn amortiguadora de
reaccién suplementada con 10 mM de ditiotreitol y se incubaron a 4° C durante 3
min. Se utilizd como control una muestra celular con 0.5 pl de DEVD-fmk o 2-
IETD-fmk (1Mm) y estaurosporina (0.2 pM), Las muestras se incubaron a 37° C
durante 24 h. A continuacion se agregaron a los tubos: DEVD-pNA (N-acetil-Asp-
Glu-Val-Asp} o IETD-pNA (N-acetil-lle-Glu-Tr-Asp) como substrato (5 ul, 50 pM) y
las muestras se incubaron 1 h a 37° C. La formacién de p-Nitroanilida, se analizé

espectrofotométricamente a 405 nm en un lector para placas Labsystems
Multiskan MS.
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CAPITULO 3

RESULTADQS

Evaluacion de citotoxicidad.

Los criterios para evaluar 10s resultados de citotoxicidad fueron; la
propiedad de las células viables para adherirgse al substrato y la ausencia de
adhesion de las células dafadas por el efecto citotdxico de la PA1. Una vez que
las ceélulas se incubaron con PA1, se cuantificé el porciento de células no
adheridas. Los resultados de citotoxicidad de la PA1 en las diferentes lineas
celulares se muestran la Figura 3. Los cardiomiocitos (control para apoptosis en
cultivo primario), mostraron susceplibilidad a la PA1 y fueron altamente sensibles
(100%). Las lineas celulares Jurkat, HelLa y HepG2, presentaron un 90% de
muerte celular. En el caso de las células HT29 y MCF-7, estas también fueron
sensibles al efecto citotéxico de la PA1y el dafo citotoxico ocurrid con la dosis de
15 pM (mortalidad 80 %). El efecto de la PA1 fue menor en las células 3T3,
JTISV2 y Rat 2 y con dosis de 20 a 30 M se obtuvo 60 a 70% de muerte celular.
Las células menos sensibles y las que presentaron resultados variables (linea
celular 293), no fueron incluidas en 1os ensayos subsecuentes,

Ensayo para Apoptosis

En las células Jurkat cultivadas en suspensidn y tratadas con la PA1,
se observd en el microscopio de contraste de fases que presentaron los hallazgos
morfolégicos tipicos de apoplosis: esto incluyd cuerpos celulares redondeados y
compactos y la presencia de burbujas en el citoplasma. Las células en apoptosis
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presentaban nucleos condensados o fragmentados (Fig 4), en contrasie con las
células necréticas que mostraron nicleos normales © con cromatina difusa a la
tincidbn fluorescente. En los caontroles positivos, (cultivos de cardiomiocitos)
tratados con PA1(10 uM) se observé la presencia de necCrosis y apoptosis.

En las lineas celulares Hela, Hep G2, HT29, MCF-7, 3T3, 3T3SV2 y Rat2
tratadas con PA1, se encontraron los siguientes hallazgos morfoldgicos de
apoptosis; cuerpos celulares compactos, cromatina densa en agregados Y

burbujas en la membrana citopldsmica. Los resultados de la muerte celular por
apoptosis se presentan en (a Tabla 9.

E! analisis de las células Jurkat tratadas con la PA1, mostrd induccién del
contenido sub-Gg del DNA; este efecto fue dependiente de la dosis utilizada y se
muestra en la Figura 5. E! analisis por citometria de flujo (CF) del contenido de
DNA en las células tratadas con PA1, indicé que el 40% del total de las células,
tenia un contenido de DNA menor que et de Gy. Estos resultados son
caracter(sticos de apoptosis y ocurren como consscuencia de la fragmentacién del
DNA cromosdmico, la cual se presenta especificamente durante la apoptosis.'®®

Los hallazgos de CF en las células Jurkat cultivadas en suspension y
tratadas con PA1 se presentan en la Figura 6. La PA1, produjo apoplosis en todas
las lineas celulares; la muerte celular programada fue dependiente de la dosis
utilizada. A 30 uM de PA1, se indujo la muerte de las células en mas del 70% de
todas las lineas celulares excepto en 1a linea celular HT29. En las lineas celulares

no tumorales 3T3 y Rat2, 25 nM de PA1 indujo la muerte celular en menos de 20%
y 40% respectivamente.
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TABLA S

MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS EN LINEAS CELULARES
EXPUESTAS A PA1

LINEA CELULAR APOPTOSIS (Porcentaje)
C 100 %

ardiomiocitos (Control Positivo)

Células Jurkat, HelLa, HepG2 90%

Células HT29, MCF-7, 293 80%

Células 3T3, 3T38V2, Rat2 50a70%
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Figura 5. Induccién de apoptosis en células Jurkat por la PA1
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Analisis del ciclo celular.

La detencion del ciclo celular se observd al efectuvar el analisis dsl
contenido de DNA en las células Jurkat las cuales fueron las mas sensibles
(Figura 7), para cada fase individual del ciclo celular. Se aprecié una mayor
proporcion de células con un contenido aumentado de DNA en la fase G,/M, lo
cual fue evidente desde el uso de la dosis de 10 M de PA1. Al comparar las
células tratadas con PA1, que se hallaban en la fase Gy/M, con las ¢élulas control,
la cantidad de células en esta fase, se incrementd al doble. El numero total de

celulas tratadas con la PA1 (5 uM), comparadas con el control, presentaron un
efecto de detencidn en el ciclo celular.

La tasa de muerte de las células se compard con las células control. El
numero de céluias en apoptosis, fue mayor en las células tratadas con 5 uM de
PA1 que en el control. Los mismos resultados se obtuvieron en todas las lineas
(Hela, HepG2, HT29 y MCF-7) evaluadas en dos ocasiones diferentes.

La proporcidén de células tumorales de origen epitelial, tratadas con 5 uM de
PA1, al comparar con el control, mostraron apoptosis hasta en 80%. En éstas, la
tasa de muerte celular, no fue diferente, por lo que no hubo cambio en el numero
de células, de tal forma que se presentd el efecto de detencidn del ciclo celular, La
cantidad de células en las lineas celulares 3ITI y Rat2 mostraron respuesta
diferente. El tratamiento de estas células con PA1 (15 uM), produjo el efecto de
detencién del ciclo celular en forma inicial, hasta que un incremento en la dosis (25
nM), también indujo la muerte celular. La lineas celulares Hela, HepG2, HT29 y
MCF.7, tratadas con PA1 (5 nM), inicialmente presentaron detencidn en el ciclo
celular y a continuacion se presentd 1a apoptosis. No hubo diferencia en el nimero
total de células tratadas hasta con la dosis de 10 1M de PA1.
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La induccion de apoptosis independiente de Caspasas.

El compuesto monofluorocetona {(z-VAD), es un inhibidor reversible de las
enzimas ICE y CPP32 ¥ (caspasas), y previene en forma efectiva la degradacion
del DNA (apoptosis). En la Figura B, se muestra la eficacia de! z-VAD para
prevenir la degradacién del DNA producida por PA1 (30 uM) en células Jurkat. El
grado de proteccidn con el compuesto z-VAD, para impedir alteracidn de la
membrana citoplasmica (desarrollo de necrosis) en las células tratadas con PA1,
fue inadecuado con dosis menores (1, 3, 10 nM) y hasta 30 uM de PA1(Figura 9},
las células dafiadas presentaron muerte celular tardia por necrosis.

Citotoxicidad en células HL-80 y HL-BO/MX2.

E! potencial de citotoxicidad del compuesio PA1, se evalud en el ensayo de
inhibicidn en dos lineas celulares de leucemia humana; HL-60 y HL-60/MX2.
Despues de 3 dias de exposicidn a la PA1, se encontrd un efecto citotdxico
marcado en las células HL-60, mientras que las celulas HL-80/MX2 (resistentes a
mitoxantrona), presentaron una sensibilidad reducida.

El valor del indice de resistencia relativo- IRR; [Clse™ %™ / [Clso' %) fue
de 3. El valor de este indice, fue bajo al relacionario con el de los
quimioterapéuticos usados en la clinica: etopdsido y mitoxantrona (controles

conogcidos), los cuales actian como venenos de topoisomerasa ||, estimulando la
degradacién del DNA (Tabla 10).
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TABLA 10

CITOTOXICIDAD DE LA PA1 EN CELULAS HL60 y HL60/MX2

(Clsg, uM)*
HL-60 HL.60/MX2 LR.R.*™
Peroxisomicina (PA1) 0.35 1.04 02,97
Etopdsido 0.07 4.36 62.35
Mitoxantrona 0.04 0.29 07.25

*Es la concentracién del compuesto que inhibe el crecimiento celular
del 50%, después de incubacién con los compuestos durante 72 h.
Cada concentracidn se estudid en ensayos por triplicado y el error
standard de cada punto es <10%.

*Es el indice de resistencia relativa (IRR), que indica la tasa de:
Cls, "9 dividida entre la Cls ™.
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Alteraciones en el ciclo celular,

En forma paralela a la evaluacion de citotoxicidad, se estudiaron las
variaciones en el perfil del ciclo celular duranie el tratamiento de las lineas
celulares HL-60 y HL-80/MX2 con la PA1. Se apreciaron cambios significativos en
el ciclo celular {Figura 10), at exponer a las células HL-60 a PA1 durante 24 h.

Las células con contenido de DNA sub-G, son consideradas generaimente
células en apoptosis; el estudio por citometria de flujo de las células marcadas con
I.P., mostré que el tratamiento con 1 M de T-514, fue suficiente para observar (a
presencia de células con contenido de DNA por debajo de Gy. El contenido del
pico de DNA (hipodiploide, sub-G4), representd cerca del 70% de la poblacidn
celular con la dosis de 10 yM de PA1. Se encontrd un pico similar en la linea
celular resistente HL-60/MX2, pero en este caso, el efecto del compuesto fue
menor (Figura 11). La acumulacién ge células en la fase sub-G,, fue progresiva a
la disminucién de las poblaciones de células en Gy y en G, visualizadas en el
histograma de CF, conforme se incrementd la dosis de PA1.

Degradacién de la polimerasa de poli-ADP-ribosa (FARP).

La enzima polimerasa de poli-ADP-ribosa (PARP) participa en la reparacion
del DNA y es un substrato preferencial de ia proteasa de cisteina, caspasa-3. ™!
Se prepararon lisados de células HLE0 (las cuales fueron sensibles a la PA1) y
estas fueron expuestas a la PA1 por 24 h, a continuacién, se determind la cantidad
de degradacién de PARP por analisis de inmunoblot. Las concentraciones de PA1
menores a 0.5 uM indujeron ruptura cuantitativa de PARP, con longitud maxima de
116 kD a un fragmento de 89 kD (Figura 12). E| efecto de PA1, fue mayor que el

observado con el control positivo {(etopdsido); ambos compuestos se utilizaron en
cantidades similares en este ensayo.




Figura 10. Efecto de la PA1 en el ciclo celular de
células HL-60 (FACScan).

Figura 11. Efectos de la PA1 en el ciclo celular de
células HL-60/MX2 (FACScan)
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Inhibicidn de lta Topoisomerasa II.

El efecto del compuesto PA1 sobre la actividad catalitica de las
Topoisomarasas | y Il se investigd mediante el ensayo de relajaciéon del DNA, La
PA1 no produjo efecto sobre 1a actividad de Topoisomerasa | (Figura 13 panel Ay
B). El uso de una concentracion alta de la PA1 (200 pM), permitid visualizar adn el
DNA completamente relajado por accidn de la enzima. La separacion de las
formas relajadas de las formas ‘cortadas en muescas’ (nhick) del DNA, en la
electroforesis con gel de agarpsa y bromuro de etidio, no mostré efecto alguno en
la actividad catalitica de la enzima. En condiciones similares, en este ensayo, el
agente gquimioterapéutico camptotecin (control positivo) produjo una gran cantidad
de moléculas con fragmentacion en muesca del DNA (Fig. 13 panel B).

En contraste, la PAtlactud sobre la Topoisomerasa Il. En este caso, la
enzima inhibié 1a relajacion del DNA, lo cual ocurrié en relacion a la dosis utilizada
(Figura 14, panel C y D). La actividad catalitica de la enzima fue inhibida por la
PA1, pero el efecto de la PA1 fue diferente al del etopésido utilizado como control
positivo. El etoposido estimula la degradacion del DNA de doble cadena por la
enzima como resultado de la estabilizacion de los complejos covalentes de
Topoisomerasa 1I-DNA. Se detectd una banda correspondiente a DNA lineal por 1a
accién del etoposido (Figura 14, panel D), lo cual no se observd con el tratamiento
de la PA1, en ninguna de las concentraciones utilizadas.

Activacion de Caspasas

Se obtuvo una actividad acentuada en los lisados de las células tratadas
con PA1 y en baja proporcion con el tratamiento de la estaurosporina (control
positivo interno). No se aprecid aclividad en los lisados controles (sin PA1). Los
ensayos fueron realizados por triplicado y 1as lecturas se efectuaron a 405 nm de
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absorbancia. La Figura 15, muestra los resultados de degradacion de DEVD-pNA,
substrato de caspasa-3 y la Figura 16, contiene los resultados de IETD-pNa,
substrato de caspasa-8. Las mediciones son el resultado de la tasa de hidrdlisis de
los substralos de caspasas, en células que fueron tratadas con PA1 en
concentraciones graduales. Con ambos substratos se aprecié un nivel maximo de

hidrélisis con la dosis de PA1 entre 0.25 uM y 0.50 pM (niveles de absorbancia
entre 0.175 y 0.185 para el substrato de caspasa-3 y entre 0.15 y 0.155 para

caspasa-8, respectivaments). Estos resultados muestran la participacion de las
proteasas de cisteina en la apoptosis inducida por PA1.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Una gran variedad de agentes quimioterapéuticos pueden inducir el
fenébmeno de apoptosis y su sitio ‘blanco’ son diversos componentes

intracelulares. %2

La actividad citotoxica de los agentes usados en la
quimioterapia del cancer depende no unicamente de las interacciones entre el
farmaco y su sitio blanco, sino también de la respuesta a la apoptosis. ' El
fendémeno biolbgico de apoptosis, es ampliamente aceptado como un mecanismo
relevante para la respuesta clinica de los tumores a la quimioterapia. Una gran
variedad de agentes quimioterapéuticos, son farmacos que dafian el DNA, los que
actian como antimicrotiibulos y a través de la apoptosis. La muerte celular por
apoptosis, se entiende no sélo como el resultado simple de la activacion de
respuesta, sino que refleja una cantidad de interacciones complejas del farmaco
con la célula: la extensién de las lesiones inducidas por el farmaco (ej. dafo al
DNA), el tipo de lesiones al DNA, la localizacién genémica del dalo al DNA, la
persistencia de alteraciones potencialmente reversibles (ej. estabilidad de rupturas
del DNA mediadas por accion sobre las topoisomerasas) y la capacidad de fa
célula para reconocer y reparar las lesiones.

La expresion adecuada de los genes tales como c-myc, p53 o bcl-2, es
indispensable para alcanzar la respuesta celular e inicar asf la apoptosis. ** Esto
concuerda con el criterio convencionalmente aceptado de la existencia de una via
de transduccién eficiente para la apoptosis; 10 cual es una condicién necesaria,
mas no suficiente para la induccién de apoptosis por la quimioterapia. Se trata de
la susceptibilidad célular a la apoptosis inducida por la quimioterapia, lo cual
representa una modalidad de la regulacién farmacogenética.
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La induccidon de apoplosis en las células tumorales, es un factor critico en la
sensibilidad de las células neoplasicas; sin embargo, 1a induccion de la apoptosis
por farmacos refiere la capacidad de la célula para activar esta respuesta por
medio de las reacciones subcelulares que se suscitan entre el farmaco y la célula.
Estas forman parte de la extensién de las laesiones moleculares inducidas por el
farmaco, €. el daio al DNA o su respuesta celular especifica, |a reparacion del
DNA o la apoptosis subsecuente, Esta Uitima es estimulada por mecanismos
intrinsecos de genes que detectan dafio permanente potencial al DNA y pueden
iniciar el proceso. La degradacion del DNA, mediada por alleracion en la
estabilidad de las enzimas PARP y DNA topoisomerasas | y Il son igualmente
representativas de |a respuesta celular para restaurar el dafic gendmico. '*

En el presente estudio se demosird la capacidad de la Peroxisomicina A1,
para inducir apoptosis in vilro. Se obtuvo un efecto en relacién con la dosis: hubo
presencia de apoptosis en todas las lineas celulares eucariotes establecidas y en
el control positivo de cardiomiocitos {cultivo primario). Este resultado se obtuvo
con todas las concentraciones utilizadas y pudo ser detectado aun con las dosis
menores (10 pM) (Figura 5). Para los ensayos de la integridad de las vias de
transduccién de la apoptosis en células de leucemia humana (HLE0 y HLEO/MX2),
las dosis de PA1 requeridas fueren ain menores (> 1 uM), (Figuras 13 y 14).

Todas las lineas celulares seleccionadas para este esfudio, se caracterizan
por tener mutaciones genémicas en uno o varios genes (excepto el control), ej. el
gen p53 (en células HT-29) y en conjunto los genes p53-Rb (en células Hela y
293). La PA1, produjo alteraciones en el ciclo celular en todas las lineas celulares
estudiadas e indujo el fendmeno de apoplosis.

Se ha demostrado que ia pérdida de la funcidn normal de los genes,
sensibiliza a las células a la accion de los agentes quimioterapéuticos, dando
como resultado un incremento en la detencién del ciclo celular de las celulas
cancerosas en la fase G2/M y como consecuencia el desarrollo de apoptosis. Los
retrasos que experimentan las células en las fases G1, S é en G2, durante el ciclo
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celular, se manifestan en una de dos formas: la primera como un retraso
transitorio en la fase G1, § ¢ en G2, independiente de la funcién de la proteina
p53, lo cual proporciona tiempo para la reparacidén del DNA, antes de continuar el
ciclo celular. La segunda como un retraso, dependiente de la funcidn del gen p53,
puede iniciar la apoplosis o causar un retraso prolongado, probablemente
permanente, durante fa fase G1 del ciclo y las células son asl eliminadas por
apoptosis. Lo anterior, s& ha comprobado en el caso del gen p53 y la accidn del
compuesto Taxol en células de cancer de ovaric que presentan ausencia de la
funcién del gen p53 y estan transfectadas con el gen para bax. '*° Estas células,
presentaron una sensibilidad mayor a la apoptosis inducida por el Taxol, con lo
cual se demostrd que las vias de transducciéon independientes de 1a intervencién
del gen p53, determinan la sensibilidad tumoral a la accién de este compuesto. El
mecanismo que participa en éste fendémeno no se ha aclarado, sin embargo, se ha
sugerido que la molécula BAX pudiera hallarse involucrada en este proceso. 198

En el presente estudio, la apoptosis se presentd con mayor acentuacion en
las lineas celulares HelLa, HepG2, HT29 y MCF-7. En estas células la detencion
de su ciclo celular en la fase G1/S, depende del gen Rb y a la vez de las proteinas
que participan en esta fase como son varias proteinas cdk y p21. %7 Los hallazgos
de 1a apoptosis producida por la PA1, en el presente estudio, estan en
concordancia con el criterio de inhibicién de Cdk mediado universalmente por la
proteina p21, %82 cuya expresion genética se encuentra regulada directamente
por la proteina supresora p53, la cual se incrementa en forma significativa, cuando
el gen p53 es inducido posteriormente al dafio en el DNA. #"?* De esta forma se
ha establecido que la proteina p21 es el mediador de p53 durante la detencion del
ciclo celular. 2°%%%* Este mecanismo podria participar indireclamente durante la
detencién del ciclo celular que se presenté por la accion del compuesto PA1 en
este estudio. La induccion de la proteina p21 por p53 en las células cancerosas
podria confirmarse adicionalmente. El gen p53 , participa en la detencion del
crecimiento como activador de la transcripcidn. Este gen, induce 1a expresion de
una proteina de 21 kD (Waf-1: wild-type activated fragment o Cip-1; CDK
interacting protein), que inhibe los complejos de cinasas de ciclinas y asl impide la
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continuacion del ciclo celular. También activa la transcripcion de GADD45 (growth
arrest and DNA-damage response gene). Este gen se relaciona con la respuesta
al dafo del DNA. Los niveles de pS3, aumentan por las reservas de
ribonucledtidos, la hipoxia y la supresidn del estimulo de citocinas. El gen p53
reduce las mutaciones oncogénicas y facilita la reparacién del DNA, también
promueve la apoptosis.

La CF es el método de eleccidn para la deteccidn y cuantificacion de la
apoptosis, cuando se utilizan cantidades grandes de células y distingue
claramente entre células apoptoticas y no apopiéticas por medio de tincion del
DNA. 2 A 1a vez se utiliza ampliamante para estudiar los mecanismos de la
muerte celular {apoptosis), al utilizar compuestoss citotoxicos. **® En el presente
estudio, el ensayo de CF hizo factible la identificacién de diferentes estadios del
ciclo celular y del fendmeno de apoptosis con gran cerieza en todas las lineas
celulares estudiadas, asi como la discriminacién precisa entre la apoptosis y Ia
necrosis en el ensayo de citotoxicidad con la PA1.

Los estudios de CF, fueron reproducikles y mostraron la sensibilidad de las
lineas celulares normales y tumorales a la PA1. Las células en apoptosis
contienen DNA fragmentado y se observan en la regién <2C de DNA. %7 Este
método, detectd células en apoptosis, una vez que hablan perdido Cierla cantidad
de DNA. Lo anterior es un fendmeno terminal en la célula, con respecto a los
eventos moleculares gue caracterizan la apoptosis {la fragmentacién del DNA en
la region de unidon de los nucleosomas); este proceso precede a las alteraciones
de la permeabilidad de la membrana citoplasmica. Por otro [ado ta muerte celular
por necrosis, se caracteriza por una alteracién temprana en la permeabilidad de la
membrana citoplasmica, con degradacidon subsecuente e irregular del DNA
causada por las enzimas hidrolasas.

La eficacia antineoplasica de los nuevos agentes quimioterapicos en fase
preclinica, para tumores con mutaciones genéticas {en particular del gen p53), se
ha relacionado con la habilidad de éstos farmacos para inducir apoptosis en forma



independienie da la parlicipacion del gen p53 2°8 La proteina p53 es aclivada y
aumenta su concentracion, si las células son expuestas a los agentes que dafian
al DNA: luz ultravioleta, radiacién gamma, agentes quimicos genotdxicos. Estos
cambios, detienen el ciclo celular en la fase G, y la célula repara el dafio causado
al DNA, antes de continuar hacia la fase S. Si el dafio al DNA es irreparable, la
actividad aumentada de p53, dirige las células hacia la apoptosis. Los eventos
nucleares que se hallan presentes durante la apoptosis, requieren de la accion
inicial de las proteasas de cisteina (caspasas) y esto incluye la degradacién del
DNA 2%° Sin embargo, los cambios que se presentan en el citoplasma, pueden ser
independientes de la accidn de las caspasas. Este fue el caso de las lineas
celulares tratadas con el compuesto PA1, en donde se observd que los cambios
pueden explicarse por la interpretacién mas reciente de las funciones que realizan
las proteasas de cisteina 2'%. Se ha descrito que los eventos celulares que se
presentan durante la apoptosis, como la degradacién del DNA y los cambios
morfolagicos pueden inducirse por separado.

La expresidn aumentada del gen bax y el incremento subsecuente en la
produccién de ganglidsidos, se han asociado con la induccidbn de cambios
apoptdticos, en los que las alteraciones en el potencial de la membrana de ta
mitocondria (Ay), puede ser el estimulo directo para |a apoptosis, independiente
de las caspasas. 2! Este criterio, podria ser una base de explicacion para la
accion del compuesto PA1 y de sus efectos obtenidos en el presente estudio en
las células 373 y Rat2: la detencidn inicial de su ciclo celular, seguida de la
induccion de la muerte celular con el incremento en ias dosis de PA1. Las lineas
celulares Hela, HepG2, HT29 y MCF-7, mostraron la detencion del ciclo celular
sequida de apoptosis. Igualmente en las células Jurkat (ejemplo representativo de
esta accidon inductora), una proporcidon mayor de éstas, presentd el contenido de
DNA aumentado en ta fase G2/M (Figura 6}, lo cual se obtuvo como resultado del
tratamiento del cultivo con la dosis de 10uM de PA1, La cantidad de células que se
detuvieron en la fase G2/M del ciclo celular, fue el doble que en el control; este
aumento fue seguido de apoptosis, con la concentracién de 10 M de PA1 (21% ¥y
10% respectivamente). La detencion del ciclo celular en la fase G2/M se observa
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cuando la degradacién del DNA es causada por la accion de substancias que
causan la abolicion del punto de restriccion del ciclo celular en la fase G2.2'? Este
hallazgo, se ha asociado con la acumulacion de complejos relativamente reactivos
de ciclina B1/Cdc2 hiperfosforitada. ' Asl, las células con alteracion en la funcion
del gen pS3, parecen mostrar mayor sensibilidad a algunas substancias que
eliminan los puntos de restriccidn del ciclo celular. ' La accién del compuesto
PA1 con detencion del ciclo celular de las células estudiadas, verifican lo anterior.

Los resultados obtenidos con las células HL-60 y HL-60/MX2, mostraron
que la topoisomerasa Il es un blanco selectivo de la PA1. En contraste con el
etopdsido {control positivo), la PA1, no estabiliza los complejos covalentes de
topoisomerasa II-DNA, 2'® sin embargo, Inhibe la actividad de la enzima. La
posibilidad de una unién directa a l1a enzima es altamente probable, debido a que
la PA1 no tiene una interaccidn importante con el DNA, o cual se comprobd en
ausencia de topoisomerasa . El compuesio PA1, no es un veneno de
Topoisomerasa |l, pero debe considerarse como un agente supresor el cua!
previene o hace reversible la formacion de complejos Topoisomerasa II-DNA,

La toxicidad de la PA1, fue tres veces menor en las células HL-80/MX2
(resistentes al fArmaco antitumoral mitoxantrona), 2" que en las células HL6Q. En
forma comparativa, el control positivo (etopdsido), el cual es un veneno para la
topoisomerasa |l, la linea celular deficiente de topoisomerasa Il (HLBO/MX2), es
resistente 62 veces, en comparacidn con (a linea celutar HL-60 (Tabla 10). El
indice de resistencia relativa (IRR}, fue menor con mitoxantrona, pero adn mayor
que con PA1. Los patrones de resistencia cruzada que se observaron con la PA1
son comparables a los reportados con las drogas quimioterapéuticas para el
cancer actinomicina D y doxorubicina, los cuales se consideran inhibidores débiles
de la topoisomerasa |l y tienen actividad menor que el farmaco etopdsido. 27 Con
este criterio, es razonable establecer que la inhibicion de la topoisomerasa ll por
accidn de la PA1, juega un papel central, aunque menor, en la citotoxicidad
producida por este compuesto. La actividad catalilica de la topoisomerasa N esta

alterada en la linea celular HL-60/MX2, a la par que los niveles de topoisomerasa
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lle y 1B . #1%2'® L as evaluaciones de citotoxicidad, y los resultados experimentales
a nivel molecular, indican que la PA1, afecta en forma directa |a actividad funcional

de la topoisomerasa . Sin embargo, el mecanismo de acciéon de este compuesto,
e muy probablemente multiple,

Las células HL-60 de leucemia humana, pueden entrar rapidamente a
apoptosis, debido esencialmente a que carecen del gen p§3. Las alleraciones en
el contenido de DNA pueden ser el resultado de la degradacion del DNA celular
por activacion de nucleasas enddgenas durante la apoptosis. Esta observacién y
los hallazgos en las lineas celulares estudiadas, llevaron a realizar los ensayos
para conocer si se presentaba la degradacion de PARP (polimerasa de ADP-
ribosa) e inhibicidn a fa par de la Topoisomerasa Il. Los ensayos para PARP,
indicaron claramente que el fralamiento de las células HL-80 con el compuesto
PA1 estimula la degradacién proteclitica de la polimerasa de ADP-fibosa y
sugieren a la vez que el efector (caspasa-3), "°' se encuentra involucrado en la
aclivacion de la apoptosis producida por PA1. Una vez aclivadas las caspasas, se
presentan los cambios de la apoptosis y el proceso ya no se detiene. La proteina
APAF-1, tiene capacidad para unirse y activar la caspasa-3 y asf iniciar la ¢cascada
de caspasas. Esta caspasa, puede a su vez unirse al ATP y de esta forma se
decide si la célula morird por apoptosis 0 por necrosis. La caspasa-3, también se
une a Bel-2 la cual secuestra Apaf-1 de la caspasa-3 y suprime la apoptosis. Sin
embargo, la familia de genes Bcl-2 funciona ‘rio arriba’ en las caspasas: una vez
iniciada la cascada, Bcl-2 (proteina con funcién antiapoptética), no puede impedir
la apoplosis. Et potencial de membrana en la pared de la mitocondria es una sefial
‘temprana’ para realizar la apoptosis. Su alteracion propicia que el contenido de la

mitocondria (el citocromo ¢), salga al citoplasma y asl iniciar la activacién de las
Caspasas.

E! estudia del ciclo celular y las mediciones de degradacion de PARP
confirmaron por citometria de flujo y analisis de Western blot respectivamente, que
el compuesto PA1, induce apoptosis en las células HL-60; a la vez, las proteasas
de cisteina 3 y 8, se hallan activadas por PAt(Figuras 16 y 17). Los estudios
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realizados con agentes genotdxicos y c¢on inhibidores de topoisomerasa, han
mostrado la presencia de apoptosis asociada a la activacién de caspasas. 2" La
caspasa-3, se considera esencial en la propagacion de la sefial de apoptosis por
varios compuestos antitumorales. >*° La caspasa-3, se encuentra involucrada en la
apoplosis inducida por etoposido en células HL-60. ' Esta enzima, juega
igualmente, un papel central en la activacion de la apoptosis inducida por el
compuesto PA1. La inhibicién de topoisomerasa il puede servir como una seial
inductora que inicia el estimulo para la muerte celular, pero no se descartan otras
sefales de muere celular, que podrian estar involucradas en la accién detl
compuesto PA1. Para esto, seria conveniente la realizacion del estudio para
corroborar la o las sefiales iniciadoras en la aclivacion del proceso de la apoptosis.
ya que la identificacion de sitios blanco especificos en células neoplasicas para la
PA1, resultard en implicaciones terapéuticas potenciales para este compuesto.
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CAPITULO 5§

CONCLUSIONES

1.- La accidn de la Peroxisomicina A1 (PA1), se presentd por medio del fendmeno

biolégico de la Apoptosis, tanto en las células normales como en las células
tumorales estudiadas.

2.- La accidn del compuesto PA1, mediada por la Apoptosis, en el panel de
estudio de 10 lineas celulares, fue mas importante en las células tumorales de
estirpe hematolégica y epitelial,

3.- La Apoptosis causada por PA1 en las células de leucemia humana HL6O y
HLB0/MX2, fue altamente significativa a dosis minimas (1 pM) y estas lineas
celulares mostraron muy alta sensibilidad al compuesto.

4.- En células HLBQ y HLBO/MX2, se encontrd que los sitios ‘blanco” para la PA1,
fueron: la enzima Topoisomerasa W, la enzima polimerasa de la ADP-ribosa
(PARP) y tas enzimas transductoras de la sefial de apoptosis: caspasa 3y 8,

Se acepta la hipétesis de trabajo planteada para el presente estudio:
“La accitn del compuesto Peroxisomicina A1 (PA1) en células eucariotes in vitro,
es mediada a través del fendmeno de Apoptosis”
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