,f‘_-,;!.ggwﬂ I"F'l'"j':‘.*_?ﬁé;
T - '-:.!":':—_\;'l

UNIVERSIDAD NACIONAL  [UN iﬁ
AUTONOMA DE MEXICO PUSGRITUO s25

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

MECANISMO DE ACCION ANTITUMORAL DE
LA CUUMARINA (AJAA) EN UNA LINEA
CELULAR DE CANCER CERVICO-UTERINO
{Hela)

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)
P R E 5 E N T A

BIOL. CAROLINA ALVAREZ DELGADO

TUTOR: DR. MARCO ANTONIO CERBON CERVANTES

2007




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Sn algun orden particular y honrando al caos, quisiera agradecer a los
siguientes personajes, cuya ayuda, de alguna manera, estd inmersa en |os caracteres

escondidos de este trabajo.

Mi mam@, por llevarme de la mano y soltarme cuando fue necesario... por estar siempre
cerca. Mi papd, por ser e cientifico honoris causa que me ensefid a cuestionarme todo.
A mi hermano, por lamusica de |os primeros afios.

A mi familia, por las estancias agradables.

Al equipo c (w, m, n, t, I, py d +a). A todos, particularmente a p, porque tu musica
siempre fue un buen soundtrack; pero particularmente a d, por hablar al mismo tiempo

que yo. Por hablar de mitocondrias cuando no debiamos...

A misamigas de lgjos, Amanday Lucrecia.
Y amis amigos de lgjos que vinieron cerca, jpk y ae, por traerse el mar entre los pies. A

ingrito, -c- y moiio, por las piyamadas perpetuas.

Al Dr. Mauricio, M.C. José, Tania, Noemi, Nacho, Gaby y los alumnitos. A los quimicos

tedricos, por € café, los aventonesy las moléculas en tercera dimension.

Al complejo Natty-Luciano, por hacer del laboratorio un lugar agradable, por reirse
conmigo. Por su humor absurdo y las discusiones interminables sin sentido, por las

algarabiasy las historietas. Y, claro, por laciencia, jvivalaciencial

A Luciano, por lamusica de fondo en €l labo. Por cuestionarme todo. Y por los miles de

etcéteras que falten, gracias de nuevo. To.



De manera especial quisiera agradecer al Dr. Marco Cerbdn, por permitirme
trabajar en su laboratorio y adoptarme cuando |0 necesitaba. A la Dra. Adriana Mendoza,

por sus sugerencias y observaciones técnicas. Por su paciente ayuda al editar mi articulo.

A los revisores de esta tesis: Dr. Garcia-Carranca, Dra. Lizano, Dr. Zenteno, Dr.
Hernéndez y Dra. Ibarra, por tomarse el tiempo de hacerme correccionesy observaciones
pertinentes.

A la Dra. Quintero, por aceptarme como su alumnay dirigir la primera parte de
estatesis. A laDra Elizabet Estrada, por sus consegjosy observaciones.



INDICE

Resumen
l. Antecedentes
1. Céncer

VI.

VII.

VIII.

1.1 Definiciony clasificacion del cancer

1.2 Impactoy estimaciones del cancer anivel mundial
1.3 Tratamientos antitumorales

1.4 Farmacos antitumorales y mecanismo de accion
1.5 Cancer y ciclo celular

1.6 Cancer y muerte celular

1.7 Cumarinas

Justificacion

Hipdtesis

Objetivos

Material y métodos

5.1 Cultivo celular y lineas celulares

5.2 Ensayos de citotoxicidad (1Cs,)

5.3 Determinacion de la fragmentacién del ADN
5.4 Evaluacion de la morfologia celular

5.5 Andlisis de ladistribucién del ciclo celular

5.6 Andlisis de la expresién de proteinas

5.7 Fraccionamiento subcelular

5.8 Andlisis estadistico

Resultados

6.1 Actividad citotoxicade lacumarina A/AA

6.2 Efecto de lacumarina A/AA en linfocitos normales
6.3 Efecto de lacumarina A/AA en lamorfologia celular
6.4 Efecto sobre la fragmentacién del ADN

6.5 Efecto sobre ladistribucion del ciclo celular

6.6 Efecto en la expresion de proteinas

Discusién

Conclusion

Perspectivas

Referencias

ANEXOS

8-13
13-23
23-28
29

29

30
31-40
31-32
32-33
33-35

63-72
73-75



Resumen

El cancer es una de las principal es causas de muerte a nivel mundial. La busqueda
de nuevos compuestos antitumorales con mayor actividad citotoxicay selectividad es una
de las principales aproximaciones para su tratamiento. Actualmente se conocen varios
compuestos naturales con propiedades antineoplasicas. Entre éstos se encuentran las
cumarinas, que son metabolitos secundarios de plantas superiores. Anteriormente se ha
comprobado gue las cumarinas tienen actividad citotdxica en diferentes modelos in vitro
einvivo. Esta Ultima propiedad se ha comenzado a aprovechar en modelos de tratamiento
antitumoral, ya que también se ha demostrado que algunos derivados de las cumarinas
son selectivamente citotoxicos y tienen menor actividad en células normales. Més
recientemente se ha descubierto que ciertas cumarinas inducen muerte celular
programaday que ésta caracteristica se puede explotar en el tratamiento del cancer.

En este estudio se analizé el efecto citotdxico de una cumarina natural (cumarina
A/AA) extraida de las cascaras del fruto del arbol Mammea americana. El estudio de
estsa cumarina es importante ya que no existen reportes previos en 1os que se describa su
mecanismo antitumoral.

Utilizando latécnicade MTT se comprob6 que la cumarina A/AA es citotdxicaen
dos lineas de cancer cérvico-uterino (HeLay Calo) y dos lineas de cancer colorectal
(SW-480 y SW-620). Se realizaron experimentos posteriores en la linea celular HelL a.
Mediante citometria de flujo se encontré que la cumarina A/AA activa un programa de
muerte celular programada que no implica arrestos en e ciclo celular. Esta mismatécnica
revel que habia un aumento en la fase subdiploide (ADN fragmentado) de las células
Hel a tratadas con la cumarina A/AA. Este resultado fue validado por la técnica de
TUNEL con la cual se obtuvieron resultados que apoyan a anterior. Adicionamente se
[levaron a cabo experimentos de Western Blot para estudiar los cambios de expresion de
proteinas que participan en los programas de muete celular (Bax, Bcl-2, caspasa-3, AlF,
entre otras). Con ésto se comprobd que AlF, una proteina proapoptética del espacio
intermembranal de la mitocondria, es liberada al citoplasma de células Hel a tratadas con
cumarina A/AA. En este modelo, AlF actlia de manera caspasa-independiente y funciona

como un efector temprano de muerte celular.



Antecedentes

1. Cancer.

1.1. Definicion y clasificacion

El cancer se puede definir como un conjunto de enfermedades en las que la
division celular es anormal y procede en condiciones no ideales. La caracteristica
principal del cancer es que se pierde la armonia entre la proliferacion y la muerte celular.
El cancer se origina en un sitio primario y desde éste puede invadir otros tejidos por
medio de la sangre o la linfa a través de un proceso |lamado metastasis (Holland, et al.
2003). Cuando la invasion es via linfatica las células tumorales permanecen en los
nodulos linfaticos, usualmente aquéllos que se encuentran cerca del sitio primario.
Cuando la metéstasis es via sanguinea el cancer tiene un mayor alcance y pueden
originarse tumores secundarios o0 de metastasis en cualquier parte del cuerpo. El cancer
se nombra por el sitio de origen primario y se continta llamando igual alin cuando ha

formado metastasis

Dependiendo de donde se origine, € cancer puede ser clasificado como:

a) Carcinoma, si sederivadetegjido epitelial.

b) Sarcoma, si se origina en tejidos conectivos o de soporte (hueso, cartilago,
grasa, muscul o, vasos sanguineos, nervios). Los sarcomas se dividen a su vez
en sarcoma de tejido blando (liposarcoma, fibrosarcoma,
dermatofibrosarcoma protuberante, histiocitoma fibroso maligno, tumores
sinoviales o0 tendo-sinoviales, sarcoma epiteloide, rabdomiosarcoma,
lelomiosarcoma) y sarcoma 0seo (osteosarcoma, condrosarcoma).

c) Mieloma, s comienzaen células del plasma.

d) Linfoma, si seoriginaen céulas del sistema inmune. Se subdivide en linfoma
de Hodgkig y linfoma no-Hodgkin, por la presencia o ausencia de un tipo de
células (células de Reed-Sternberg).

€) Leucemia, si seoriginaen tejidos hematopoyeéticos como la médula Osea.



Dentro de estos tipos de cancer se subclasifican muchas otras formas de la
enfermedad dependiendo especificamente del 6rgano donde se originay €l tipo de células

involucradas.

1.2 Impactoy estimaciones del cancer a nivel mundial.

El cancer es una enfermedad que anivel mundial causa casi 6 millones de muertes
anuales. Las estimaciones de incidencia, mortalidad y prevalencia del cancer para el afio
2002 cambiaron poco desde el afio 2000, sin embargo éstas siguen aumentando para
varios paises, sobre todo parra lo aquéllos subdesarrollados, a diferencia de naciones
desarrolladas como Estados Unidos donde se ha reportado un decremento del 0.5% en la
incidencia general del cancer de 1991 a 2001 y un decremento de 1.1% en la mortalidad
de 1993 a 2001 (Reporte Anual ala Nacién de la Sociedad Americana del Cancer en el
Centro para la Prevencion y Control de enfermedades del Instituto Nacional de Cancer,
EE.UU.).

A nivel mundial, se han reportado 10.9 millones de casos de cancer nuevos, 6.7
millones de muertes y 24.6 millones de personas viviendo con la enferrmedad hasta €l
afo 2002. De éstos, €l cancer de pulmon representa 1.35 millones (12.4%) de todos los
diagnésticos efectuados y 1.18 (17.6%) millones de las muertes totales a nivel mundial
por esta enfermedad, seguido por €l cancer de estdbmago e higado (Parkin, D., et al.
2002).

En los paises en vias de desarrollo los canceres mas comunes son el de higado,
esofago y estdmago. En paises desarrollados |os canceres més comunes son |os de colon,
recto, mamay proéstata, que se pueden detectar fécilmente en etapas tempranas. Ademés,
en paises desarrollados la supervivencia es mayor que en paises en vias de desarrollo por
el acceso ala prognosisy tratamiento oportunos. Respecto a la distribucion por sexos, la
tasa de mortalidad para hombres es 15 veces mas ata que para mujeres debido a que los
canceres mas letales (higado, pulmdn, estdbmago y esofago) son méas comunes en hombres
(Parkin., et al, 2002).



En México, uno de los canceres més letales es el de cancer cérvico-uterino. De
hecho, este cancer constituye la primera causa de muerte en mujeres mexicanas (Lizano,
M et al. 1997).

1.3 Tratamientos antitumor ales

Entre los métodos utilizados para tratar el cancer se encuentran la cirugia,
guimioterapia, radiacion, inhibicion de la angiogénesis, terapia génica, radioterapia, €l

trasplante de médula éseay laterapia bioldgica.

1.3.1. Cirugia

Lacirugia fue el primer tipo de tratamiento utilizado para combatir €l cancer y hasta
la fecha sigue siendo la opcién mas utilizada para remover tumores solidos de la cabeza,
cuello, pecho et. a.on. Generalmente se utiliza para tratar €l cancer que no ha formado
metastasis pero también se puede aplicar para eliminar e cancer que ha pasado a otras
partes del cuerpo. Al remover el tumor también se eliminan partes del tgjido circundante,
como nédulos linféticos y vasos sanguineos, para asegurar que todo el tejido afectado ha

sido extraido.

1.3.2. Terapia biolégica o inmunoter apia

El sistema inmune es responsable de eliminar antigenos y puede determinar |a
diferencia entre células normales y malignas ademas de eliminar a éstas Ultimas. La
terapia biol6gica se utiliza para estimular a sistema inmune directa o indirectamente por
medio de varios métodos. Algunos de estos métodos se basan en hacer a las células
tumorales mas accesibles para el sistema inmune, aumentando su susceptibilidad,;
aumentar la capacidad de las células del sistema inmune; cambiar el patron caracteristico
de crecimiento de las células tumoral es haciéndolas més parecidas alas células normales;

detener el proceso por e cua unacélulanormal setransformay prevenir la metastasis.



1.3.3. Radiacién

La radiacion utiliza ciertas longitudes de onda para eliminar las células malignas.
Esta técnica se puede utilizar a varios niveles para destruir a las células transformadas o
para prevenir que las células normales o malignas proliferen y formen tumores.

a)

1.3.4. Terapia génica

La terapia génica se basa en la correccion de los defectos moleculares en las
células tumorales. Este tipo de terapia se caracteriza por un alto valor terapéutico y baja
toxicidad ya que esta dirigida a blancos molecul ares especificos solo en células malignas.
El tratamiento se basa en la insercion de ciertos genes dirigidos a | os sitios afectados del
genoma utilizando vectores virales. Los genes insertados pueden expresar algun tipo de
proteina que pueda ser detectada por farmacos antivirales muy funcionales, de esta forma
las células tumorales quedan marcadas y son destruidas por los farmacos
correspondientes. Los blancos mas comunes son p53 y E2F-1 (inductores de apoptosis),

p16y Rb (inhibidores de la progresién del ciclo celular) (Holland y Frei, 2003).

1.3.5. Quimioter apia.

L os estudios de quimioterapia datan desde |a década de 1940.
Sin embargo, a pesar de casi 60 afios de investigacion dirigida a este tipo de terapia, la
elucidacion del mecanismo molecular de los farmacos antitumorales, sus alcances y
repercusiones, siguen siendo ampliamente investigados dado el alcance y potencial
terapéutico que representan.

La quimioterapia consiste en el tratamiento de las células malignas con farmacos
que pueden frenar su proliferacion o destruirlas . Esta aproximacion a tratamiento del
cancer ha sido utilizada por muchos afios y es una de las alternativas méas usadas, no solo

como tratamiento Unico, sino en combinacion con la terapia bioldgica, la radiacion o la



cirugia. Los tratamientos quimioterapéuticos se pueden administrar de forma oral,
inyectada, topicamente o directamente en una cavidad del cuerpo. Laforma maés utilizada

eslaviaintravenosa.

Los farmacos antitumorales actlan sobre las células con alta tasa de division
mediante la inhibicion del crecimiento y la proliferacion celular. Cabe mencionar que no
solo actian sobre células tumorales sino también sobre células normales y su efecto es
aln mas notorio en células con alta tasa de division (por gemplo, células del foliculo
piloso, médula ésea, tracto gastrointestinal y sistema reproductor) |o que provoca efectos
secundarios y puede comprometer alin més la salud del paciente. Estos efectos van desde
la nausea, el vomito y la diarrea leve hasta dafio a rifion y corazon, descensos en el

numero de leucocitos y problemas de fertilidad, dependiendo del farmaco utilizado.

Dado que la quimioterapia representa una de las opciones més coumnes paar €l
tratamiento del cancer, es de gran importancia el estudio del mecanismo de accion

antitumoral mediante el cual actiian los farmacos.

1.4 Farmacos antitumor ales y mecanismo de accion.

Durante los ultimos afios se han identificado mas de 40 farmacos activos contra el
cancer que tienen diferentes blancosy repercusiones anivel celular (Tabla 1). Algunos de
los f&rmacos comunmente utilizados para quimioterapia son el carboplatino, cisplatino,
ciclofosfamida, doxorubicina, etopdsido, fluoroacil, gemcitabina, irinotecan, metotrexato,

paclitaxel, topotecan, vincristinay vinblastina.



Tabla 1. Niveles de accion de los farmacos antitumorales. Adaptada de Holland y Frei, Cancer Medicine 6.

Blanco (macromol écula) Repercusién celular

Cinasas dependientes de ciclinas, ciclinas, Ciclo celular

inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas.

Receptores esteroides nucleares de lavitaminaD y Diferenciacion celular
retinoides
Bcl-2, p53, TRAIL, Fas, etc. Apoptosis
VEGFR, integrinas endoteliales Angiogénesis
Receptor del factor de crecimiento tipo insulina Receptores de sefializacion de la superficie celular

(IGF), receptores de la familia ErbB, C-kit

M etal oproteinasas de la matriz y receptores de Metéstasis
guimiocina
BCR-ABL, ras, raf, MAPK, cinasa P13, m-TOR, Elementos de sefializacion intracel ular
Scr, proteina cinasa C, proteinas STAT, FAK, ALK,
cinasas INK
Hormona esteroide No. 4 Factores de transcripcion nuclear
CD20 Antigenos de superficie

L os farmacos antitumorales se han dividido por su nivel y blanco de accion en:
1) Agentes que tienen efecto sobre los acidos nucléicos.
2) Modificadores de enzimas metabdlicas o de sefidizacion celular.

3) Farmacos que gjercen su accion sobre los microtubul os.

Algunos de los mecanismos por los cuales los farmacos antitumorales actlan sus
blancos son: acuacién, hidrdlisis, poliglutamilacién, fosforilacion, fosforibosilacion,
oxidacion y reduccion microsomal, demetilacion, alquilacion y acetilacion (Holland y
Frei, 2003). A continuacion se describen algunos de los mecanismos comunes en
farmacos anticancerigenos.

a) Acuacion. Serefiere alareaccion en la que se incorporan moléculas integrales de
agua en otra molécula, en este caso el farmaco anticancerigeno. La reaccion de
acuacion puede o no implicar el desplazamiento de uno o méas &omos de
cualquiera de los dos reactantes. Los farmacos que actian mediante este
mecanismo tienen una esfera de coordinacion de platino (Pt) en su estructura.

Ejemplos de f&rmacos que gjercen su efecto citotoxico mediante acuacion son el



cisplatino y el carboplatino en los que la reaccion con el agua es necesaria parala
interaccién posterior con €l ADN.

b) Fosforilacion. Las fosforilaciones son modificaciones covalentes importantes en
la regulacion de muchas vias metabdlicas, incluyendo aguéllas involucradas en la
progresion del ciclo celular. La fosforilacion o defosforilacion de una enzima
puede determinar su activacion o desactivacion. Algunos farmacos
anticancerigenos acttian a nivel de fosforilacién parainteractuar con sus proteinas
blanco y modificarlas, alterando asi procesos celulares que pueden resultar en
citotoxicidad.

c) Acetilacion y metilacion. Muchos farmacos ejercen su efecto antitumoral
mediante la induccién de dafios al ADN por metilaciones, acetilaciones y
fosforilaciones. Estas modificaciones afectan directamente la disponibilidad de
los promotores a sus respectivos complejos de transcripcion y como consecuencia
tienen un efecto en la expresion de ciertas proteinas que pueden estar involucradas
en el ciclo celular. Las metilaciones también juegan un papel importante en la
regulacion ciclica de la célula modificando a proteinas reguladoras.

d) Alquilacion. Esta forma de interaccion también es un tipo de modificacion
covalente y es el mecanismo de accion mejor conocido mediante el cual un
farmaco puede dafiar al ADN. La mayoria de los agentes alquilantes tienen dos
entidades capaces de generar una especie cargada de carbono que se une
covalentemente a las regiones de carga negativa del ADN, por ejemplo, los sitios
O° y N’ de la guanina. La interaccion covalente no permite que el ADN esté
disponible para la transcripcién y, por lo tanto, se detiene el ciclo celular y la

célulano prolifera

1.5 Céancer y ciclo celular

1.5.1. Caracteristicas celulares del cancer

Las células tumorales han perdido lainhibicién por contacto, la armonia del ciclo
celular y, cominmente, |la capacidad de regular la muerte celular programada (M CP), por

lo que se pueden dividir indefinidamente y formar metéstasis. La proliferacion



descontrolada de las células tumorales es resultado de la acumulacion de mutaciones en
loci importantes en la regulacién del ciclo, como aquéllos que contienen genes

encargados de la proliferacion y muerte celular.

La pérdida de inhibicion por contacto (inhibicién dependiente de la densidad) es
una de las caracteristicas distintivas de las células tumorales. Las células normales son
reguladas en parte por la disponibilidad de nutrientes y quedan arrestadas en la fase G,
del ciclo celular cuando no hay suficientes nutrientes. En cambio las células tumoraes

contindan dividiéndose alin cuando |os el ementos esencial es son escasos.

La metastasis resulta de la disminucion de la expresién de proteinas de adhesion,
como la E-cadherina, y de la pérdida en la regulacion célula-célula o matriz extracelular-
célula. Otras dos particul aridades de las células malignas son que secretan proteasas que
digieren medio extracelular |o que les permite invadir con mayor facilidad otros tejidos y
gue secretan factores de crecimiento que promueven la angiogénesis. Las células
tumorales presentan varias caracteristicas que les permiten crecer en cultivo (in vitro) y

que también se pueden encontrar en tumores (in vivo) (Tabla 2).



Tabla 2. Caracteristicas de las células tumoralesin vitro e in vivo. Adaptada de Holland y Frei, 2003.

Alteracionesin vitro

Alteracionesin vivo

Aumento en: la basofilia citoplasmética, nimero y
tamafio de nlcleos, proporcién nucleo:citoplasma;

formacion de cordones y racimos de células.

Mayor expresién de proteinas oncogénicas.

Alteracion en las caracteristicas de crecimiento:
inmortalidad en cultivo, disminucion en los
requerimientos de suero, pérdida de la dependencia
al crecimiento por anclaje y adquisicion de la
capacidad de crecer en agar liquido; pérdida del
control del ciclo celular y resistencia a la muerte

celular programada.

Pérdida de la expresion de proteinas supresoras de

tumores por delecién o mutacion.

Pérdida de inhibicion por contacto

Alteraciones en los patrones de metilaciéon del
ADN.

Cambios en la estructura y funcion de la membrana
celular y pérdida de las interacciones célula-célulay

célula-matriz.

Sobreproduccion de sustancias asociadas al

crecimiento.

Resistencia ante agentes inductores de la

diferenciacion celular.

Aumento en la producciéon o produccién
descontrolada de factores de crecimiento, de

angiogénesis o de crecimiento hematopoyético.

Alteraciones en los mecanismos de sefializacion:
cascadas de fosforilacion y mecanismos de

defosforilacion.

Pérdida progresiva de la proliferacion celular
regulada, incremento en la capacidad de invasiéon y

en la capacidad de formar metastasis.

Capacidad de producir tumores en animales

experimentales.

Alteracion en los patrones enzimaticos (se
sobreproducen enzimas involucradas en la sintesis

de ADN y enzimas liticas)

Produccion de genes relacionados con el desarrollo

embrionario.

Capacidad de evadir la respuesta inmune

antitumoral del huésped.

1.5.2. Ciclo celular

La regulacion precisa del ciclo celular es esencial para que una célula genere

progenie con un genoma intacto y funcional. El crecimiento celular y la replicacion del




ADN deben estar cuidadosamente coordinados para que €l ciclo progrese de manera

armoniosa.

El ciclo celular es controlado en gran parte por las cinasas. En eucariotes estas
proteinas estan reguladas por los factores de crecimiento que gobiernan la proliferacién
celular. En eucariotes este ciclo es mucho mas complejo que en bacterias y tiene 4 pasos
discretos, pero en genera se les puede agrupar en dos. mitosis einterfase. Lamitosisesla
divisién del material genético y el citoplasma de una célula en dos. La interfase
corresponde a 95% de la duracion del ciclo y es durante ésta que el ADN sereplicay se

expresan las proteinas necesarias parala division.

Se describirdn brevemente los pasos del ciclo celular eucariote normal con la
finalidad de enfatizar el contraste entre los ciclos normales y los ciclos de las células
transformadas.

A) Interfase

a) G,;: durante este periodo la célula es metabdlicamente activa, crece, pero no
replica su material genético. La sucesion de G, a S es controlada por puntos de
regulacion que determinan si el ciclo procede o no.

b) G,: este periodo es un lapso de tiempo alternativo a que la célula puede recurrir si
no esta lista para dividirse. Es una fase no ciclica pero metabdlicamente activa en
la que la célula no puede entrar directamente alafase S. Algunos tipos de células
pueden dejar el arresto en G, y continuar con el ciclo pero s6lo mediante
estimul os extracel ul ares rigidamente controlados.

¢) S duranteestafaseel ADN sereplica

d) G,: la célula sigue creciendo y se sintetizan proteinas que se necesitan para la
division.

B) Mitosis
La fase M del ciclo celular corresponde a la division del material genético y el

citoplasma paradar origen aunacélulaidénticaalaoriginal.



1.5.3. Control del ciclo celular en células normales.

Para que €l ciclo celular progrese exitosamente |os eventos sucesivos desde G,
hasta la mitosis deben darse de forma ordenada. No se puede pasar de una fase a la otra
cuando no se han sintetizado |os elementos necesarios para la siguiente etapani sin que la
célula tenga el tamafo adecuado para llevar a cabo la citocinesis. Existen puntos
decisivos de control entre las cuatro etapas del ciclo celular. Estos puntos son sensibles a
circuitos de regulacién intrinsecos (propios de la célula) o extrinsecos (estimulos
ambientales). Ambos circuitos regulatorios pueden activar o inactivar los puntos

decisivos de control (checkpoints) y afectar directamente al ciclo celular.

La transicion entre estos puntos de control depende, a su vez, de una familia de
enzimas que esta constituida por cinasas dependientes de ciclinas (Cdks). Estas enzimas
son altamente conservadas en todos los eucariotes, desde levaduras hasta mamiferos,
dado su papel tan importante en la regulacién del ciclo celular. La holoenzima activa de
la Cdk consiste en una subunidad cataliticay una subunidad de regulacién dependiente de
una ciclina particular. Cada ciclina se sintetiza en diferentes puntos del ciclo: las ciclinas
D,, D, y D;, llamadas ciclina D en conjunto, se expresan durante G, mientras haya
mitégenos presentes; la ciclina E se expresa durante la fase G, y la fase S temprana; la
ciclina A durantelafase Sy G, y laciclinaB en G, y M. La activacion de la unidad
cataliticade la Cdk solo es posible si se ha sintetizado la ciclina correspondiente (Alberts,
B., et al. 2002). Ademas de la sintesis de las ciclinas, la activacion de las Cdks necesita
de la fosforilacién de un residuo de Thr para que se forme el complejo activo cinasa-
ciclina . Esta fosforilacion es catalizada por otra cinasa llamada cinasa activadora de
Cdks (CAK).

Las Cdks también son reguladas negativamente por inactivacion dependiente de
otra cinasa que lafosforilaen su sitio de union a ATP. Estainactivacion puede revertirse

por una fosfatasa especifica



Otras proteinas importantes en la regulacion son las inhibidoras de las Cdks. Estos
inhibidores pueden actuar sobre varias Cdks (p21C1P1, p27K1pl, p57K1P2) o
especificamente sobre el complejo ciclina D/CDK4 o —6 (p161NK4, p151NK4B,
pl81INKA4C, p191NK4D). La sintesis y degradacion de estos inhibidores es resultado de
sefidles anti 0 promitéticas (Alberts, B., et al. 2002).

1.5.4. Alteracionesen €l ciclo delascélulastumorales.

Una de las caracteristicas mas notables de las células tumorales es e descontrol
en laprogresion del ciclo celular, o que resulta en ladivision de células con errores o que
no deberian dividirse mas. Al inducirse un dafio en el ADN las células normales
responden mediante la activacion de sus puntos de control por medio de las Cdks, de la
maguinaria de muerte celular programada y también de la transcripcién de genes de

reparacion de ADN.

El arresto en una u otra etapa del ciclo celular en respuesta a un estimulo depende
de genes supresores tumorales como p53, rb, atmy pten, por nombrar algunos. Las
células tumoral es normalmente tienen mutaciones en estos genes por |o que no detectan

correctamente el dafio al ADN y siguen dividiéndose en condiciones no ideales.

De manera general, las células tumorales pueden seguir dividiéndose ain en
ausencia de los estimulos proliferativos adecuados debido a la activacion incorrecta de las
Cdks, a la expresion de oncogenes y a la delecion o mutacion de supresores tumorales
(Holland y Frei, 2002).

1.6 Cancer y muerte celular.
La muerte celular programada (M CP) es un proceso activo, normal y fundamental

en la embriogénesis, la metamorfosis y la homeostasis de los tejidos durante la vida

adulta (Joza, N., et al. 2001). Ademas de las alteraciones en €l ciclo celular, el cancer se



caracteriza por un desbalance entre laMCP y la proliferacién celular por 1o que estudiar

los tipos de MCP es esencial en la busqueda de alternativas para su tratamiento.

La MCP se ha clasificado dependiendo de sus caracteristicas morfolgicas

nucleares o de los organel os que estan involucrados (Leist y Jaéttela, 2001).

Por lamorfologia nuclear, la M CP puede ser:

a) Apoptosis clasica: caracterizada por cromatina altamente condensada

b)

(condensacion de etapa I1) y formacidn de cuerpos de cromatina compactos y
geométricos. Este tipo de MCP casi siempre es dependiente de caspasas (cistein-
proteasas especificas que participan como iniciadores o efectores del
desmantelamiento celular durante la MCP).

MCP tipo-apoptosis. caracterizada por cromatina menos compacta que forma
estructuras no-geométricas, pero en la que si se observa un grado de
“aglomeracion” de la cromatina (condensacion de etapa |). La mayoria de las
MCPs independientes de caspasas caen dentro de esta categoria, pero se han
reportado casos en los que la MCP es dependiente de caspasas y |la morfologia
nuclear encaja dentro de la M CP tipo-apoptosis (Leist y Jaétteld, 2001).

MCP tipo-necrosis: ocurre sin aparicion de cuerpos compactos de cromatina. En
ocasiones se observan “motas’ de cromatina, pero e grado de compactacion no es
como el de la apoptosis clasica. Adicionalmente, se pueden o no presentar
cambios morfoldgicos de muerte tipo-apoptosis. Cabe mencionar que la MCP
tipo-necrosis sigue siendo un componente de la contraparte a la necrosis, que no

es un tipo de muerte programado o activo y se acompafia con inflamacion.

A pesar de la utilidad de esta caracterizacion de laMCP, la clasificacion de la muerte

celular por la apariencia nuclear es inexacta ya que varios tipos de MCP pueden

converger y tener caracteristicas compartidasy ser o no dependientes de caspasas. ES por

ésto que es més preciso el enfoque de la clasificacion por organelos que participan

durante la MCP. Al caracterizar de manera exacta quiénes participan durante la



iniciacion, progresion y gjecucion de laMCP se puede manipular de forma més atinada el

ciclo celular de las células tumoralesy lograr un acercamiento terapéutico Util.

L os compartimentos celulares que pueden participar durante laMCP son:
a) mitocondria
b) lisosomas
c) membrana plasmética
d) ndcleo
€) citoesqueleto
f) reticulo endoplésmico

El hecho de que estén involucrados varios organel os, en ocasiones simultaneamente,
le da a la célula un seguro de muerte con €l que se garantiza, hasta cierto punto, la
homeostasis de los tejidos. Se han descrito dos vias que pueden ser activadas después del
dafo. La mejor conocida es la ruta mitocondrial, en la que la mitocondria integra las
sefiales de muerte que vienen de los organel os sensores y funciona como g ecutor final,
liberando varias proteinas proapoptoticas. La otra via es la ruta de receptores de muerte.
Esta se activa por medio de proteinas de membrana que, a unirse con adaptadores
intracelulares, activan a proteasas especificas que llevan a desmantelamiento de la célula
(Hengartner, M. 2000).

Ante la activacién del programa de muerte se expresan genes que son clave en la
regulacion del ciclo celular. Durante los procesos patol6gicos también se rompe la
coordinacion entre las sefiales de muerte que vienen de los diferentes organelos y las

células pierden la capacidad de morir ante el dafio o mueren de forma descontrolada.

LaMCP mejor descrita es |a apoptosis dependiente de caspasas. Sin embargo, se sabe
gue varios tipos de MCP no involucran a estas proteasas cléasicas de |la apoptosis. De
hecho, laMCP puede ocurrir en la ausencia total de caspasas (Jéétteld, M., et al., 2004) o
por vias independientes de la mitocondria'y provocar cambios morfol 6gicos tipicos de la

apoptosis, como lazeiosis y lafragmentacion del ADN. Se ha sugerido que estas MCPs



independientes de caspasas funcionan como una segunda linea de defensa ante el dafio

cuando las caspasas son inhibidas en condiciones experimentales, normales o patol dgicas.

Las caspasas pueden ser inhibidas por agentes farmacol6gicos en condiciones
experimentales o0 in vivo por varios estimulos represores como proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs), proteinas virales, estrés oxidativo o0 nitrosativo, otras proteasas y
agotamiento de las reservas de ATP. Al ser inhibidas |as caspasas, pueden activarse unao
varias de las rutas alternas de MCP y provocar la externalizacion de la fosfatidil-serina,
(en condiciones normales se encuentra en la cara interna de la membrana celular). Esto
marca a la célula para su posterior fagocitosis. Dado que esta importante sefial de
fagocitosis esta desacoplada de |a activacion de las caspasas en varios modelos (Leist y
Jaétteld, 2001) se puede pensar que en diferentes condiciones fisiologicas, normales o
patol bgicas, es posible observar el mismo resultado como producto de varias vias o la
combinacion de éstas. Se pueden activar programas de muerte independientes de la
mitocondria pero dependientes de caspasas y viceversa; ambos casos pueden provocar

cambios morfol 6gicos muy similares.

Al desencadenarse una via de MCP independiente de caspasas también se procesa
el contenido celular, razén por la cual se observan cambios morfoldgicos similares a la
apoptosis cléasica. Los cambios son mediados por factores alternativos que se activan por

lavia de los receptores de muerte o la ruta mitocondrial.

Durante la activacion por receptores de muerte membranales participan
principalmente Fas (CD95, Apo-1) y TNFR1 (receptor para el factor de necrosis
tumoral). Se ha sugerido que estas proteinas pueden llevar ala MCP por su participacion
en rutas como Fas-Daxx-ASK1-JNK1/2 0o TNFR1-ROS-ASK 1-INK.

A partir de sefiales mitocondriales también se pueden encender rutas de MCP
independientes de caspasas. La participacion de la mitocondria en este caso estd mediada
por proteinas de la familia Bcl2-BH3 (Bax, Bak, Bad, Bim como promotores de la

permeabilizacion de la membrana; Bcel-2'y Bcl-,, , como inhibidores de la apertura de los



poros mitocondriales) que se translocan a la membrana mitocondrial al iniciarse el
programa de muerte. En la gjecucién de la MCP independiente de caspasas también estan
involucradas proteinas del espacio intermembranal que se liberan a citosol ante la sefial
de muerte. Entre estas Ultimas destacan AlF (factor inductor de apoptosis), especies
reactivas de oxigeno (ROS), HtrA2/Omi (serin-protesasa mitocondrial), Ca™ vy la

endonucleasa G (endoG).

El calcio es un cation que participa como mensajero en muchas rutas bioquimicas
y puede ser parte de sefiales de muerte o de proliferacion. Un gjemplo reciente de la
participacion del calcio en un programa de muerte independiente de la mitocondria, pero
dependiente de caspasas, estd en € del trabgjo de Hu, Q., et al. 2005 . Este grupo reporto
gue, ante el dafio provocado por una alta concentracion de W-7, el calcio es liberado del
reticulo endoplasmico y actlla como mensgjero de muerte en células HeL a. En este caso
el calcio liberado hacia €l citosol provoca la activacion de las calpainas que, a su vez, se
translocan a la membrana del reticulo endoplasmico y escinden a la pro-caspasa-12
(proteasa especifica del reticulo endoplasmico). La caspasa-12 puede activar a la pro-

caspasa 8 y alapro-caspasa 3 de forma citocromo c- y caspasa 9-independiente.

Existen otros efectores de muerte que trabajan independientemente de las
proteinas tipicas de MCP. Entre ellas, AIF, que es una flavoproteina mitocondrial
conservada evolutivamente desde invertebrados hasta mamiferos. AlF se encuentra como
una proteina soluble del espacio intermembranal de la mitocondria pero puede liberarse
hacia el citosol y translocarse a nlcleo ante la activacion de ciertos programas de muerte
celular. Ademas de su participacion en programas de muerte celular se sabe que tiene
actividad de oxidorreductasa por lo que también es importante en la tolerancia al estrés
oxidativo (Cregan, S.P et al. 2004).

AIlF fue descubierta originamente en sobrenadantes derivados de mitocondrias en
las que se habia inducido la permeabilizacion de la membrana. En este modelo libre de

células, AIF fue capaz de inducir la condensacion de la cromatina y fragmentacion



internucleosomal del ADN en nicleos aislados de células HeL a por lo que se comenzé a

estudiar como una proteina potencia mente pro-apoptotica (Susin, S et al. 1996).

AIF es una molécula esencia durante la primera oleada de muerte celular del
desarrollo embrionario y morfogénesis murinos; es crucia en el desarrollo temprano de
los mamiferosy en las células deficientes de los componentes del apoptosomay caspasas.
AIF puede desencadenar un tipo de MCP con caracteristicas estructurales de la apoptosis
independientemente del apoptosoma y de las caspasas (Joza, N., et al. 2001). Una vez
liberada, AlF se transloca a nucleo y se une a ADN de forma secuencia-independiente
donde induce cambios nucleares y recluta endonucleasas que provocan la fragmentacion
del ADN a gran escala (50Kb) de forma caspasa-independiente. Este tipo de
fragmentacion es caracteristico de la accidon de AlF y se diferencia de la fragmentacion

oligonucleosomal tipica de la actividad de caspasas.

Evidencias que apoyan el papel caspasa-independiente de AlF se encuentran en
los trabajos de Joza (2001) y Cregan (2002). En el modelo de cuerpos embionarios
murinos de Joza se comprobo que la adicion de un inhibidor general para caspasas (z-
VAD.fmk) no previno la muerte celular ni la formacion de las cavidades durante el
desarrollo embrionario in vitro. Mas adelante, Cregan et al. demostraron que, en su
modelo de neuronas murinas, la adicion de otro inhibidor de caspasas (BAF) no causd

decrementos significativos en el nimero de células con ADN fragmentado.

Por otra parte, recientemente se reporté que en células MCF-7 deficientes en pro-
caspasa 3 se regula a la alta la expresion de Bax y AlF después del tratamiento
combinado de doxorubicina (0.1 pug/mL) y paclitaxel (0.1 pg/mL). En este caso la
liberacién de AIF funciona como una ruta de muerte alterna a la MCP dependiente de
caspasa 3 y provoca la g ecucion del programa de apoptosis (Zoli, W., et al. 2005). En €
mismo estudio se reporta una apoptosis no dependiente de AIF en la linea celular de

mama BRC-230, en la que si se expresa la pro-caspasa 3.



Con respecto alaregulacion de AlF anivel transcripcional, se ha encontrado que
el gen aif tiene elementos de respuesta a p53 y que es reglado positivamente por éste. La
regulacion p53-dependiente no necesariamente implica un aumento de la proteina P53,
mas bien, la transcripcion de aif se regula por niveles basales de P53 y, de esta forma,
células que tienen €l gen silvestre de p53 podrian ser capaces de activar una via alterna de
MCP ante el dafio (Stambolsky, P., et al. 2006). Sin embargo, AlF tiene que sufrir
cambios postraduccionales para ser liberado de la mitocondria 'y, més alin, ser procesada
antes de translocarse al nucleo (Otera, H., et al. 2005).

La endonucleasa G también es una proteina mitocondrial mediadora de la MCP.
Ante el dafio por estrés oxidativo o activacion de los receptores de muerte membranal es,
endoG se libera de la mitocondriay se transloca al nucleo provocando |a fragmentacion
internuclosomal del ADN de forma caspasa-independiente (Kim, J.T., et al. 2002). Se ha
encontrado que endoG se transloca de la mitocondria a nucleo donde induce la
fragmentacion del ADN independientemente de las caspasas (Li et al. 2001). En un
modelo de C. elegans se demostré que tanto el homdlogo de la endoG (CPS-6) como €l
homologo de AIF (WAHL1) interactian ante los estimulos de muerte. WAH-1 se une a
CPS-6 y potencia su actividad de endonucleasa. A este complgjo WAH-1/CPS-6 se le ha
[lamado degradasoma pero sdlo se ha descrito en C. elegans. No se ha reportado tal
interaccion en células de mamifero donde se especula que pueden participar otras

endonucleasas rio-abajo de AlF.

Durante la activacion de vias independientes de caspasas también participan otras
proteasas como las cistein-proteasas (cis catepsinas o0 calpainas) o las serin-proteasas,
granzimas, catepsina-D o el mismo proteosoma. Algunas de estas son liberadas de otros
organelos, como €l reticulo endopldsmico o los lisosomas por 1o que se entiende que la
célula, ademés de tener mas de una forma de morir, tiene mas de una manera de percibir

el dafo.



1.6.1.Apoptosis clasicay cancer

La apoptosis es solo una de las formas de llevar a cabo laMCP y es un recurso
normal de homeostasis. Las caracteristicas morfol gicas generales de la apoptosis clasica
son la reduccion del tamafio del citoplasma, la condensacion de la cromatina y la
formacion de cuerpos apoptoticos con fragmentos de ADN. La degradacion del ADN a
nivel de nucleosomas (fragmentacion oligonucleosomal), la formacion de capullos
(zeiosis) y la exposicion de la fosfatidil-serina hacia el espacio extracelular también son

cambios tipicos de la apoptosis clasica (Leist y Jaétteld, 2001).

La apoptosis es una muerte silenciosa y limpia ya que, cuando ocurre in vivo, la
célula apoptética es fagocitada por |os macrofagos y no se desencadenan las respuestas

de inflamacion caracteristicas de la muerte accidental (necrosis).

Como se menciond en parrafos anteriores, las células normales, ante ciertos
estimul os, disparan la cascada de eventos de muerte celular o quedan arrestadas en alguna
de las fases del ciclo en espera de la reparacion del dafio, si es que hay alguno. Por €l
contrario, en la mayoria de las canceres la maquinaria de apoptosis es defectuosa como
resultado de una serie de mutaciones adquiridas que no permiten la correcta activacion de
los puntos de control del ciclo celular ni la activacion de la apoptosis cuando ésta es
necesaria, es decir, son resistentes a la apoptosis y no detienen el ciclo celular ain ante €l
dafio (Hanahan, D. y Weinberg, R.A., 2000). Por lo anterior, alas células malignas se les

considerainmortales.

Algunas de las mutaciones que les confieren resistencia a la apoptosis son la
translocacién del gen bcl-2 (que previene la apoptosis y también hace a las células
tumoral es resistentes a los efectos citotdxicos de ciertos compuestos) y las alteraciones en

otros genes como c-myc, p53, pteny c-fos.



1.6.2. Farmacos antitumor alesy apoptosis.

Como se puede ver, lainduccion de la apoptosis constituye una forma de regular
la progresion del cancer. La muerte MCP es un proceso gque puede ser inducido por
ciertos compuestos antitumorales (Ryungsa, et al., 2002). Se ha reportado que la
activacion de la apoptosis es uno de los mecanismos de accion de los farmacos

antitumorales y su citotoxicidad depende de esta activacion.

El entendimiento a nivel molecular va més alla de la busgueda de farmacos con
potencial antitumoral, sino que también se debe considerar el disefio de estrategias para
esquivar los problemas derivados de la resistencia que generan las células tumorales
debido a la acumulacién de mutaciones (Richter, et al., 2005). La informacion del
mecanismo molecular en células malignas ha cambiado la forma de tratar el cancer: las
aproximaciones convencionales de quimioterapia tienen como blanco a todas las células
en division, lo que aumenta el riesgo de toxicidad colateral (por jemplo, sistema inmune
deprimido). Por lo anterior es muy importante entender como se activa la maguinaria de
la apoptosis después del dafio o la aplicacién del farmaco (Makin & Hickman, 2000). La
resistencia a los farmacos es un problema clinico que tiene bases moleculares lo que

suma importancia a este Ultimo tipo de estudios.

Desde hace més de una década se conocen algunos genes y proteinas activadoras
de la apoptosis. De los principales genes implicados en |la apoptosis se encuentra €l
transactivador p53, un gen supresor tumoral con varias proteinas efectoras que son clave
en la respuesta celular al dafio genotoxico inducido por farmacos. p53 codifica una
proteina cuya inactivacion es uno de los pasos universales en el desarrollo del cancer
(Lane, D.P., 1992). Otras proteinas como las de la familia Bcl-2 (proteinas
antiapoptoticas y proapoptoticas), y las caspasas también juegan un papel decisivo en €l
destino de una célula (Makin, G. 2000).

Como se menciond en parrafos anteriores, se conocen dos rutas por medio de las

cuales los compuestos anticancerigenos pueden inducir apoptosis: una via que implicaa



los receptores membranales y otra que es independiente de estas proteinas. Ambas rutas
estan relacionadas con la liberacidon del citocromo ¢ (cyt-c). Esta ultima proteina
mitocondrial funciona como un interruptor que prende o apaga la maquinaria de muerte
celular pero, a su vez, esta regulada por la interaccion de proteinas proapoptoticas (Bax,
Bid y Bak), antiapoptoticas (Bcl-2 y Bcl-x,) e inhibidores de la apoptosis (IAPs). Los
mecani smos mencionados representan una via claramente mitocondrial dependiente de la

liberacion del cyt-c en muchos casos.

El conocimiento de estas rutas y de sus activadores y represores puede ser
aplicado para desarrollar estrategias que regulen positivamente a las proteinas
proapoptdticas e inhiban la expresion de las antiapoptéticas. También se pueden disefiar
métodos con los que se incremente la sensibilidad de las células malignas a los farmacos

utilizados.

La gran cantidad de factores que intervienen en la apoptosis, ademas de hacerlo
un proceso complicado, proporciona a los investigadores una amplia gama de blancos
mol ecul ares potencia mente terapéuticos. Las investigaciones no solo se han enfocado en
el estudio de la cascada mitocondrial, sino que también se han buscado blancos en las
vias de sefializacién membranal que se encuentrario abajo de |los receptores de muerte.
También se han realizado estudios con inhibidores Cdks, lipoxigenasas y caspasas
(efectoras y activadoras). Algunos de éstos con € fin de promover la apoptosis y otros de
inhibirla, dependiendo de cual sea la enfermedad que se esta tratando, ya que las
alteraciones a nivel de apoptosis también pueden llevar a otras enfermedades cronico-
degenerativas como el mal de Parkinson. En cualquiera de los casos los mejores
compuestos son aquéllos que permiten la inhibicion especifica de células danadas y

causan menos efectos secundarios (Bamford, et al., 2000).

La actividad citotdxica es, por lo tanto, una caracteristica que se busca en los
compuestos que se prueban como anticancerigenos. Estudios previos han demostrado que
varios agentes anticancerigenos actlan a nivel de apoptosis (Kaufmann & Earnshaw,

1989), por g emplo, ciertos antimetabolitos (cytarabina, fludarabina, gemcitabina,



hidroxiurea), agentes que fragmentan al ADN (bleomicina), agentes que se entrecruzan
con el ADN (cisplatino, clorambucil, ciclofosfamida, mostaza de nitrdgeno), agentes
intercalantes del ADN (adriamicina, mitoxantrona), inhibidores de la sintesis protéica (L-
asparaginasa, cicloheximida, puromicina, toxina diftérica), inhibidores de la
topoisomerasa | (camptotecina, topotecan) e inhibidores de la topoisomerasa ||

(etopdsido y tenipdsido).

1.7 Cumarinas

Las cumarinas (1,2-benzopironas) son metabolitos secundarios muy comunes en
plantas que se han utilizado como aromatizantes, jabones y saborizantes. Constituyen €l
compuesto organico base de una clase de fitoquimicos que ha despertado €l interés de la
comunidad cientifica por sus propiedades anti-inflamatorias, anticoagulantes,
antimutagénicas, antioxidantes, vasodilatadoras y citotoxicas, ademas de su uso en
tratamientos contra el VIH. Las cumarinas se pueden obtener de varias plantas (lavanda,
fresas, trébol dulce y canela) o pueden sintetizarse a partir de la fenilalanina. El nicleo
basico de la cumarina consiste en dos anillos fendlicos insaturados con dos atomos de

oxigeno en lasposiciones 1y 2 (figura 1).

Figura 1. Nucleo basico de la 1,2-benzopirona (cumarina).

El ntcleo de benzopirona se puede hidroxilar metabdlicamente en la posicién 7
para dar como producto la 7-hidroxi-cumarina (umbeliferona). Otras cumarinas
hidroxiladas (6,7 —dihidroxicumarina o esculetina; 7-hidroxi-6-metoxicumarina o

escopol etina) también se encuentran comunmente en la natural eza.



Latoxicidad de las cumarinas y compuestos derivados se reportd por primera vez
a principios del siglo XX en animales de granja a los que se les alimentaba con trébol
dulce (Melilotus alba) mohoso. Cuando el moho invade a trébol dulce se produce el
metabolito bis-hidroxicumarina por la oxidacién de la cumarina a 4-hidroxicumarina que
€s un agente anticoagulante causante de hemorragias y sintomas asociados. Fue hasta
1939 que Campbell & Link identificaron a este agente activo en la descomposicion del
trébol dulce.

L as cumarinas pueden ser simples o compuestas dependiendo de los sustituyentes
gue tenga el nucleo de benzopirona. Las cumarinas compuestas pueden tener
sustituyentes variados tales como furano, pirano, acilo, prenilo, fenilo, hidroxi o grupos
nitrogenados. Las furanocumarinas son compuestos tOxicos que se encuentran
generalmente en las familias Apiaceae y Rutaceae. Se sabe que su toxicidad aumenta en
presencia de la luz ultravioleta'y que su principal modo de accion es por union a ADN

(aunque también se ha encontrado que interacttia con lipidos y proteinas).

Las alquil y fenil cumarinas, como su nombre indica, tienen grupos alquilo o
fenilo asociados. Se ha reportado que las fenilcumarinas tienen actividad como

inhibidoras de latranscriptasareversaen el virus HIV-1.

Las cumarinas hidroxiladas (hidroxicumarinas mono o dihidroxiladas) tienen
actividad anticoagulante y algunas, como la esculetina tienen actividad de inhibicién de
laviabilidad celular (Chia-Yih Chu, et al., 2001).

1.7.1 Mecanismo de accion y relacién estructura-actividad de las cumarinas.

Finn, Creaven & Egan (2001) estudiaron el potencial citotoxico y la toxicidad
selectiva de cumarinas sintéticas y naturales utilizando células epitaliales neoplasicas y
normales de humano. Los autores encontraron que el potencial citotoxico de las

cumarinas depende de la naturaleza y posicion de |os grupos sustituyentes.



La cumarina tiene efectos antitumorales in vivo y citostéticos in vitro. Al
metabolizarse se monohidroxilay los productos resultantes poseen tiempos de vida media
significativamente mas largos en humano, |o que hace pensar que la actividad se debe a

sus metabolitos monohidroxilados.

Jiménez-Orozco, et al. (1999), trabgaron con 3-, 4-, 6-, y 7- y 8-
monohidroxicumarinas y sus acetatos y metil-éteres. Se determind su efecto citostatico in
vitro en fibroblastos y melanoma (B16-F10) de raton. En este estudio se encontré que los
derivados con sustituyentes tienen mayor actividad citostatica que la cumarina simple
(IC,, de 30-40 pg/mL paralas cumarinas compuestas mas activasy de 280 pg/mL parala

cumarina simple), apoyando la hip6tesis de larelacién estructura-actividad.

Aunqgue la actividad bioldgica de las cumarinas y algunos de sus derivados més
complejos parece estar basada en €l nicleo de la cumarina (Finn, et. al., 2002), los
antecedentes indican que el nUmero y tipo de sustituyentes y el grado de hidroxilacion si
juegan un papel importante en la intensidad de la actividad antiproliferativay citotéxica,

hecho que hallevado a estudio exhaustivo de este tipo de compuestos.

Un trabajo que demuestra la relaciéon estructura-actividad en 21 cumarinas
diferentes es el de Kawaii, et. al. (2001). Los resultados demuestran que la entidad 6,7-
dihidroxi juega un papel importante en la actividad antiproliferativa de los compuestos.
Chia-Yih Chu et al. (2001) demostraron que la esculetina induce la fragmentacion del
ADN y otros cambios morfol 6gicos que se consideran caracteristicos de la apoptosis en
células HL-60, después de 24 horas de tratamiento con € farmaco (100 uM). Ademas, la
esculetina también reduce la expresion de la proteina antiapoptética Bel-2 y activaala

cisteina-proteasa CPP32 (una caspasa-3 efectora).

L 6pez-Gonzalez et al. (2004) también trabajaron con una cumarina hidroxilada
(7-hidroxicumarina o umbeliferona) en lineas celulares de carcinoma pulmonar
(NSNLC). Reportaron lainhibicién de la proliferacion celular, arresto del ciclo celular en

la fase G, e induccion de apoptosis con los cambios morfologicos celulares



caracteristicos. Uno de los resultados més importantes de este estudio fue que la 7-
hidroxicumarina tuvo mayor actividad citostética que la cumarina simple en 7 lineas
celulares de cancer pulmonar (1C,, = 50-136 pg/mL parala 7-OH-cumaring; 1C,, = >160
pg/mL para cumarina simple) apoyando la nocidn de que existe una relacion entre la

estructura quimicay laactividad biol6gica.

En 2001, el grupo de Xue-Li Liu probé que la escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-
cumarind) inhibe la proliferacion celular e induce apoptosis en células PC, (cancer de
prostata humano), PAA (cancer de pulmon humano) y Hel a (cancer de cérvix humano).
Las IC,, para la escopoletina en las tres lineas celulares son de 157, 154 y 294 ug/mL,
respectivamente. Estos resultados son congruentes con los del grupo de Lopez-Gonzalez
en lo que respecta a la actividad citotoxica en el cancer de pulmén y también apoyan la
relacion estructura-actividad. La actividad selectiva de los compuestos antitumorales es
una caracteristica que se debe considerar en la busqueda de farmacos anticancerigenos

para disminuir los efectos secundarios.

Por otra parte parte, Kawaii et al. (2001) trabagjaron con 33 cumarinas compuestas
(isopenteniladas y sus derivados con sustituyentes pirano y furano) en varias lineas
celulares normales y tumoral es buscando efectos antiproliferativos. Este grupo establecio
gue las pirano- y furanocumarinas tienen una gran actividad antiproliferativa en células

tumorales pero poca actividad en células normales.

Finn et al. (2002) reportaron la actividad citotoxica de las cumarinas compuestas
6-nitro-7-hidroxicumarina y 7,8-dihidroxicumarina en células de carcinoma renal
humano y células del tubulo proximal no-tumorales. Los autores demostraron que la
citotoxicidad es selectiva en estos modelos (IC,, de 44 y 4.3 pM para la 6-nitro-7-
hidroxicumarina y la 7,8-dihidroxicumarina, respectivamente, en adenocarcinoma renal,
A-498, y de >500 puM para ambos farmacos en células renales normales). Estos
investigadores reportaron la toxicidad selectiva de otras cumarinas hidroxiladas (como la
umbeliferona) en melanocitos malignos y en fibroblastos humanos normales. Se

demostré que las cumarinas hidroxiladas y con sustituyentes nitro poseen toxicidad



selectiva dependiente de ladosis y el tiempo de exposicién. Este mismo grupo encontré
gue las cumarinas preniladas ateran la morfologia nuclear. En 2003 retomaron el estudio
de la 6-nitro-7-hidroxicumarina y probaron que este compuesto también altera la
progresion del ciclo celular dando lugar a la aparicion del pico sub-G, y la disminucién

delaexpresion delaciclinaD,.

Basandose en estos antecedentes se pueden subrayar dos caracteristicas deseables
paralos farmacos potencialmente anticancerigenos): 1) que su actividad sea selectivay 2)

gue tengan més de un sustituyente reactivo.

1.7.2. Obtencién de cumarinas.

Diferentes tipos de cumarinas han sido aisladas previamente de especies de
arboles tropicales como Calophyllum brasiliense y Mammea americana. El grupo de
Kakuko Y asunaka, en 2004, aisl6 compuestos activos de diferentes plantas medicinales
mexicanas para determinar su potencial como agentes antibacterianos. Entre estos
compuestos se aislé la cumarina A/AA. La cumarina A/AA (figura 2) fue extraida por €l
grupo de Y asunaka de | as cascaras del fruto de la Mammea americana (zapote Domingo).
Esta planta se ha utilizado ampliamente en medicina popular para tratar enfermedades
cutaneas y fiebre (Y asunaka, et al., 2005). El extracto obtenido se disuelve facilmente en

compuestos organicos, atemperatura ambiente.

Figura 2. Estrucutra de la cumarina A/AA(cumarina A/AA). Tomada de K. Yasunakaet al., 2005



Este mismo grupo reporté que la cumarina A/AA tiene una gran actividad
antibacteriana contra Saphylococcus aureus. Esta actividad fue mucho mas alta que la de
la oxacilina, un potente antibidtico utilizado ampliamente en el tratamiento de infecciones
por S. aureus. Por otra parte se ha propuesto que la A/AA, por su estructura complejay

su actividad biol 6gica, también podria ser un buen candidato paralaterapia antitumoral.

. Objetivos

1. Objetivo general: Probar la actividad citotoxica y analizar el mecanismo
de accién antitumoral de la cumarina A/AA en células tumorales.
2. Objetivos particulares:
a) Determinar la IC,, de la cumarina A/AA en lineas celulares humanas (Hel a,
Calo, SW480 y SW620).
b) Analizar € efecto delacumarina A/AA en un modelo de células normales.
¢) Analizar si la cumarina A/AA provoca la fragmentacion del ADN en las lineas
celulares que sean sensibles al tratamiento.
d) Determinar el efecto dela A/AA enlaprogresion del ciclo celular.
€) Evaluar laexpresion de las proteinas Bax, Bcl2, caspasa 3y AlF.
f) Analizar el proceso de muerte celular por vias de muerte no clésicas, como la

liberacién de la proteina AIF en las células tratadas con la cumarina A/AA.

[Il.  Hipoétesis

Se sabe que las cumarinas compuestas tienen una relacion estructura-actividad citotoxica
dependiente del nimero y tipo de sustituyentes. Dado que la cumarina A/AA es una
cumarina compuesta, se espera que tenga actividad citotéxica en diferentes lineas
celulares y provoque cambios que alteren el patrén de expresiéon normal de proteinas

antiapoptéticas y proapoptaoticas, induciendo de este modo muerte celular programada.



Justificacion

El mecanismo de accion antitumoral de cumarinas complejas no ha sido
establecido con claridad. Hay evidencia de que las cumarinas complejas inhiben la
proliferacion celular por medio de la apoptosisy € arresto en lafase G, del ciclo celular.
Sin embargo también se deben considerar alternativas en las vias de muerte, incluso no
descartar la posibilidad de que el proceso de muerte sea de tipo necrético o a través de
una MCP tipo-apoptosis. La caracterizacion del mecanismo de accién de los farmacos

con potencia farmacol 6gico abre |la gama de posibilidades de sus usosy restricciones.

En el presente proyecto se plantea la investigacion de la actividad citotoxica y
mecanismo de accidon antitumoral de una cumarina compleja (cumarina A/AA) en
diferentes lineas celulares de cancer, incluyendo una linea de cancer cérvico-uterino. Si
bien en experimentos anteriores se demostré que la cumarina A/AA induce la
fragmentacion del ADN, se espera demostrar |a participacion de proteinas pro y anti
apoptaoticas. Finalmente, con estos resultados se podré proponer un mecanismo de accion
antitumoral paralacumarina A/AA lo que representara un avance en € campo de estudio

del mecanismo de accion de cumarinas compl gjas.



Material y métodos

5.1 Cultivo celular y lineas celulares utilizadas.
5.1.2. Materia parad cultivo

Se utilizaron las lineas celulares humanas HelLa y Calo (carcinoma
cervical); SW480 (adenocarcinoma de colon) y SW620 (metastasis de
linfoma en colon humano).

Medio DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium, GibcoBRL, Life
Technologies™) liquido y suplementado con 10% suero fetal bovino,
antimicotico/antibidtico, piruvato de sodio y aminoécidos esenciales
(Gibco™).

Campana de flujo laminar vertical u horizontal.

Cajas Petri desechables, estériles, de 30y 90 mm.

PBS/EDTA estéril.

Incubadora a 37°C, 5% CO,, en condiciones de humedad constante.

5.1.3. Técnicade cultivo celular.

Las células fueron cultivadas en medio DMEM hasta que alcanzaban una

confluencia de al menos 80%; entonces eran propagadas (enjuagues y raspado celular con

PBS/EDTA) a cajas de cultivo nuevas con medio fresco y se utilizaban en los

experimentos.

5.2 Ensayos de citotoxicidad (I1C,)
5.2.1. Material parael ensayo de MTT

Dimetilsulféxido (DM SO)

Reactivo de MTT [2.5 mg/mL] (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro de
difeniltetrazolio) disuelto en PBS/EDTA estéril.

Taxol (Paclitaxel) [0.25 uM].

Medio DMEM.



Cumarina A/AA (cumarina) disuelta en DMSO a diferentes
concentraciones. La cumarina A/AA fue obtenida en el |aboratorio del Dr.
Reyes-Chilpa, en €l Instituto de Quimica, UNAM.

Pacastipo ELISA de 96 pozos.

5.2.2. Ensayo de MTT (Mosmann, 1983)
Para evaluar la citotoxicidad el compuesto cumarina A/AA se utilizo la técnica

colorimétrica de MTT. El fundamento de esta técnica consiste en que las mitocondrias

activas de células viables reducen la sal de tetrazolio (MTT) a cristales de formazan

solubles en DM SO. Esta reduccién se puede medir mediante un espectrofotémetro

porque hay un cambio de color de amarillo intenso a morado obscuro.

5.2.3. Procedimiento de latécnicaMTT.

Se sembraron ~6,000 células en cada pozo de la placade 96 y se completd
cada pozo hasta un volumen de 200 pL con medio DMEM fresco.

Se incubaron por 24 horas a 37°C bajo las condiciones normales de cultivo
mencionadas en parrafos anteriores.

Se prepararon diluciones seriales del farmaco [1,5,10,20,40 y 60] uM en
medio DMEM.

A las 24 horas de incubacién se adicionaron 50 UL de estas soluciones de
cumarina A/AA a cada pozo. Como controles negativos se agregaron en
los pozos respectivos: 50 pL de medio DMEM fresco, 50 uL de DMSO
disuelto en medio DMEM (la cantidad de DM SO fue determinada como el
volumen mas alto que se utilizd para disolver la mayor concentracion de
f&rmaco en cada experimento); como control positivo se disolvié Taxol en
medio DMEM para una concentracion final de 0.25 uM en cada pozo.
Seincubaron las célulaspor 48y 72 h.

Después de los tiempos de incubacion correspondientes se retird el medio
y se adicionaron 180 uL de medio DMEM fresco y 20 uL del reactivo
MTT.



Las células se incubaron 4 horas bajo las condiciones ya mencionadas y,
transcurrido este tiempo, se retir6 el medio/MTT y se disolvieron los
cristales de formazan en 250 uL de DM SO.

Laabsorbancia se ley6 en un lector de ELISA a550 nm.

Se calcul 6 €l porcentaje de inhibicion para cada concentracion de farmaco
y paralos controles tomando como referencia la absorbancia méxima del
control negativo “medio”. La férmula empleada para el porcentaje de
inhibicion es: %inh = 100-(100 * absorbancia observada/ absorbancia del
control negativo).

La IC,, se determind utilizando el programa de célculo OriginPro 7.0

(RockWare, Inc) y gjustando los datos a una curva sigmoidal.

5.3 Determinacion de la fragmentacién de ADN por TUNEL (Tdt-mediated dUTP Nick

End Labeling)

5.3.1. Materia y reactivos para el ensayo de TUNEL

Paquete comercial paralatécnicade TUNEL (in situ cell death detection
kit, fluorescein, Roche®)

Taxol 0.25 uM

DMSO

CumarinaA/AA (30 uM) disueltaen DM SO
ADNsa (1 pg/mL)

Paraformaldehido al 4%

PBS estéril y frio

Triton X-100 a 0.1% en citrato de sodio 0.1%
Medio de montaje Dako

Solucién bloqueadora (0.3% H,O, en metanol)
Cajas de reaccion de 12 pozos

Bisturi, pinzas, pipetas, cubreobjetosy portaobjetos estériles.



5.3.2. Ensayo de TUNEL de GorczycaW. et al., 1993.

Para determinar si el tratamiento con cumarina A/AA induce fragmentacion del

nucleo (endonucledlisis) se utilizé la técnica de TUNEL cuyo fundamento es que la

enzima desoxinucleotidil-transferasa Terminal (TdT) cataliza la adicién molde-

independiente de nucledtidos modificados (en este caso marcados con fluoresceina) a los

extremos 3'-OH de ADN de cadena sencillay doble. De esta manera quedan marcados

por fluoresceina los fragmentos de ADN producto de la degradacion nuclear y éstos

pueden ser detectados por microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo.

5.3.3. Procedimiento.

Las células se sembraron a una densidad de 400,000 en cgjas de 6 cms en
las que se colocaron 5 cubreobjetos y 4 mL de medio DMEM. Asi se
incubaron durante 24 hrs. Se consideraron los controles DM SO
(disolvente) y taxol 0.25uM.

Después de la incubacion se agrego la cumarina A/AA 30uM, el DMSO o
el taxol a las cajas correspondientes y se incub6 con los compuestos
respectivos por 12, 15, 20, 24, 48y 72h. A la hora indicada se retiro el
medio y se fijaron las células utilizando paraformaldehido al 4%.

Seretird e paraformaldehido y se lavaron |os cubreobjetos con PBS frio.
Los cubreobjetos se colocan en cagjas de reaccion y se incuban con los
reactivos correspondientes: para el control positivo de la técnica se utiliza
ADNSsa (1pg/mL) y para €l control negativo se ponen todos |os reactivos
excepto laTdT.

Sevuelve alavar con PBSy se bloguea con CH,OH y H,0O,.

Se hace otro lavado con PBS y se permeabiliza por 2' en cama de hielo
utilizando triton X-100 0.1% en citrato de sodio 0.1%.

Se lava con PBS y se agrega la mezcla de TUNEL con la que se dgjan
incubando las muestras por 1hr a 37°C, en camara himeda.

Se lava dos veces mas con PBS y se montan los cubreobjetos con medio

de montaje DAKO. Las muestras se deben guardar a4°C y fuerade laluz.



La deteccion del ADN fragmentado se realiza en un microscopio de

fluorescencia.

5.4 Evaluacion de la morfologia celular. Para determinar como cambia la morfologia

cuando las células son tratadas con el compuesto cumarina A/AA se realizaron tinciones

con hematoxilina-eosina

5.4.1. Material y reactivos para la técnica de hematoxilina eosina.

Hematoxilina en solucion acuosa
Eosina en solucién acuosa.

Cajas de reaccion

PBS

Etanol a 70, 80, 96 y 100%
Xilol

Resina de montgje

5.4.2. Tincién con hematoxilina-eosina

Esta técnica parala observacion de la morfologia de muestras fijas se basa en que

los nlcleos y otros componentes celulares basofilicos se tifien de azul intenso con la

hematoxilina. En cambio, el citoplasma se tifie de rojo o rosado con laeosina.

5.4.3. Procedimiento de latécnica de hematoxilina-eosina.

Las células previamente fijadas se lavan en PBS, 2 veces, por 5’ cada vez.
Seretirael PBSYy selava con agua destilada.

Se tifie con hematoxilinapor 4’ y se lava varias veces con agua destilada.
Setifie con eosina por 3'y se lava 3 veces con etanol absoluto.

Se pasan las muestras por un tren de deshidratacién de etanol al 40, 80 96
y 100%, por 2' en cada alcohol.

L os cubreobjetos se pasan dos veces por xilol rapidamente.

Se monta en resina, sobre portaobjetos.

Lamorfologia se observa en microscopio de luz invertido.



5.5 Andlisisde ladistribucion del ciclo celular en células HelLa

Para determinar como cambia la distribucion del ciclo celular a tratar alas células

con cumarina A/AA serealizaron andlisis de citometria de flujo.

5.5.1. Material y reactivos paralatécnica de citometria de flujo.

Etanol al 70%

PBSpH 7.4

PBS/EDTA pH 7.4

Solucioén de ioduro de propidio (P1) 0.02 mg/mL.
Citébmetro FACScan (Beckton-Dickinson).

6

5.5.2 Procedimiento de la técnica de citometria de flujo.

Se tratan las células a la concentracion de compuesto indicada y se
cultivan por los tiempos determinados. En cada tiempo de interés, se
recolectan las células. Para recolectar en cada punto se despegan con 2 mL
de PBSEDTA.

La suspension se pasa a un tuvo de poliestireno y se centrifruga a 1500
rpm por 5'. Se descarta €l sobrenadante y el botén celular se conserva en
unamezclade 9 mL de etanol frio al 70% y 1 mL de PBSfrio.

Se conservan las muestras a—20°C hasta su andisis.

Para analizar las muestras en € citdmetro se centrifugan a 1500 rpm por 5’
y se decanta el sobrenadante. El botdn celular selavaen 5 mL de PBSfrio
y se resuspende suavemente. Se centrifuga de nuevo a 1500-2000 rmp por
5’y se desecha &l sobrenadante.

El pellet resultante se resuspende en 1 mL de solucion de Pl 0.02 mg/mL
(la solucién se prepara al momento de uso). La resuspension celular se

mantiene en hielo hasta su andlisis.

La captura de datos se realiz6 en un aparato FACScan (Beckton-Dickinson) en el

Instituto Nacional de Cancerologia.



5.6 Andlisis de expresion de proteinas por latécnica de Western Blot (Towbin, H. 1979)

5.6.1 Materia y reactivos

Buffer delisis (DTT 1mM, Tris Hcl 10 mM, Glicerol 30%, EDTA 1mM,
Tritén X-100 1%, leupeptina 5ug/mL, aprotinina 5ug/mL, pesptatina
2ug/mL, PMSF 1mM, ortovanadato 1mM, azida de sodio 15 mM).

Gel de acrilamida, solucién amortiguadora de carga con f3-mercaptoetanol
y camara pararealizar €l corrimiento electroforético.

Membranas de transferencia Hybond™-ECL ™ de Amershan Biosciences
y membranas Immobilon™-P de Millipore.

Equipo de transferencia semiliquida Trans-Blot® SD de BIO-RAD.

TBS pH 7.4, TBS-Tween® 0.1%, soluciones amortiguadoras de corriday
de transferencia.

Placas Hyperfilm™ ECL para deteccion por quimioluminiscencia de
Amershan Biosciences.

Reactivos de deteccion quimioluminiscente ECL™ de Amersham
Biosciences.

Solucién de revelado y fijado de Kodak.

Anticuerpos primarios para detectar PARP (F-2), Bcl-2 (C-2), caspasas 3
p20 (N-19) y caspasa 3 (E8); Bax (B-9), p53 (D0-1), actina (c-11) y AlF
(D-20). Anticuerpos secundarios anti-cabra y anti-raton. Todos los
anticuerpos utilizados de la casa comercial Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Todos los anticuerpos fueron disueltos en TBS-Tween®.

5.6.2 Procedimiento de latécnica de Western Blot.

Las muestras de células tratadas se lisan con la solucién amortiguadora de
lisis, se incuban 30" en hielo y se centrifugan a 12,000 rpm a 4°C. Se
conserva el sobrenadante y se desecha el botén celular.

La cantidad de proteina se determina por el método de Bradford y con el
reactivo de Bio-Rad para cuantificacion.



Las muestras se preparan para la electroforesis en amortiguador con f3-
mercaptoetanol y se hierven por 5’ en bafio Maria.

Se cargala cantidad deseada de proteinay se corre € gel SDS-PAGE.

Se transfieren las proteinas a la membrana por método semi-seco y se
bloquea con leche 10% en TBS-Tween por 10’ -2h a temperatura ambiente
o toda la noche a 4°C.

Se hacen lavados con TBS-Tween y se agregan los anticuerpos por
separado. Las membranas se incuban con el anticuerpo primario porl-2h a
tempreatura ambiente o toda la noche a 4°C, en agitacion constante.

Se agrega la dilucion de anticuerpo secundario, selavaen TBS-Tween.
Las membranas se tratan con el reactivo de deteccion ECL y se exponen
las placas sensibles a las membranas tratadas.

Serevelan las placas.

Se cuantifica la intensidad de banda en el programa Kodak ID 3.6 y se

calculalaexpresion relativa de cada proteina

5.7Fraccionamiento subcelular para el estudio de la liberacion de AIF en diferentes

fracciones celulares.

5.7.1. Materia y reactivos para el fraccionamiento subcelular.

Buffer isoténico para mitocondrias (pH 7.5)
- manitol 210 mM
- sacarosa70 mM
- EDTA1mM
- HEPES 10 mM
- Mezcla completa de inhibidores de proteasas
(Roche Biochemicals)
Buffer de lavado para mitocondrias (pH 7.5)
- TrisHCI 10 mM
- EDTA1mM
- Sacarosa 250 mM



- Mezcla completa de inhibidores de proteasas
(Roche Biochemicals).
Jeringas parainsulinade 1 mL (0.50 mm); 25G x 16 mm
Buffer de lisis para extraccion de proteinas.
Material descrito para Western Blot.
Anticuerpo para deteccion de la proteina AIF (anti-AlF D-20, sc-9916,
goat polyclonal) de Santa Cruz Biotechnology, Inc).

5.7.2 Procedimiento para latécnica de fraccionamiento subcelular.

A) Fraccionamiento Subcelular (modificado de Arnoult, D., 2002 y Garcia-Tregjo, J.J.

2000).

Las células HelLa fueron cosechadas (95-100% de confluencia) y
subcultivadas a una densidad de 3.3 x 10° células en cajas de Petri.
Posteriormente se incubaron 24 h a 37°C, 5% CO,. Después de este
periodo de incubacion, las células fueron tratadas con cumarina A/AA
30uM o0 DM SO 0.28%.

Las células tratadas con A/AA o control disolvente (DMSO) se
cosecharon con PBS-EDTA y con gendarme estéril a 12, 15, 20 o0 24 horas
de tratamiento. La suspension de tres cajas (10 x 10°) con el mismo
tratamiento se colectd a un tubo de poliestireno frio y estéril (15mL) y se
centrifugd a 1500 rpm por 5" a4°C.

El boton celular obtenido se resuspendié en 1 mL de buffer isoténico para
mitocondrias y se homogenizo6 con jeringa para insulina 35 veces sobre
una camade hielo.

La suspension se paso a un tubo de 1.9 mL y se centrifugd a 1500 x g, 4°C
por 10".

El sobrenadante de esta centrifugacién se separ6 y se guardd en un tubo de
1.9 mL, en cama de hielo. El boton celular se volvio a resuspender 35
veces con lajeringaparainsulinaen 1 mL del buffer isotonico.

Esta mezcla se vuelve a centrifugar a 1500 x g, 4°C, por 5°.



» El sobrenadante se junt6 con el del pasd anterior y el botdn celular (células
completas y nucleos) se desecho.

» Los sobrenadantes se centrifugan a 10, 000 x g, 4°C, por 20°.

» El sobrenadante de esta centrifugacién corresponde ala fraccion citosolica
y seguardaa—70°C.

* El botdén corresponde a la fraccion mitocondrial y se resuspende en 1 mL
de buffer de lavado de mitocondriasy se centrifuga a 10,000 x g, 4°C por
15",

» El sobrenadante se descartay el boton mitocondrial se resuspende en 500
ML de buffer de lavado de mitocondrias y se almacena a—70°C.

B) L ocalizacién subcelular de proteinas citoplasmicasy mitocondriales.

* Las muestras de mitocondria resuspendidas en buffer de lavado se
centrifugan una vez méas a 10,000 x g, 4°C por 20"y €l botén mitocondrial
se lisa con jeringa para insulina utilizando 100 pL de buffer de lisis para
extraccion de proteinas.

* Lasmuestras lisadas se incuban en una cama de hielo por 1h.

»  Secentrifugan a12.5 x 10° rpm, 4°C por 1h.

» El sobrenadante se cuantifica por latécnica de Bradford.

e Las muestras de citoplasma se cuantifican directamente por la técnica de
Bradford.

» Las fracciones citosolica y mitocondrial se cargaron en un gel de SDS-
PAGE (10%) y la proteina AIF se detectd por inmunoblot como se
describe en la seccién 5.6.2.

5.8. Estadistica.

Utilizando el programa Prism 3.0 de GraphPad, se realizd una pruebat de Student parala
comparacion entre grupos y se consideraron estadisticamente significativas las
diferencias de P<0.05.



Il. Resultados

6.1 Actividad citotoxica de la cumarina A/AA en las lineas celulares HeLa y Calo
(cancer cérvico-uterino); SW-480y SW-620 (cancer colorrectal). Tabla 3, graficas 1,
2y3

Se redlizaron 3 experimentos independientes para la determinacion de la IC, en
cadalinea celular. A continuacién se presenta una tabla con los promedios de estas | Cy.
Después de calcular la|Cy, para células tumorales, se procedi6 a probar al compuesto en
células normales. Se realizaron 4 experimentos independientes para determinar si la
cumarina A/AA tenia algin efecto téxico en un modelo de linfocitos normales extraidos
de sangre periférica. En la grafica 3 se compara €l porcentaje de inhibicion para los
linfocitos normales a una concentracion de 100 UM del compuesto contra el porcentagje de
inhibicién en células Hel.a a una concentracién de 80 UM.

Se probd un rango de concentraciones de 10, 30 60 y 100 uM en linfocitos 'y se
observé un comportamiento similar en los cuatro experimentos. EI compuesto no tuvo
efecto en la actividad metabdlica de los linfocitos cuando se comparé con el control
disolvente. Hasta una concentracion alta (100 uM) se pudo ver € efecto citotdxico de la
cumarina sobre los linfocitos, alcanzando un porcentaje de inhibicion maximo de 24.2% a
las 48h de tratamiento. No se alcanzo6 la IC,, con ninguna de las concentraciones
probadas. Dado que la linea celular mas sensible a tratamiento con la cumarina A/AA
fue HelL a, paralos experimentos siguientes se utilizaron estas células tratadas con A/AA

30uM, concentracion alacual el compuesto gjercia un efecto citotoxico sostenido.

Tabla 3. Actividad citotéxica de lacumarina A/AA

Linea celular [Cg (UM)
48h 72h
Cdo 65.6 £ 4.1 15357
HelLa 65+ 2.8 13.3+8.2
SwW480 75+26 74+9.2
SW620 735152 65.4+ 4.6
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Gréfica 1. Efecto citotéxico de la cumarina A/AA determinado en las
lineas Calo, HeLa, SW480 y SW620, por latécnicade MTT, alas 48
horas de tratamiento. Las barras indican la desviacion estandar. Los
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Gréfica 2. Efecto citotoxico de la cumarina A/AA determinado en las

lineas celulares Calo, Hel.a, SW480y SW620 alas 72 horas de
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estandar.
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6.2 Efecto dela cumarina A/AA en linfocitos . Gréfica 3.
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Gréfica 3. Promedios de |os porcentajes de inhibicion para células Hel a (n=2) y linfocitos normales (n=3)
a 48 h de tratamiento. Para células Hel.a el porcentaje de inhibicion es resultado de 2 experimentos
independientes a una concentracion de cumarina A/AA de 60 uM. Paralos linfocitos el porcentaje de

inhibicion es resultado del promedio de 3 experimentos independientes a una concentracion de 100uM.



6.3 Efecto dela cumarina A/AA en lamorfologia de cBlulasHelL a. Figura 3.

Una de las caracteristicas morfol bgicas distintivas de la apoptosis es |a condensacion
de la cromatina (Gorczyca, W. 1998). Esta condensacion se puede observar como una
hipercromicidad muy homogénea del ADN en el nucleo de las células apoptéticas 'y se
evidenciaal tefiir con hematoxilinay eosina.

A las 24 h de tratamiento con cumarina A/AA ( figura 3G) se observa una morfologia
normal: células romboidesy en monocapa, igual alade las células sin tratamiento (figura
3A-3C). Desde las 48 y hastalas 72 h (figura 3H-1) de tratamiento se puede observar que
las células han perdido tamafio debido a la deshidratacion; también se observa que la
cromatina se ha condensado y ocupa la mayor parte de la célula dando como resultado la
hipercromicidad del ADN.

Las células tratadas con taxol (compuesto inductor de apoptosis en estalinea celular) a
una concentracion de 0.25 uM, presentan nucleos hiperpicnéticos, reduccion de tamario,
pérdida de la adhesién al plastico, contorno celular esférico y condensacion de la
cromatina que se deduce de la marcada tincién en las zonas nucleares que, debido a la
pérdida de agua, ocupan la mayor parte del area de la célula. Todos estos cambios se

aprecian desde las 24 horas de tratamiento (figura 3D-3F).
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Figura 3. Andlisis de la morfologia celular mediante la tincion con hematoxilina-eosina. Las células Hel a

se cultivaron durante 24 horas en condiciones estandar. Después de este tiempo se trataron con DM SO

(0.15%), taxol [0.25uM] como control positivo o cumarina A/AA [30uM)]. Posteriormente las células se

cosecharon y fijaron en paraformaldehido a 4% y se tifieron con Hematoxilina-Eosina como se describe en
materiales y métodos. A-C: DM SO; 24, 48 y 72h de tratamiento, respectivamente. D-F: Taxol, 24, 48y
72h; G-I: Cumarina A/IAA, 24, 48 y 72h de tratamiento, respectivamente. Barra=100uM.



6.4 Efecto dela cumarina A/AA sobre la fragmentacién del ADN en célulasHelL a

Figura 4.

Las células Hela se trataron por 12,15, 20, 24, 48 y 72 horas con cumarina A/AA [30
UM]. Paralas 12, 15y 20 horas de tratamiento no se obtuvo una reaccion positiva con la
técnica de TUNEL ni se observo alteracion en la morfologia normal de las células con
respecto al control disolvente o que indica que no hay fragmentacion del ADN antes de
las 20 horas de tratamiento (datos no mostrados). A las 24 horas de tratamiento (figura 4-
G) se puede observar la condensacion de la cromatina en un patrén de “herradura’. Este
patrén de condensacion se ha asociado ala fragmentacion del ADN agran escala

Paralas 48 horas de tratamiento ( figura 4-H ) es mas evidente la fragmentacién
nuclear y la presencia de cromatina condensada y de posibles cuerpos apoptéticos. Para
este tiempo de tratamiento la condensacion de la cromatina ya ha perdido la forma de
herradura y se observa méas homogénea. A las 72 horas de incubacion con la cumarina se
evidencia el encogimiento celular y la fluorescencia homogénea del ADN, ambos
sugerentes de una muerte celular programada (figura 4-1) El efecto positivo del taxol
(0.25uM) sobre la degradacion del ADN es evidente desde las 24 horas de tratamiento y

no cambia en intensidad en ninguno de |os tiempos de tratamiento probados.



Figura 4. Andlisis de la fragmentacién del ADN por la técnica de TUNEL. Las células Hel a se trataron
con cumarina A/AA [30 uM], taxol [0.25uM] o DM SO( 0.15%) por 12, 15, 20, 24, 48y 72 horas, como
seindique en cada caso. A: control negativo de latécnica (sin TdT); B: control positivo de latécnica (con

ADNasa); C: control disolvente (DM SO) 48h de tratamiento; D: control positivo (taxol) 24h de

tratamiento; E: taxol 48h de tratamiento; F: taxol 72h de tratamiento; G: A/AA 24h de tratamiento; H:

A/AA 48h tratamiento; 1: A/AA 72h tratamiento. Las flechas sefialan el ADN fragmentado en formade

herradurra. Barra= 100uM.



6.5 Efecto dela cumarina A/AA en ladistribucion de las fases del ciclo celular de

HelLa. Figura5y gréfica 4.

En lafigura 5 se muestran los histogramas de |as fases del ciclo celular de HelL a. Las
células tratadas con cumarina A/AA 30uM (figura 5-D,G) presentan una distribucion no
alterada del ciclo celular al compararlas con e control (figura 5-B,E,H,K), hasta las 24h
de tratamiento. A partir de las 32h, en las células tratadas con cumarina A/AA se puede
ver que hay un aumento muy evidente del contenido de ADN subdiploide y que este
incremento es dependiente del tiempo (figura 5-J,M) ya que a 48h el pico mas
pronunciado corresponde a ADN fragmentado. El taxol, al activar el punto de control de
lafase M, causa un arresto en G,M que es evidente desde las 12h de tratamiento (figura
5-C). Este arresto puede llevar a un proceso apoptotico o bien provocar que la célula
salgadelafase M y, sin dividirse, pase a una fase G, en estado tetraploide. Sin embargo,
en las células tratadas con cumarina A/AA no se observa arresto precediendo la aparicion
del pico subdiploide, a diferencia del taxol, donde el pico subdiploide sélo aparece
después del arresto que se mantiene alo largo del tratamiento.

Los datos de los histogramas se integran en la gréfica 4 donde se aprecian |os mismos
resultados de una forma més esquemética. En esta gréfica es més evidente el incremento
del ADN fragmentado alo largo del tratamiento con cumarina A/AA asi como larelativa
conservacion en la distribucion de las otras fases. Mediante el andlisis citométrico se
determind que las fases que sufren cambios estadisticamente significativos con respecto

al control son lafase Sy la porcion sub-diploide.
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Figura 5. Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo. A. Células HelL a sin tratamiento, 24 horas
decultivo (T0). B, E, H, K. Control disolvente (DM SO, 0.15%). C, F, I, L. Control positivo. Células Hel a
tratadas con taxol [0.25 uM]. D, G, J, M. Células HeL a tratadas con cumarina A/AA [30 uM]. Lafigura
muestra un resultado representativo de tres experimentos independientes. G,= Fase G1 del ciclo celular; G,
M= Fase G2-mitosis; S= fase de sintesis del ciclo celular. Las flechas indican la acumulacion de ADN

fragmentado en las células tratadas con cumarina A/AA.



100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

Porcentaje de células en cada fase del ciclo

0%

*
B ADN subdiploide
EG2-M
as
0G1

v

%

[

NZ

& & V\eo @g @e «?_‘_O\’ < v'" _\_o\’ +oV vy? ?y? ?y? \;Y
RSSO

A
2> 'b'” ®
Tiempo/Tratamiento

Gréfica 4. Porcentaje de células Hel.a en cada fase del ciclo celular. Las células se trataron con
DM SO (0.15%), taxol [0.25 pM] o cumarina A/AA [30 uM]. Los resultados muestran los promedios de

tres experimentos independientes con sus respectivas desviaciones estandar. Las diferencias significativas

se obtuvieron mediante una pruebat de Student y se indican con un asterisco paravalores de P <0.05.

TOB= Distribucién de fases al inicio del experimento, en células sin tratamiento.




6.6 Efecto de la cumarina A/AA en la expresion de proteinas que participan en los

programas de muerte celular programada. Figuras 6-8.

Mediante la técnica de Western Blot, y como se describe en materiales y métodos, se
analizaron algunas proteinas que podrian participar en la muerte de las células Hel a
inducida por lacumarina A/AA.

Bax es una proteina apoptogénica de la familia Bcl-2. Se encontr6 que la expresion de
Bax aumenta con respecto al control (DMSO) ante la induccion de muerte por la
cumarina A/AA. El incremento en la expresion de Bax se observa desde las 12h de
tratamiento y continlia hasta las 24h. Por el contrario, la expresion de la proteina anti-
apoptética Bcel-2 (familia Bcl-2) disminuye a las 24h de tratamiento con la cumarina. En
tiempos previos de tratamiento (12-20 horas) no se observaron cambios en la expresion

de la proteina (figura 6).

DMSO A/AA

Y E T | ----l Bax (23 KDa)

. e — “'l I--- -—— S . | Bcl-2 (28 KDa)

—— e -l |--| Tubulina (55 KDa)

12 15 20 24 12 15 20 24 Tiempo (h)

Figura 6. Expresion de Bax y Bcl2 por la técnica de Western Blot. En esta figura se puede observar €l
incremento de la expresion de Bax (panel superior) con respecto a control disolvente (DM SO), desde las
12 horas de trratamiento. En €l panel de en medio se muestrala disminucion de la expresion de Bcl2 con
respecto al control, alas 24 h de tratamiento. Como control de carga se utilizo a-tubulina (panel inferior).
L os experimentos se realizaron con 25 g de proteina total. Se muestra un resultado representativo de dos

experimentos independientes



Posteriormente se analizd la expresion de la proteina AIF en extractos puros de
mitocondrias aisladas de células HelL a tratadas con cumarina A/AA asi como los cambios
en la expresion de esta proteina en la fraccion citosolica durante un periodo de 12 a 24
horas. El control disolvente no tiene efecto sobre la distribucion de AlF, la cua se
encuentra en su mayor parte en la mitocondria de células sanas (figura 7, panel superior
izquierdo) alo largo del tiempo de exposicion. Ante el estimulo con lacumarina A/AA se
puede observar un decremento en la expresion de AlF en la fraccion mitocondrial a partir
de las 15 horas de tratamiento; por el contrario, en la fraccion citosolica se puede
observar un aumento en la expresion a partir de las 12 horas con respecto a control de

fraccion citosdlica sin tratamiento ( figura 7, panel superior, lado derecho).

Fraccion mitocondrial Fraccion citosolica
AIF (67 KDa) AlF (57 KDa)
DMSO
*
- I S e e e ae] A/AA

Control de aislamiento

L i Cyi-C (11 KDa)
en células no tratadas

12 15 20 24 12 15 20 24 Tiempo (h)

Figura 7. Andlisis de la expresion de AlF mediante la técnica de fraccionamiento subcelular y Western
Blot. Lafigura muestrala expresion mitocondrial de la proteina AIF (67 KDa) en extractos de células
expuestas al control disolvente (panel superior, izquierda) y su expresion basal en lafraccion citosdlica
(panel superior, derecha). Al inducirse la muerte celular con cumarina A/AA, laexpresion de AlF
disminuye en la fraccién mitocondrial (panel de en medio, izquierda) y aumenta en lafraccion
citosdlica (panel de en medio, derecha), o que indica que AlF se esta liberando haciadl citosol. En el
panel inferior se presentalaexpresion del citocromo-c como un control de aislamiento para el
experimento (en células sanas, €l citocromo-c se encuentrarestringido a espacio intermembranal de la
mitocondria). Se utilizaron 15 g de proteina citosdlicay mitocondrial paratodos |os experimentos de
liberacion de AIF. Como control positivo se trato alas células con staurosporina [200 nm], un
compuesto que induce laliberacion de AIF en células Hel.a en cultivo. La figura muestra un resultado

representativo de dos experimentos independientes.



También se analiz6 la aparicion de laforma activa de la procaspasa-3 en células
tratadas con la cumarina A/AA en un periodo de 12 a 24 horas de exposicion. Los datos
se compararon con un control positivo de apoptosis en €l gque se sabia con certeza que la
caspasa-3 estaba activada y rendia dos fragmentos caracteristicos (subunidades p17 y
p20). En la figura 8 es evidente que la caspasa-3 no esta activada en ninguno de los
tiempos de exposicion a la cumarina A/AA ni al control disolvente ya que no se

detectaron |as bandas correspondientes ala forma activa de la enzima.
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Figura 8. Analisis de la expresion de las subunidades activas de la caspasa-3 por la técnica de
Western Blot. Se muestrala expresién de la procaspasa-3 (banda superior, panel superior) y sus formas
activas, p17y p20, (bandas inferiores, primer carril del panel superior) en un control positivo de
apoptosis clasica (tgjido de (tero de rata en estro alas 06 :00 hrs.); también se muestra la expresion de
|a procaspasa-3 en extractos de proteina total de células Hel.a expuestas a control disolvente (DM SO)
o alacumarina A/AA 30 uM (bandas 2-9, panel superior). Nétese la ausencia de las formas activas de
la caspasa 3 en los extractos tratados con la cumarinay con el control negativo. Se utilizé a-tubulina
como control de carga del experimento (panel inferior). Para el control positivo de apoptosis se
utilizaron 120 ug de proteinatotal; parael control negativo (DMSO) y el tratamiento (A/AA) se
cargaron 25 pg de proteina total. En lafigura se muestra un resultado representativo de dos

experimentos independientes.



V1. Discusion

La caracterizacion de la MCP se ha convertido en un area principal de estudio
dentro de la busqueda de nuevas terapias antitumorales. Lainduccion de la apoptosis es
uno de los mecanismos de accion mejor establecidos para diferentes farmacos
antitumorales (Makin, G., et al. 2000; Jaétteld, M., et al. 2004), sin embargo, éste no es
el Unico mecanismo de accion de los compuestos quimioterapéuticos. Dado que uno de
los principales problemas que limitan los alcances de la quimioterapia es laresistencia a
la apoptosis por diferentes factores, como la presencia del gen de multiresistencia a
drogas (mdr) o las mutaciones en genes que regulan las rutas de muerte (Tainton, K.M.,
et al. 2004), resulta de gran importancia describir detalladamente las rutas de muerte

alternas'y conocer qué compuestos pueden activarlas.

En el presente trabajo se demostré que la cumarina A/AA es citotoxica en las
lineas celulares humanas HelLay Calo de cancer cérvico-uterinoy SW-480 y SW-620 de
cancer colorrectal. Adicionalmente, se hicieron experimentos en los que se comprob6 que
la toxicidad de esta cumarina es menor para PBMCs normales. Posteriormente se

describié el mecanismo de accién antitumoral de este compuesto en lalinea celular Hel a.

De acuerdo con lo reportado por Guilet, D., Finn, G.J., y Kawaii, S, et al (2001)
sobre la actividad citotoxica de diferentes tipos de cumarinas compuestas en distintas
lineas tumorales y células normales, en este estudio se encontré que lacumarina A/AA es
citotoxica en las lineas HelLa, Calo, SW-480 y SW-620, siendo HelLa la linea més
sensible al tratamiento con el compuesto (IC,, = 13.3 UM a 72 h; tabla 3, gréficas 1y 2).
Adicionalmente, varios investigadores han establecido la importancia de laposicion y la
naturaleza de los sustituyentes quimicos en relacion con su actividad bioldgica,
selectividad y capacidad de inducir MCP en diferentes lineas celulares tumorales y no-
malignas (Jiménez-Orozco, et al., 1999; Finn, G.J, et al. 2001; Kawaii. S., et al. 2001;
L 6pez-Gonzalez, et al. 2004). La A/AA tiene dos sustituyentes importantes para la
actividad bioldgica: un grupo isopentil en la posicion 8 y un grupo hidroxilo en la

posicion 7, ademas de otros tres sustituyentes para los que no se ha reportado su



importancia biol6gica directa (Kawaii, S., et al. 2001). De acuerdo a lo esperado, en €l
presente trabajo se encontré que la A/AA es citotdxica para cuatro lineas tumorales pero
no tiene el mismo efecto en PBMCs (grafica 3). Lo anterior sugiere que la cumarina
A/AA tiene un efecto diferente sobre células normalesy células tumoralesy esta aparente
actividad selectiva apoya su uso en experimentos posteriores in vivo. Sin embargo, esto

requiere ser demostrado en células epiteliales de la misma estirpe.

En varios grupos de investigacion se ha establecido que diferentes cumarinas
compuestas citotoxicas inducen MCP por la via apoptoética clésica (activacion de
caspasas, escision de PARP, regulacién ala alta de supresores tumorales y decrementos
en la expresion de proteinas anti-apoptéticas) después de un arresto del ciclo celular en la
fase G, y la acumulacion de ADN subdiploide (Chia-Yih, Ch., et al. 2001; L 6pez-
Gonzalez, et al., 2004; Finn, G., et al. 2003). Con € fin de establecer si la A/AA activaba
la via apoptética, la primera aproximacion experimental fue el andlisis de la morfologia
de las células Hel a tratadas con el compuesto. De forma similar a control positivo para
la induccion de apoptosis (taxol, 0.25 uM), se encontré que la cumarina A/AA provoca
cambios morfol 6gicos tipicos de una MCP (figura 3). A diferenciadel taxol, que tiene un
efecto temprano sobre la morfologia de Hel a, la cumarina tuvo efecto hasta las 48 horas

de tratamiento.

Aungue la morfologia celular es una de las formas mas comunes de establecer si
un compuesto induce o no MCP, se sabe que |os cambios més tipicos pueden resultar de
otros tipos de muerte (M CP tipo-apoptosis, MCP tipo-necrosis) o de la combinacion de
sus diferentes rutas (Jaatteld, M. 2004), por lo que el andlisis a nivel bioquimico es
importante en el esclarecimiento de estas vias. Por |o anterior, y dado que los cambios en
la morfologia de las células tratadas con la cumarina se evidenciaron hasta las 48 horas
de tratamiento, se procedié a determinar si la exposicion ala cumarina A/AA provocaba

lafragmentacion del ADN, caracteristica distintiva de procesos de MCP.

Utilizando al taxol como control positivo para la fragmentacién oligonucleosomal

del ADN, condensacion periférica de la cromatinay formacion de cuerpos apoptéticos en



células HelLa (Maldonado, V., et al. 1996), se analizaron los cambios en la cromatina de
esta linea celular tratada con cumarina A/AA 30 uM. Se encontré que € tratamiento con
la cumarina A/AA provoca dos tipos distintos de fragmentacion nuclear de manera
secuencial: a partir de las 24 horas de exposicion a compuesto se puede observar la
cromatina condensada en forma de “herradura’” en la periferia celular; este efecto se
observé solo en pocas células siendo la mayoria negativas para la reaccion de TUNEL.
Posteriormente (48 horas de tratamiento), la cromatina compactada se observa mas
homogéneay se pueden apreciar posibles cuerpos apoptaticos (figura 4). Sin embargo, se
ha reportado que durante procesos de MCP in vitro puede presentarse muerte celular por
necrosis secundaria gque trae consigo la permeabilizacion de la membrana plasmética
(Proskuryakov, et. al.. 2003). Por |o anterior, no es improbable que |os pequefios cuerpos
marcados sean ADN degradado y liberado hacia el espacio extracelular.

Adicionamente, se sabe que en nucleos purificados de células HeL a la adicion de
laproteina AIF provoca*“apoptosis nuclear etapal”, que esta caracterizada por un patrén
de condensacién periférico y fragmentacion del ADN a gran escala (50 Kbs). En este
mismo modelo, la “apoptosis nuclear etapa I1”, caracterizada por fragmentacion
oligonucleosomal del ADN y condensacion homogénea de la cromatina, sélo se presentd
cuando se agregd CAD a los nucleos. CAD es un blanco clasico de la caspasa-3 y es
responsable de la fragmentacion oligonucleosomal caracteristica de las muertes por
apoptosis clasica (Susin, S., et al. 2000). En la figura 4 se muestra una condensacion
periféricaalas 24 horas de tratamiento y una condensacién homogénea a las 48 horas. En
un escenario similar a descrito paralos nucleos purificados de células Hel a, la cumarina
A/AA podria inducir la activacién de la apoptosis nuclear etapa | y Il de manera

secuencial.

Por otra parte, existen reportes en los que se demuestra que laMCP o la actividad
antiproliferativa va acompariada de un arresto previo del ciclo celular, hecho que lleva a
la subsecuente acumulacién de ADN subdiploide, como se ha demostrado en la linea de
cancer gastrico TGBC11TKB tratada con esculetina (Kawaii, S., et al. 2001). En esta

linea, el tratamiento con esculetina provoca un arresto del ciclo celular en lafase G, de



forma dosis-dependiente. De manera similar, la 6-nitro-7-hidroxicumarina provoca un
arresto en lafase S del ciclo celular antes de activar la via de la apoptosis en células de
carcinoma renal humano A-498 (Finn, G., et al. 2003). La decursina, otra cumarina
compuesta, (C,gH,,O:) activa la apoptosis y provoca un arresto en la fase G, a partir de
las 12 horas de tratamiento (Yim, D., et al. 2005). Adicionalmente, L6pez-Gonzalez, J.,
et al. (2004) también concluyeron que la inhibicion del crecimiento celular por la 7-
hidroxi-cumarina en células NSCL C de carcinoma pulmonar humano es dependiente de

ladosisy posterior aun arresto del ciclo en G,.

Con el fin de comprobar si un arresto previo en el ciclo celular también
participaba en la induccién de MCP en las células HelL a tratadas con la cumarina A/AA,
se analizo la distribucién de las fases del ciclo celular a diferentes tiempos de exposicion.
En este estudio se pudo observar que a partir de las 32 horas de exposicion a compuesto
hay un aumento estadisticamente significativo en la cantidad de células con ADN
subdiploide. Resulta interesante que la distribucion de fases del ciclo no se ve alterada
hasta las 32 horas de tratamiento y que la diferencia méas notable entre fases es
consecuencia de la fragmentacion del ADN y no de un arresto en €l ciclo celular.
Contrario a las investigaciones anteriores en las que la muerte celular o el efecto
antiproliferativo es posterior a la alteracion de las fases del ciclo, el efecto citotoxico de
la cumarina A/AA parece no estar mediado por modificaciones en €l ciclo celular, 1o que
representa un antecedente novedoso en 10 que respecta a mecanismo antitumoral de este

tipo de compuestos.

Aunque no se encontraron alteraciones en la distribucion de las fases del ciclo
celular después del tratamiento con la cumarina A/AA, la acumulacion de ADN sub-
diploide indica que probablemente la cumarina induce la activacion de la apoptosis o de
MCP tipo-apoptosis, ya gque se hareportado que la presenciade ADN fragmentado es una
caracteristica de estos tipos de muerte (Finn, G., et a. 2003). Por o anterior, se buscaron

cambios en la expresién de diferentes proteinas que regulan estas rutas.



La linea HeL a con la que se trabajo para todos los experimentos descritos es
p53** (comunicacion personal de la Dra. Quintero, Facultad de Quimica, UNAM). Este
gen es bien conocido como un sensor inicial de dafio al ADN por |o que podria participar
en la MCP inducida por la cumarina A/AA. También se ha establecido que p53 es un
transactivador de varios genes que participan en las rutas de muerte celular y que regula
la expresion de las proteinas proapoptoticas de la familia Bcl-2 (Mitsunaga, M., et al.
2007). Es por ésto que en €l presente trabajo se investigaron los cambios en la expresion

de las proteinas Bax y Bcl-2 (ambas de lafamilia Bcl-2).

Tanto Bax como Bcl-2 comparten tres dominios “BH” (dominio de homologia-
Bcl-2). Ante un estimulo apopt6tico, Bax y otras proteinas de este grupo se oligomerizan
y se translocan del citosol a algunas membranas intracelulares. En la membrana
mitocondrial, estas proteinas participan en la permeabilizacion de la membrana externa
permitiendo la liberacion de otras proteinas proapoptéticas, entre ellas citocromo-c, AlF,
endonucleasa G, Smac/DIABLO y Htr2/Omi, que a su vez participan en la activacion de
las caspasas (Willis, S., et al. 2005; Antignani, A., et al. 2006). Por el contrario, las
proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2 gjercen su papel protector contra la MCP
impidiendo la oligomerizacion de las proteinas BH y la formacion de poros en la
membrana mitocondrial (Letai, A., et al. 2005). De lo anterior se deduce que en un
contexto en el que Bax se exprese méas que Bcl-2 habria un balance pro-apoptotico que
permitiria la salida de proteinas que inducen la MCP. En el presente trabajo se encontrd
gue la expresion de Bax aumentd con respecto al control desde las 12 horas de
tratamiento con la cumarina A/AA. Tres horas después de este aumento, la expresion de
la proteina Bcl-2 disminuy6 en las células tratadas con la cumarina (figura 6). Los datos
anteriores confirman que el tratamiento con la A/AA podria inducir la formacion de
poros en la membrana externa mitocondrial y de esta forma permitir la liberacion de

proteinas proapoptoticas.

Como se menciond en los antecedentes, varias proteinas proapoptéticas pueden
ser liberadas a través de los poros mitocondriales (Leist, M y Jaétteld, M., 2001). Dado

gue alas 24 horas de tratamiento con la cumarina A/AA se observé gque la condensacion



de la cromatina es caracteristica de una apoptosis nuclear etapa | provocada por la
translocacion de AIF (Susin, S., et al. 1999) y aparentemente la induccion de poros en la
mitocondria comienza desde las 12 horas (figura 6), se investigaron los cambios en la
expresion de esta proteina en mitocondrias aisladas y las correspondientes fracciones
citosolicas, ya que AlF gerce su accion proapoptética sélo a ser liberada al citosol y
tranglocarse a nucleo (Klein, J,, et al. 2002).

En este trabagjo se demostré que la cumarina A/AA induce la liberaciéon de AlF
desde la mitocondria hacia el citosol de forma tiempo-dependiente desde las 12 horas de
tratamiento (figura 7). Esta liberacién coincide con la posible apertura de poros
mitocondriales, 10 que correlaciona con los cambios en expresion de Bax y Bcl-2
observados en este trabagjo (figura 6). Los datos en conjunto sugieren que la cumarina
A/AA provoca la apertura de poros mitocondriales desde las 12 horas y que a través de
éstos es liberada AlF. Una vez liberada, AIF podria translocarse al ndcleo, unirse a
ADN, reclutar endonucleasas y provocar la fragmentacion del ADN a gran escala (50
Kbs) y la condensacion periférica de la cromatina, de acuerdo con lo reportado
previamente (Daugas, E., et al. 2000; Cande, C., et al. 2004).

Laliberacion de AIF hacia el citosol y su translocacion a nucleo son eventos muy
tempranos en la muerte celular. En varios modelos se ha visto que la activacion de las
caspasas es un evento posterior alatranslocacion de AlF (Seong-Woon Yu, et al. 2003).
Dado que a las 48 horas de tratamiento con la cumarina A/AA se observo un patron
distinto de fragmentacion del ADN tipico de nucleasas activadas por caspasa-3, como
CAD, se analizé la expresion de las subunidades activas de la caspasa-3 en un periodo de
tiempo de 12 a 24 horas, con el fin de determinar si también estas proteasas jugaban un
papel en lainduccion temprana de la muerte (figura 8). En este estudio no se detectaron
las bandas de la caspasa-3 activa en las células Hel a tratadas con la cumarina A/AA
durante el periodo de tiempo mencionado. Este resultado es contrario a lo encontrado
para otras cumarinas que inducen muerte por laviatipica de las caspasas (Yim, D., et al.
2005; Kim, R., et al. 2005). El hecho de que la cumarina A/AA induzca MCP sin la

participacion inicial de la caspasa-3 es un descubrimiento interesante en el campo de



estudio del mecanismo de accion de cumarinas. Tomando en cuenta estos datos se podria
utilizar alacumarina A/AA como agente antitumoral aternativo en casos donde las rutas

tipicas de apoptosis (por jemplo, aquéllas dependientes de caspasa-3) estén alteradas.

Es probable que si se analizara la expresion de la caspasa-3 a 48 y 72 horas de
tratamiento con la cumarina A/AA se detecten las bandas activas y que en este contexto
AlF funcione como un efector temprano de muerte precediendo la activacion de las
caspasas. Este tipo de MCP en el que la fragmentacion a gran escala 'y la condensacion
periférica de la cromatina preceden |a fragmentacion oligonucleosomal y la condensacion
homogénea ya se ha reportado en otros modelos (Oberhammer, F., et al. 1993;
Lagarkova, M., et al. 1995, Daugas, E., et al. 2000). Ademas, otros autores han reportado
gue AIF funciona como factor proapoptotico caspasa-independiente (Joza, N et al.,
2001), caspasa-dependiente (Arnoult, D., et. al., 2002) o como un factor adicional de
induccion de muerte celular (Cregan, S., et al. 2002). Tomando en cuenta lo anterior, es
posible que en la MCP inducida por cumarina A/AA en células Hel.a AlF actie como €l

factor iniciador de muerte sin la participacién inicial de la caspasa-3.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere la siguiente secuencia

de eventos parala MCP de células HelLa expuestas a cumarina A/AA:

1. Inicio del tratamiento de células Hel.a con cumarina A/AA (O hrs).

2. Apertura de poros de la membrana externa mitocondrial provocada por el
aumento en la expresion de Bax y la disminucion de Bel-2 (12 hrs).

3. Liberacion de AIF al citosol (12 hrs) einicio de lafragmentacién del ADN agran
escala (apoptosis nuclear etapa l: 24-32 hrs).
Fragmentacion del ADN y acumulacion de lafase subdiploide (32 hrs.).

5. Posible inicio de fragmentacién oligonucleosomal del ADN por otras
endonucleasas. Aparicion de caracteristicas morfoldgicas tipicas de la apoptosis
(48 hrs)).



VI1IIl. Conclusiéon

La cumarina A/AA es citotoxica en las lineas celulares HeLa y Calo de cancer
cérvico-uterino. Sin embargo, en PBMCs, gjerce una citotoxicidad reducida en
comparcion con el gran dafio provocado en células tumorales a las concentraciones
probadas. Lo anterior sugiere que la cumarina A/AA tiene un efecto diferente en células

normalesy tumorales.

La citotoxicidad de la cumarina A/AA es mediada predominantemente por la
activacion de un programa de muerte celular tipo-apoptosis que se inicia desde las 12

horas de tratamiento mediante la liberacion de |a proteina proapoptética Al F.

En este modelo de muerte, AlF inicia el programa de dafio celular de forma caspasa-
independiente y provoca la fragmentacion del ADN y la aparicion de cambios
morfol 6gicos sugestivos de apoptosis sin modificaciones significativas en la distribucién

del ciclo celular.



I X. Perspectivas

La descripcion detallada de la ruta de MCP activada por la cumarina A/AA
requiere de més estudios en los que se compruebe 1) si el cambio de expresion Bax/Bcl-2
realmente induce la apertura de los poros en la membrana mitocondrial; 2) si antes de la
apertura de poros y previo ala liberacion de AlF existe un evento de dafio al ADN que

provoque |os cambios subsecuentes descitos en este trabajo.

Adicionamente, paraapoyar € uso de lacumarina A/AA en estudios de toxicidad
mas complejos es necesario que se prueben sus efectos citotdxicos in vivo ya que todos

los datos descritos en este trabgjo representan los efectos in vitro de lacumarina A/AA.
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ANEXQOS

Abreviaturas

AlF: Factor inductor de apoptosis.

Apo-1: (Fas, CD-95). Receptor de lafamilia TNF.

Bad: Promotor de muerte asociado a Bcl-2 (Bcl2-associated death promoter).

BAF: Boc-Asp-(Ome)-fluorometilcetona. Inhibidor de caspasas.

Bak: Proteina de muerte asociada a Bcl-2 (Bcl2 antagonist/killer).

Bax: Proteina de muerte “x” asociada a Bcl-2 (Bcl- associated X protein).

Bcl-,, : Formalarga de Bcl-X. Proteina antiapoptética de lafamilia Bel 2.

Bcl2: Proteina antiapoptética de lafamilia Bel-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2).
BH3: Dominio que comparten las proteinas proapoptéticas de la sub-familia BH3 (del
aminoacido 9-16).

Bim: Facilitador de apoptosis de la sub-familia BH3 (Bcl2-like apoptosis facilitator).
CAD: Caspase activated DNAse. ADNasa que se activa por caspasas.

CAK: Cdk-activating kinase. Es una cinasa activadora de Cdks.

Calo: Lineacelular de cancer cérvico-uterino humano, con VPH-18 integrado.
CD-95: (Fas, Apo-1) Miembro de la superfamilia de receptores TNF.

Cdk: cinasa dependiente de ciclinas.

Daxx-ASK 1: Ruta de muerte que implicaa Daxx (proteina adaptadora asociada a
receptores de muerte) y ala cinasa de JINK (cinasa NH,-terminal de Jun).

BH: Dominio de homologia Bcl-2 (Bcl-2 homology).

EndoG: endonucleasa G.

Fas: Miembro de la superfamilia de receptores TNF.

HelL a: Linea celular de cancer cérvico-uterino humano, con VPH-18 integrado.
Htr2/Omi: Serin-peptidasa mitocondrial que participa en la apoptosis.

| APs: Proteinas inhibidoras de la apoptosis.

MCF-7: Linea celular de adenocarcinoma de mama humana gque proviene de una efusion
pleural.

M CP: Muerte celular programada.

p151NK4B: Proteinainhibidora de la Cdk4 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2B).



p161NK4: Proteinainhibidora de la Cdk4 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A).
p181NK4C: Proteinainhibidora de la Cdk4 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2C).
p191NK4D: Proteinainhibidora de la Cdk4 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2D).
p21C1P1: Proteinainhibidora de Cdk2 y Cdk4 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A).
p27K 1P1: Proteina inhibidora de Cdk4 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B).

p57K 1P2: Proteina inhibidora de Cdks (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C).

PBM Cs: Células mononucleares de sangre periférica.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

ROS-ASK1-JNK: Ruta de muerte celular que implica especies reactivas de oxigeno, la
cinasade JNK y a JNK.

Smac/DIABL O: Proteina mitocondrial proapoptética. Se une alos |APsy participaen la
apoptosis (Second mitochondrial activator of caspases/Direct |AP-binding protein with
low pl).

STA: Staurosporina. Moléculainhibidora de proteina-cinasas. Se utiliza como control
positivo de apoptosis en algunos model os.

SW480: Linea celular de adenocarcinoma de colon humano.

SW620: Linea celular de adenocarcinoma de colon humano derivado de metéstasis de
nodulos linfaticos.

TNF: Proteina miembro de la superfamilia TNF (Tumor necrosis factor).

TNFR1: Receptor de TNF.

W-7: Inhibidor de la calmodulina.

Z-VAD.fmk: Inhibidor general de caspasas (Z-VAD(OMe)-fluorometilcetona).



Apoptosis-inducing factor (AIF) as a primary-effector in apoptosis-like cell death
induced by a novel coumarin in HeLa cells.
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ABSTRACT

The search for new und more effective antineoplastiv agents is still o growing field of
research in the general effort against cancer, In this smdy we anulysed the cytoroxic
effect of the novel coumarin AMAA aguinst different cancer cell lines. In HeLa cells, we
further studied the mechani=m of action and Jdemonsirated that DNA fragmentation. but
no cell-eyile dismaptions. were part of the PCD program activated by coumarin A/AA.
Interestingly, we found that AIF, o proapoptotic protein of the mitochondrial
intermembrune space, is released o the cvtoplasm of coumarin ACAA reated cells and
et us o caspase-independent, early cell-death effector.

KEY WORDS: coumarin A/AA. HeLa, AIF. apoptosis-like PCD.
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