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Abreviaturas

5-aza-CdR: 5-aza-deoxicitidina

5-aza-CR: 5-azacitidina

A: Adenina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

ARN: Acido ribonucleico

C: Citosina

CpG: Isla CpG es una region con al menos 200 pb y con un porcentaje de GC mayor de
50

DNMTSs: ADN metiltransferasas

dNTPs: Desoxinucleétidos Trifosfato

EC: Electroforesis capilar

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

G: Guanina

GRIM19: Genes Associated with Retinoid IFN induced Mortality
HAT: Histona acetil transferasas

HDAC: histona deacetilasa

IFN/RA: Interferén / Acido Retinoico

Kb: Kilobase

kDa: Kilodaltons

MBD: Methyl binding proteins

MeCPs: Methyl-CpG-binding protein 2

pb: Pares de bases

PBS: Amortiguador de fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RIPA: Amortiguador de radio-inmunoprecipitacion
RT-PCR: Reaccién en cadena reversa de la polimerasa de la transcripcion
SAM: S-Adenosyl-L-methionine

STATS3: Signal transducer and activator of transcription-3
T: Timina

U: Uracilo

XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis
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1.0 RESUMEN

Cornacchia et al., en 1988 le atribuyeron a la hidralazina la capacidad de inhibir la
metilacion del ADN en células Jurkat, lo que hizo despertar el interés en esta molécula
por parte de nuestro grupo de investigacion. La hipotesis que se concibié fue que la
hidralazina, en virtud de su actividad inhibitoria de la metilacion del ADN, podria
restaurar la expresion de genes supresores de tumores que tenian hipermetilada su

regién promotora.

Con el animo de resolver esta inquietud, Segura et al., realizaron una serie de ensayos,
donde se demostrd la capacidad desmetilante y reactivadora de genes supresores de
tumores, por parte de la hidralazina. Para el afio 2005 Zambrano et al., revelaron el

mismo efecto en pacientes con cancer cérvicouterino.

La siguiente propuesta fue una serie de modelos moleculares realizados en el 2005 por
Angeles et al., que llevaron a la identificacion de los sitios de interaccion de la enzima
ADN metiltransferasa junto con la hidralazina. Se demostrd que existe una alta afinidad

entre estas dos moléculas.

Posterior a estos estudios y con el animo de identificar y desarrollar otras moléculas
capaces de bloquear el sitio activo de las ADN metiltransferasas humanas y de
optimizar el efecto desmetilante y disminuir los efectos adversos de la hidralazina, se
realiz6 el mismo estudio in silico para modelar las propiedades de nuevos productos
sintéticos analogos a la hidralazina. La molécula 2-hidrazinopiridina (LQM502),
demostro ser un buen candidato como agente inhibidor de metilacién, al indicar una

interaccion favorable con la enzima.

El proposito de este trabajo entonces, fue comparar la actividad desmetilante y
reactivadora de este nuevo compuesto junto con su analogo, la hidralazina,
especificamente en el gen supresor de tumor GRIM19 en diferentes lineas celulares de

cancer.



Los datos muestran que el compuesto LQM502 induce la expresion de GRIM19, por
una actividad desmetilante de este compuesto, en tres lineas celulares tumorales
humanas. También observamos una disminucion en los niveles de metilacion global, lo

que da a entender su importante actividad desmetilante.

Los resultados resaltan la relacion conjunta que existe entre un agente desmetilante y un
inhibidor de HDACs como lo es el &cido valproico, ya que se ve una accion sinérgica

que favorece los niveles de expresion de este gen en particular.



2.0 EPIGENETICA Y CANCER

Clasicamente el cancer se ha visto como un conjunto de enfermedades que son
consecuencia de anormalidades genéticas, que incluyen mutaciones de genes supresores

de tumores y oncogenes, y también anomalias cromosémicas.®

En 1983, Andy Feinberg y Bert VVogelstein demostraron en sus estudios una importante
proporcion de islas CpG (regiones de 200 pb a varias kilobases que tienen una
frecuencia mayor del 60% de dinucledtidos CG) metiladas, en tejidos normales y
desmetiladas en células tumorales, identificando asi la primera anormalidad epigenética
en células tumorales. Actualmente se sabe que en un genoma normal el 1% de todas las

citosinas o el 70%-80% de los dinucleétidos CG estan metilados.?

Este y otros descubrimientos permitieron establecer que el cancer también es
consecuencia de cambios epigenéticos, los cuales corresponden a aquellos cambios
heredables en la expresion génica que ocurren sin una alteracion en la secuencia de
nucleétidos del ADN. °

El cancer es entonces también una enfermedad epigenética, lo que nos lleva a
entenderlo como una combinacion de modificaciones en el ADN, organizacion de la
cromatina y variaciones en sus proteinas asociadas, que configuran una nueva entidad
que regula la funcion génica a través de la metilacion, acetilacion y remodelamiento de

cromatina.?®

La estructura donde se llevan a cabo estas modificaciones o cambios de tipo epigenético
es la cromatina nuclear, donde el ADN vy las proteinas asociadas estan condensadas de
manera ordenada. Las unidades basicas de la cromatina son los nucleosomas, los cuales
se encuentran formados por 147 pares de bases enrolladas en dos vueltas, alrededor de
un octamero de histonas, las cuales contienen dos copias de cada histona nucleosdmica
H2A, H2B, H3 y H4. La afinidad de las histonas al ADN y a diferentes proteinas
asociadas a este complejo, la regulan la acetilacion, metilacion, fosforilacién, poli ADP
ribosilacion y la ubiquitinacion en el extremo amino-terminal de las histonas. Dichas

modificaciones organizan el genoma en una cromatina compacta (heterocromatina) o



relajada (eucromatina), que finalmente regulan el acceso de factores de transcripcion,

replicacion y reparacion.
3.0 METILACION DEL ADN

Dentro de los tipos de herencias epigenéticas se encuentran la metilacion del ADN y la
modificacion de las histonas® La metilacion del ADN es un mecanismo normal en el
desarrollo de las células que consiste en la adicion de un grupo metilo a las citosinas del
ADN que se encuentran adyacentes a las guaninas en los dinucle6tidos CpG. Estos
dinucleotidos estan presentes aproximadamente cada 80 dinucledtidos, habiendo
regiones de 200pb a varias kilobases con una frecuencia cinco veces mayor de
dinuclettidos CpG, denominadas “islas CpG”. Estas se localizan en general entre la

region central del promotor y el sitio de inicio de la transcripcion.”*

En células eucariontas la metilacion de las citosinas ocurre predominantemente en las
regiones con baja densidad de CpGs.® Por el contrario, pequefias regiones localizadas en
la zona regulatoria 5~ de los genes, con alta densidad de islas CpG, se encuentran
siempre desmetiladas en células normales, con la excepcidén de algunos genes, tales
como aquéllos que se mantienen desmetilados sélo hasta que se asocian con el
desarrollo embrionario, como es el caso de los que se encuentran en el cromosoma X
inactivo de las mujeres® y algunos otros genes como los transposones lo que serfa un
mecanismo de defensa del genoma contra estos elementos méviles®. También se ha
relacionado con la regulacion del sistema inmune, estando involucrado en el control del
desarrollo de las células hematopoyéticas y decisiones de linaje, competencia inmune,

autoinmunidad y cambios del estatus inmune relacionados con la edad. **%°

La maquinaria de metilacion en mamiferos estd compuesta por dos importantes
participes: las ADN metiltransferasas (DNMTS), las cuales catalizan la transferencia del
grupo metilo de la S adenosil- L-metionina (SAM) al carbono 5 de la citosina. Se han
identificado tres enzimas diferentes que llevan a cabo esta reaccion y se han clasificado
en dos grupos: las ADN metiltransferasas de mantenimiento (DNMT1) y las metilasas
de novo (DNMT3A y DNMT3B).



El otro grupo de proteinas involucradas en el proceso de metilacion son las proteinas de
unién a CpGs metiladas (MeCPs o MBD), las cuales son las intérpretes de las marcas y

determinan el nivel de expresion.**”’

En 1986 Baylin et al., ® encontraron una estrecha relacion entre el silenciamiento de la
expresion de un gen con su hipermetilacion especifica, pero fue hasta 1989 cuando el
grupo de Horsthemke® relaciond la hipermetilacién del promotor de RB con el
silenciamiento de este gen. Se demostrd entonces que este gen tiene una pequefa isla
CpG dentro del promotor, y esta isla permanece desmetilada en todos los tejidos en
desarrollo. Sin embargo, la hipermetilacion de su region promotora redujo

draméaticamente su expresion.

Estos hallazgos llevaron a estudios de otros genes supresores de tumores tales como
p16,* VHL,?® Caderina E, 2 hMLH * y BRCA1 % observando que se disminufan sus
niveles de expresion en diferentes tipos de tumores y que esta disminucién no
correlacionaba con modificaciones de tipo genético. Fue entonces que se confirmé que
la hipermetilacion de sus regiones promotoras era la causante de los bajos niveles de

expresion.

Entonces se concibid que la metilacion local ocurre en la region promotora de genes,
reprimiendo su trascripcion debido a la inhibicién de la union de factores de trascripcion
y por el reclutamiento de MeCPs junto con su maquinaria represora.

Actualmente se sabe que un amplio espectro de genes involucrados en el control de
ciclo celular, respuesta al dafio del ADN, apoptosis, invasividad y demas pasos criticos
para el proceso de iniciacion y progresion del cancer son silenciados por

hipermetilacion de sus promotores.



4.0 HISTONAS Y MODIFICACIONES POSTRANSCRIPCIONALES

Aungue muchos autores se han enfocado en estudiar Unicamente procesos de metilacion
de ADN involucrados en la regulacién de enfermedades humanas, hay una evidencia
clara de la existencia de otros procesos epigenéticos responsables de distintas
patologias. EI remodelamiento de la cromatina es critico para la regulacion epigenética
y una de las principales actividades remodeladoras es la modificacion de las histonas.
Modificaciones de este tipo son las que se conocen como el “cédigo de histonas”, que
son la acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacién y sumoulacion de los

residuos amino de las histonas.°

Dentro de estas modificaciones la mas estudiada es la acetilacion de las histonas. La
acetilacion neutraliza la carga positiva de los residuos de lisina y de arginina de los
extremos aminoterminales de las histonas, la cual es una caracteristica de un genoma
transcripcionalmente activo, ya que reduce la interaccion electrostatica ADN/histona. El
estado de acetilacion de las histonas es un proceso dindmico y depende de un balance
entre la actividad de las histona-acetiltransferasas (HAT) y las histona
deacetiltransferasas (HDAC). Las HAT actGan como co-activadores transcripcionales
favoreciendo una estructura relajada de la cromatina, mientras que las HDAC asisten a
la formacion de complejos correpresores para limitar el acceso de factores de

trascripcion.?

Como se observd con la metilacion del ADN, también la pérdida o ganancia de
acetilacion y metilacion en las lisinas de las histonas se ha observado en células
tumorales. La pérdida de la acetilacion de las histonas ha sido identificada como el
primer paso en el silenciamiento génico. Se ha reconocido ampliamente que las HDACs
son unos blancos prometedores para las intervenciones terapéuticas con el animo de
revertir estados aberrantes epigenéticos, por eso el interés de disefiar inhibidores de
HDACs."



5.0 INHIBIDORES DE METILACION

Existen dos clases de inhibidores de metilacion:

5.1 Anélogos de nucledsidos

Estos analogos tienen el anillo de la citosina modificado y estan acoplados ya sea a la
ribosa o desoxirribosa. Son posteriormente metabolizados por las cinasas que convierten
los nucledsidos en nucle6tidos para incorporarlos en el ADN y/o ARN. La metilacion al
parecer es inhibida cuando los compuestos son incorporados en el ADN, ya que durante
la replicacion del ADN las DNMTs forman un complejo donde el donador de grupos
metilo SAM se incorpora. En un anillo normal de citosina el grupo metilo es transferido
de SAM al carbono 5 de la base y la enzima es liberada. En el caso de los analogos de la
citosina, la modificacion en el carbono 5 del anillo resulta en la formacién del complejo

unido covalentemente, lo que previene la futura metilacion del genoma.

5-aza-deoxicitidina (5-Aza-CdR) y 5-azacitidina (5-aza-CR) son los clasicos inhibidores
de metilacion analogos de nucleosidos, los cuales fueron descritos hace 30 afios como
agentes citotoxicos pero posteriores estudios los caracterizaron como inhibidores de
metilacion. A la fecha se ha demostrado que su mayor actividad en la reactivacion de
genes silenciados por metilacion ha sido en leucemias, lo que ha llevado a la 5-Aza-CR
a ser aprobada por la FDA (Federal Drug Administration) para el tratamiento del
sindrome mielodisplésico. Otros analogos de nucle6sidos son: dihidro-5-azacitidina
(DHCA), 5-Fluoro-2'-deoxicitidina (5-F-CdR) y 5-aza-citosina.

5.2 No nucleosidos

Estas pequefias moléculas pueden ser més Utiles que el grupo anterior ya que pueden
inhibir la metilacion por la union directa con la enzima ADN metiltransferasa en su sitio
catalitico sin incorporarse en el ADN. Actualmente se han caracterizado varias
moléculas con actividad desmetilante, como es el caso del zebularine,** procaina,
hidralazina,®* un extracto del polifenol del té verde, % el antisentido MG98 >y la
molécula RG108."



6.0 HIDRALAZINA COMO INHIBIDOR DE METILACION

Esta droga ha sido ampliamente utilizada para el tratamiento de hipertension arterial.
Sin embargo, también se ha reportado una asociacién con la condicién de lupus like,
cuya consecuencia puede ser debido a su efecto inhibitorio de la metilacién, el cual fue
descrito en 1988 por Cornacchia et al., * donde le atribuyen a la hidralazina la

capacidad de inhibir la metilacion del ADN en células Jurkat.

Este hallazgo hizo despertar el interés en la hidralazina por parte de nuestro grupo de
trabajo, donde la hipotesis que se concibié fue que la hidralazina, en virtud de su
actividad inhibitoria de la metilacion del ADN, podria restaurar la expresion de genes
supresores de tumores que se habia descrito anteriormente que tenian hipermetilada su

region promotora.

Con el animo de responder esta inquietud se disefiaron ensayos in vitro e in vivo, los
cuales demostraron la capacidad de inhibir la metilacion de genes supresores de tumores
tales como receptores de estrogenos (ER), pl6, y receptor de acido retinoico (RARp)
cuyos promotores se encontraban metilados en las lineas celulares tumorales MDA231,
T24 y MCF7 respectivamente, y posteriormente fue corroborado con la induccion de la
expresion de estos genes,”! ensayos que se ejecutaron posteriormente en pacientes sin

tratamiento previo con diagnéstico histolgico de carcinoma de cérvix.”’

6.1 MECANISMOS DE ACCION DE HIDRALAZINA

Los mecanismos que se han propuesto de cdmo actua la hidralazina han sido hasta ahora
dos. El primero fue descrito en el 2003 por Richardson et al., *® quienes sugieren que la
hidralazina no es un inhibidor directo de la actividad enzimética de las DNMTSs, sino
que a traves de la inhibicion de la fosforilacion de ERK disminuye la expresion de estas
enzimas, ya que se demuestra alli mismo que la DNMT1 y la DNMT3a son reguladas
en parte por las sefiales de la via de ERK'. Y hallazgos recientes corroboran cé6mo
ciertos inhibidores de la via de ERK disminuyen los niveles de metilacion al inhibir la
DNMTT1 en la linea celular tumoral de colon humana SW1116.%®



La siguiente propuesta fue una serie de modelos moleculares realizados en el 2005 por
Angeles et al., 2 donde se determinaron los sitios de interaccion de la hidralazina y la
enzima Hhal, una ADN metiltransferasa que es parte del sistema de restriccion de la
bacteria Haemophilus haemolyticus, que reconoce la secuencia 5'-GCGC-3' y metila la
citosina interna en la posicién C5. En este estudio se demostré que existe una alta
afinidad entre estas dos moléculas, dandonos a entender el porque la hidralazina puede
ser usada como un agente epigenético terapéutico para el tratamiento del cancer.? Estos
estudios motivaron el disefio de otras moléculas que pudiesen tener mejores a afinidades

por las metilasas y asi méas potentes actividades desmetilantes.
7.0 INHIBIDORES DE HDACs

Los inhibidores de HDACs han demostrado actividad contra diversos tipos de canceres
y notables efectos en proliferacion tumoral, muerte celular programada, diferenciacion y
angiogénesis in vitro en in vivo.** Por ejemplo, se ha visto que inducen inhibidores
cinasa-dependientes de ciclina como p21, que es responsable de arresto G1/G2 y la
subsiguiente diferenciacion celular; también pueden cambiar la expresion de genes

involucrados en la inhibicion de angiogénesis y metastasis.

Un gran ndmero de moléculas inhibidoras de HDACs se ha purificado de fuentes
naturales o se han desarrollado de manera sintética. Actualmente hay 6 diferentes clases
de inhibidores de HDACS; esta clasificacion los agrupa dependiendo de su estructura
quimica y en la variabilidad en cuanto a su eficiencia para inhibir enzimaticamente a las
HDACS.

Inicialmente se propuso que estos inhibidores mediaban su actividad bioldgica al
involucrar la expresion de genes por la hiperacetilacion de histonas, pero actualmente se
sabe que no solo afectan la transcripcion de genes, sino también la mitosis, la
replicacion y reparaciéon del ADN, al igual que pueden regular la acetilacién de otras

proteinas no histonas, mostrando un amplio espectro de accion.

Un ejemplo de un inhibidor de HDACs que ha sido utilizado por décadas en terapia, es
el acido valproico, conocido ampliamente como una droga anticomicial. Datos mas

recientes demuestran que esta droga puede modular el epigenoma inhibiendo la



actividad catalitica de las HDACSs, probablemente por la union al centro catalitico y
bloqueando el acceso del sustrato*® *, lo que causa la hiperacetilacion del extremo
amino terminal de las histonas H3 y H4 tanto in vitro como in vivo. A pesar de ser
menos potente que otros inhibidores como la tricostatina y el n-butirato, el &cido
valproico puede inducir expresion génica y se ha sugerido también que puede reactivar

genes que son regulados por metilacién del ADN.>?

8.0 TERAPIA COMBINADA DE INHIBIDORES DE METILACION Y DE
HDAC

Esta bien documentada la relacion que existe entre la metilacion del ADN, la estructura
de la cromatina y la expresion génica. La metilacion del ADN genera una configuracion
cerrada en la cromatina a través de la interaccion de los complejos remodeladores de
cromatina dentro de los cuales estan las MBDs *. Datos recientes demuestran que esta
relacion es bidireccional, la cromatina cerrada precede a la metilacion del ADN y existe
una interaccion fisica entre las DNMTSs y enzimas modificadoras de cromatina como las
HDACS.

Hallazgos de Cameron et al., demostraron que los inhibidores de HDAC y de metilacion
de ADN activan genes por diferentes mecanismos y por lo tanto diferentes genes son
blancos cuando se aplican como agentes solos; consecuentemente, pueden actuar
sinérgicamente cuando se aplican en combinacién.’? Sin embargo, datos recientes
sugieren que los inhibidores de DNMTs y de HDAC pueden atacar los mismos blancos

genémicos.”®

Nuevos descubrimientos han demostrado que al combinar 5-Aza-CdR y tricostatina A o
depsipéptido sinérgicamente se reactivan genes supresores de tumores silenciados como
MLH1, TIMP3, CDKN2B, CDKN2A, ARH1, gelsolina y maspinas, incrementando el
nivel de apoptosis en las células tumorales, lo que sugiere la utilidad de una terapia

combinada con inhibidores de metilacién y de HDACs.*"*>*

Debido a la posibilidad de que el tratamiento con los inhibidores de HDAC resulte en
una alteracion de la metilacion del ADN (esto tiene una clara e importante implicacion

en el futuro uso de esos agentes en las terapias), se han combinado en varios modelos in
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vitro e in vivo.”® Estudios in vitro con hidralazina y 4cido valproico demostraron la
habilidad de estas dos drogas como agentes desmetilante e inhibidor de HDACs
respectivamente, y sus efectos sinérgicos en la inhibicion de crecimiento celular en
diferentes lineas celulares tumorales también demostraron su habilidad de sobre-
expresar cierto nimero de genes dentro de los cuales se encontrd la sobre-expresion de

un gen supresor de tumor: Grim19, el cual llamé nuestra atencion.”

9.0 GRIM 19 COMO MODELO DE ESTUDIO

En el afio 2000, con el animo de entender las bases moleculares de la muerte celular e
identificar los genes que participan en este proceso, especificamente cuando esta muerte
es inducida por la combinacion de interferén y acido retinoico (IFN/RA) se pudo
caracterizar y aislar el nuevo gen GRIM 19 (por sus siglas en inglés Genes Associated
with Retinoid IFN induced Mortality). Se demostroé entonces que con el antisentido de
GRIM 19 confiere sobrevivencia celular y crecimiento, y su sobreexpresion aumenta la

sensibilidad de las células a la muerte por interferén y acido retinoico.’

Este gen codifica para una proteina de 16 kDa de 144 aminoacidos descrita
principalmente como una proteina mitocondrial y nuclear, que se expresa ubicuamente
en varios tejidos humanos y en altos niveles en musculo cardiaco y esquelético y en
menor grado en higado, rifion, y cerebro?®. Esta proteina interactia especificamente y
regula de manera negativa la actividad de STAT3 (por sus siglas en inglés Signal
Transducers and Activators of Transcripcion 3), que es un factor de transcripcion que
puede ser activado por citosinas y factores de crecimiento, el cual juega un papel
importante en crecimiento celular, anti-apoptosis y transformacion celular y esta

constitutivamente activo en varios canceres. *

También se ha demostrado que GRIM 19 es un componente esencial para el ensamblaje
del complejo I mitocondrial y para la integridad de toda la cadena de transferencia de
electrones mitocondrial, necesarios para los procesos involucrados en la cadena

respiratoria. %°
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Ma et al., demostraron que IFN/RA estimulaba la asociacion de GRIM19 con la
proteasa mitocondrial HtrA2, cuya funcion es degradar una de las proteinas inhibitorias
de apoptosis XIAP, la cual inhibe caspasa 9, por lo que dicha interaccién favorecia la
muerte celular *. A su vez, Sudhakar et al., corroboraron las propiedades de esta
proteina como supresora de tumores al demostrar la union que existe entre GRIM19 y el
dominio de transactivacion de STAT3, donde en respuesta al tratamiento con IFN/RA
se promovia la unién de GRIM19 con los promotores de genes dependientes de la
activacion por parte de STAT3, como lo son bcl-2, bcl-x, y ciclina B1, proteinas

antiapoptoticas *..

En el 2006 Alchanati et al., observaron que hay una relacion entre la pérdida de la
expresion de esta proteina y el cancer renal humano y otros tumores urogenitales. Sin
embargo, esta pérdida de expresion no se ha asociado con cambios de tipo genético, y es
por eso que modificaciones como la metilacion pueden explicar las razones de la
pérdida de su expresion®.

Son necesarios estudios que puedan explicar si los eventos que causan este
silenciamiento o la disminucion de la expresion de este gen son debidos a eventos
epigenéticos. Tal como se hicieron para un homologo de GRIM19, el NDUFBS6 el cual
también forma parte del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial. En dicho
estudio Ling et al., demostraron que la combinacién de factores genéticos y
epigenéticos estaban asociados a la reduccidn de la expresion de este gen en masculo
esquelético en personas de edad comparadas con personas jovenes, asociado a un
polimorfismo que se ve en las personas ancianas que las hacen mas susceptibles a la

metilacién del ADN en la region promotora de este gen.

10.0 JUSTIFICACION

Posterior a estos estudios y con el animo de identificar y desarrollar otras moléculas
capaces de bloguear el sitio activo de las ADN metiltransferasas humanas y de
optimizar el efecto desmetilante y disminuir los efectos adversos de la hidralazina, se
realizd el mismo estudio in silico para modelar las propiedades biologicas y
fisicoquimicas de nuevos productos sintéticos analogos a la hidralazina. Dentro de

estos, la molécula (LQM502) 2-hidrazinopiridina demostro ser un buen candidato como
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agente inhibidor de metilacién al indicar una interaccion favorable con la enzima

uniéndose a dos residuos de ésta. (Publicacion en proceso)

El propdsito de este trabajo es comparar la actividad desmetilante y reactivadora de este
nuevo compuesto junto con su analogo, especificamente en este gen supresor de tumor

GRIM19 en diferentes lineas celulares de cancer.

LQMS502 Hidralazina
2 HCI NH—NH2
H
|
N __ N X
; |
H N N

11.0 HIPOTESIS

El analogo de la hidralazina LQM502 es un agente demetilante del ADN y reactivadora

de la expresion de GRIM19 in vitro

12.0 OBJETIVOS

12.1 General

Evaluar la actividad desmetilante y activadora de la expresion de GRIM19 por parte de
LQM502.

12.2 Especificos

e Valorar la capacidad de LQM502 como inhibidor de metilacion.

e Evaluar la capacidad de LQM502 para producir cambios en la metilacién global
del ADN.

e Estudiar la capacidad de LQM502 para reactivar la expresion de GRIM19.

e Analizar los niveles de proteina de GRIM 19 posterior al tratamiento.

13



13.0 MATERIALES Y METODOS

13.1 Lineas celulares y tratamientos

Las tres lineas celulares CaLo (cérvix), HeLa (cérvix) y MDA 231 (mama) fueron
obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection) cultivadas en D-MEM/F12
con 10% de suero fetal bovino. Se arrestaron durante 24 horas previas al tratamiento
con ausencia de suero. Al dia siguiente se lavaron con PBS y se adiciondé medio nuevo
con los farmacos hidralazina (10 uM), LQM502 (10 uM) y 5-Aza-CdR (0.75 uM). Al
tercer dia se adicion6 medio fresco con los farmacos y acido valproico (1ImM) y sus
respectivas combinaciones. Al cuarto dia al grupo de tratamiento con 5-aza-CdR le fue
removido el medio y fue adicionado medio fresco. Al quinto dia se despegaron las
células con tripsina PBS+EDTA. Las condiciones de tiempos y concentraciones de los
farmacos fueron escogidos de esta manera por estudios previos reportados por nuestro
laboratorio. (Ref. 51y 57).

13.2 Extraccion de acidos nucleicos y proteinas

El ADN genomico fue obtenido por el método de digestion con proteinasa k y
purificacion con fenol-cloroformo. La extraccion de ARN se hizo con Trizol (Gibco
BRL, Grand Island, NY, USA). Para el analisis de proteinas, las células se cosecharon y
se centrifugaron, se lavaron con PBS 1X, se volvieron a centrifugar y se resuspendieron
en el amortiguador de radio-inmunoprecipitacion (RIPA) (50 mM Tris-HCI (pH 7.6), 5
mM EDTA, 150 mM NaCl, and 1% NP40) con el inhibidor de proteasas (Protease

inhibitor cocktail. Sigma).

13.3 Modificacion del ADN por Bisulfito

Se diluy6é 1ug de ADN en 50ul de agua y se desnaturalizé durante 25 minutos con 5l
de NaOH 3M a 42°C. Posteriormente de adicion6 30uL de hidroquinona 10mM y
510uL de bisulfito de sodio 3.9 M a pH 5 durante 13 hrs. a 55°C en oscuridad. EI ADN
modificado se purifico con las columnas de purificacion Wizard (Promega) y se eluyd
en 50uL de agua. Se desnaturalizd posteriormente el ADN con 5uL de NaOH 3M

durante 15 min a 37°C. Posteriormente se neutralizd y se precipitd la reaccion con 5ul
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de acetato de amonio 3M y 300uL de etanol durante 2 horas a -20°C. Se centrifugo
durante 30 min a 13.000rpm y se lavé con ETOH 70%. Finalmente se seco por vacio y
se diluy6 en 50uL de agua. Se utilizo inmediatamente o se guardo a -20°C en oscuridad

para su posterior uso.
13.4 Andlisis de Metilacion especifica

El gen estudiado fue GRIM 19, el cual fue analizado por la técnica de metilacion
especifica mediante PCR como se describié anteriormente?”. La mezcla de la PCR
contenia Buffer 10X a una concentracion final de 1X, 0.5 unidades de Taq Gold
polimerasa, dNTPs a una concentracién final de 0.2mM, primers a una concentracion
final de 0.5 ppm y 200ng del ADN modificado en un volumen final de 20uL. Los

productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2%.

Secuencia Producto Tm
Metilado Sen 3-TGTATATTT CGA TGA ATT CGA AGA-5 123 pb 55°C
GRIM19 AnS 5- TAA TAA ACC GAC GAC GAA CG-3’
Desmetilado | Sen 3 - TTG TAT ATT TTG ATG AAT TTG AAG ATG T -5 127 pb 55°C
GRIM19 AnS 5- AAA TAA TAA ACC AAC AAC AAA CAC C -3’

El estado de metilacién sin tratamiento y con tratamiento se corrobord por la
secuenciacion del producto de PCR, el cual fue precipitado con isopropanol y fue
secuenciado con el primer sentido. EI ADN purificado fue diluido y secuenciado usando
el kit ABI BigDye Terminator v3.1 (ABI, Foster City, CA), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacion fueron examinadas en el

analizador genético ABI3100.

13.5 Transcripcién Inversa

El ARN total fue extraido para transcripcion reversa usando el kit de RT-PCR (Perkin

Elmer). Los primers y las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Secuencia Producto Tm
GRIM19 | Sen 3- AAT GCA AGA ACC AAG GCG AGT CAC -5 283 pb 59°C
AnS 5 AGG CAT GTC CTG CTT CAC CTT TGA -3’
Actina Sen 3- ACC ATG GAT GAT GATATCG -5 310 pb 59°C
AnS 5- ACA TGG CTG GGG TGT TG AAG -3
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13.6 Western Blot

10 pg de la proteina total se separaron electroforéticamente mediante SDS-
poliacrilamida al 16% y fueron inmovilizados sobre una membrana de Polyvinylidene
difluoride Immobilon-P (Millipore, Bedford, MA, USA) después de 2 horas de bloqueo
con TBS y Tween 20 con un 5% de leche en polvo baja en grasa a temperatura
ambiente. Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario contra GRIM 19
(Mito Science LLC), anticuerpo monoclonal de raton. Después, fueron lavadas con PBS
Tween 20 y posterior a esto fueron incubadas con el anticuerpo secundario adecuado
conjugado con peroxidasa. Después de nuevos lavados, las membranas se revelaron con
el sustrato de quimioluminiscencia (Amercsham Biosciences. ECL plus Western
Blotting Detection System). Para determinar las cargas y normalizarlas, se tifieron los
geles con azul de coomassie y posteriormente se leyeron las bandas en un
espectrofotémetro.

13.7 Andlisis Densitométrico

Las intensidades de los Western blots y de las RT-PCR fueron cuantificadas por
densitometria empleando el programa NIH image version 1.62. Los resultados de cada
banda fueron normalizados utilizando como referencia la expresion de actina en los RT-
PCR y en el caso de los Western blots se empleo la concentracién total de proteina en
cada linea del gel, que obtuvimos al tefiir los geles con azul de coomassie y habiendolos

leido en el espectrofotometro.

13.8 Metilacion Global

Adenina (A), timina (T), guanina (G), uracilo (U), citosina (C) y 5 metil-citosina se
obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO; USA). Las bases se disolvieron en agua estéril y
se filtraron a través de una membrana de poros de 0.45 pum (Millipore). EI ADN
extraido de las muestras fue suspendido en 60uL de agua estéril para una concentracion
final de 0.08ug/uL. La hidrolisis del ADN se llevo a cabo incubando las muestras en
440uL de &cido formico a 140°C en una ampula cerrada durante 90 min. Después de la
hidrdlisis, las muestras se redujeron por vacio y se resuspendieron en 8ulL de agua
estéril. Las muestras de ADN se analizaron por electroforésis capilar para la medicion
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de 5-metilcitosina como se reporto anteriormente.”® Para el procedimiento de
electroforésis capilar, un capilar sin recubrimiento fundido con silice (Beckman-
Coulter; 60 cm x 75 um; longitud efectiva, 44.5 cm) se uso para este sistema (P/ACE
MDQ); Beckman-Coulter) conectado a un procesador de datos (32 Karat software). El
buffer de corrida fue 20mM de NaCOs (pH 9.6 + 1) y 80 mM SDS. Las condiciones de
corrida fueron a 25°C con un voltaje de 20 kV. La absorbancia fue monitoreada a
223nm. Después de cada corrida, el sistema del capilar fue acondicionado lavandolo con
el buffer de corrida durante 2 min. Los buffers y las soluciones de lavado se prepararon
en agua estéril y filtradas a través de poros de 0.45 pum. Las muestras hidrolizadas se
inyectaron con una presion de 0.5 p.s.i durante 15 seg. La metilacion relativa de cada
muestra de ADN fue tomada como el porcentaje de ™C en el total de las citosinas: "C

area del pico x 100/(C area del pico + "C area del pico)

13.9 Andlisis Estadistico

Los datos fueron representativos de dos mediciones y estan presentados como los
promedios con sus errores estandar (+/-). Las comparaciones entre los grupos se
hicieron con la prueba de Fisher. Las relaciones se analizaron con la prueba de Tukey.
Un valor de p < 0.05 fue usado para indicar las diferencias significativas entre los

valores promedios.

14.0 RESULTADOS

En un estudio publicado por Arce et al., ° en el 2006 donde se pretendia evaluar la
eficacia clinica de los agentes epigenéticos hidralazina y valproato de magnesio junto
con quimioterapia neoadyuvante (doxorrubicina y ciclofosfamida), en pacientes con
cancer de mama local avanzado, se demostrd por un ensayo de microarreglos que
posterior al tratamiento con estos agentes se hiperexpresaban 1091 genes y se regulaban
hacia abajo 89. Dentro de aquellos genes que se encontraban sobre-expresados estaba
GRIM 19. Para corroborar estos hallazgos se realiz6 una RT-PCR para evaluar su
expresion pre y post tratamiento. Los resultados correlacionaron con los datos del
microarreglo, lo que nos sugirio usar este gen como un modelo de estudio ya que puede

estar regulado a través de mecanismos epigenéticos, asi que se analizo si inhibidores de
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la metilacion como lo son 5-Aza-CdR, hidralazina y su andlogo LQM502 son capaces

de regular su expresion.

En primera instancia se hizo una RT-PCR para ver el estado de expresién de este gen en
tres diferentes lineas celulares tumorales humanas: MDA231, CaLo y HelLa, con los

diferentes tratamientos. (Fig. 1)

En las tres lineas celulares sin tratamiento se observd una expresion basal del gen, pero
observamos un aumento en los niveles de expresion al tratar las células con LQM502.
Sin embargo, este aumento se detectd igual que con el tratamiento con hidralazina
10uM y aln mas importante con 5-aza-CdR. Cuando se usé la combinacion LQM502
con &cido valproico se vio un aumento de la expresion en todas las lineas celulares. El
patrén del aumento de la expresion se vio muy similar en las tres lineas celulares con
respecto a los diferentes tratamientos.

Estos resultados se compararon con la expresion de la proteina por Western Blot.

(Fig.2)

Como en la RT-PCR, en el Western Blot se pudieron observar también los niveles
basales de la proteina en las células sin tratamiento, y cdmo ésta aumenta con los
diferentes tratamientos. Se vio un aumento similar al tratar las células con hidralazina y
LQM502 en CalLo y HeLa en las MDA 231 vemos un mayor aumento al tratarlas con
hidralazina. Al compararlas con LQM502 en esta misma linea celular se observo que al
combinar LQM502 y &cido valproico la intensidad de la banda es menor que con solo el
LQM502.

Tanto en MDA231 como en CaLo se detectd un ligero aumento con el tratamiento con

5-aza-CdR y con la combinacion LQM502 y &cido valproico.

18



MDA 231
RT- GRIM 19

SIT Hid 10 LQM502 10 5-aza-CdR LQM502+V
1 24 2.3 3.2 3.7

Actina

CalLo
RT-GRIM 19
SIT Hid 10 LQM502 10 5-aza-CdR LQM502+V
1 1.2 1.4 1.9 2.3
Actina
HelLa
RT-GRIM 19
SIT Hid 10 LQM502 5-aza-CdR LQM502+V
1 1.7 2 2.4 2.4
Actina

Figura 1. RT-PCR de GRIM19 para las lineas celulares CaLo, MDA 231 y HelLa. La amplificacion
de actina se usd para confirmar la integridad del cDNA. Células sin tratamiento (S/T), Hidralazina
10uM (Hid10), LQM502 10uM (LQM502 10), 5-aza-2-deoxicitidina 0.75 uM (5-aza-CdR) y
LQM502 10uM +Acido Valproico 1ImM (LQM502 + V). La intensidad de la sefial de GRIM 19 fue

normalizada con la intensidad de la actina y el indice de las células sin tratar fue definido como 1.
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GRIM 19

MDA 231
el C— a— — o
SIT Hid 10 LQM502 10 5-aza-CdR LQM502+V
1 2.4 2.4 3.2 3.7
CalLo
L g
;gl - s i
SIT Hid 10 LQM502 10 5-aza-CdR  LQM502+V

1 1.2 14 19 2.2

HelLa
s B - s -
SIT Hid 10 LQM502 10 5-aza-CdR LQM502+V
1 1.6 2 2.3 2.4

Figura 2. Western Blot para GRIM 19 para MDA 231, CaLo y Hela. La
intensidad de la sefial de GRIM 19 fue normalizada con la concentracion total

de proteina en cada linea del gel.

Para caracterizar los cambios epigenéticos por el tratamiento a las células con LQM502,
se hizo la PCR de metilacion especifica. Por ser un gen recientemente descrito aun no
esta caracterizada su regién promotora, asi que para nuestros ensayos decidimos tomar
una region de 1kb arriba del primer exodn, esto a través del programa Genome Browser.
Lo siguiente que se realizo fue caracterizar una region rica en CGs para disefiar los
primers para metilado y desmetilado y esto se llevd a cabo por el programa de

MethPrimer Design.*
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El ADN de las tres lineas celulares se trat6 con bisulfito de sodio para procesarlo por la
técnica de modificacion, descrita previamente en materiales y métodos, y fue el ADN

utilizado para la PCR de metilacion especifica (Fig. 3).

Brevemente esta técnica consiste en someter el ADN previamente desnaturalizado por
cambio de pH y de temperatura, a bisulfito de sodio, este convierte todos los residuos de
citosinas no metiladas a uracilos mediante deaminacion. Sin embargo, los residuos
metilados de citosinas que son resistentes a la modificacion permanecen como citosinas,
el impedimento para que estas citosinas sean modificadas es debido a la presencia de un

grupo metilo.

DEAMINACION DESULFONACION
SULEONACION HIDROLITICA ALCALINA
NH, NH, o 0
H,0  NH,' 1l I
N Hso, PN HN ow N

— Lf» —

‘_ 4—

OH HSO;.

SO, S0,
CITOSINA CITOSINA URACILO URACILO
SULFONADA SULFONADO

La PCR de metilacion especifica utiliza las diferencias en la secuencia entre alelos
metilados y alelos desmetilados que surgen después del tratamiento con bisulfito de
sodio. La frecuencia de sitios CpG facilita la diferencia entre las secuencias. Los
primers para cada locus son disefiados para que le permitan distinguir cual ADN
previamente modificado esta metilado y cual desmetilado. Los resultados se obtienen

haciendo la amplificacion por PCR y con un gel de electroforesis.

Como se pudo observar, existe una metilacion parcial de esta region de este promotor,
ya que identificamos presencia de transcrito de GRIM 19 tanto con los primers para
metilado como para desmetilado. No obstante en las tres lineas celulares se detectd una
desmetilacién parcial después de la incubacién con LQMb502. A pesar de esto, con
hidralazina no vemos diferencias importantes en cuanto a los niveles de desmetilacion,
al compararlos con las células sin tratamiento. Al combinar LQM502 con el &cido

valproico observamos en que existe una accion sinérgica de estos dos compuestos a la
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hora de desmetilar tanto en CaLo como en MDA231. Se observo siempre en las tres

lineas celulares un aumento en los niveles de desmetilacion al tratarlas con 5-aza-CdR.

Esta desmetilacion fue confirmada por secuenciacion de los productos de PCR de la
PCR de metilacion especifica, con los ADNs de las células sin tratar y las células
tratadas con hidralazina, LQM502 y 5-aza-CdR.

El producto a secuenciar fue del fragmento que amplifica el primer sentido metilado
(Fig 4). Alli se encontraron seis CGs, de las cuales tres se encuentran totalmente
metiladas (sefialadas con flechas 1, 2, y 3), estas se mantienen como citosinas. Por otro
lado las otras tres CGs (4, 5 y 6) se vieron parcialmente metiladas, es decir que

localizamos poblaciones donde estas CGs se encuentran metiladas y otras desmetiladas.

Metilacion Especifica Grim 19
HelLa

SIT Hid 10 LQMS502 10 5-aza-CdR LQM502+V

CalLo

SIT Hid 10 LQMS502 10 5-aza-CdR  LQM502+V

MDA 231

U M U M U M U M U M

SIT Hid 10 LQM502 10 5-aza-CdR LQM502+V

Figura 3. PCR de metilacion especifica para GRIM 19 para HelLa, CaLo y MDAZ231.
MSP se hizo con los ADN de las tres lineas celulares con los primers disefiados
especificamente para detectar regiones metiladas (M) o no metiladas (U) del promotor de
GRIM19
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Figura 4. Secuencia de los productos de la MSP del gen GRIM19 en HeLa (A) sin tratamiento, (B) hidralazina 10uM, (C)
LQM502 10uM, (D) 5-aza-CdR 0.75uM. Las CGs estan sefialadas con flechas.

Se observé que las CGs 4, 5y 6 van cambiando su patron de citosinas a timinas en la
medida que cambiamos de tratamiento, lo que nos sugiere una desmetilacién por parte
de estos compuestos en estas CGs en particular y aun mas evidente en la CG numero 4

posterior al tratamiento con LQM502 y 5-aza-CdR, donde cambia completamente a
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timina. Tanto los otros tratamientos y las otras lineas celulares que no se muestran en

este experimento, no presentan cambios en su secuencia. (Datos no mostrados)

MDA 231
7 _
6 4
5 -
2 4-
23
2 -
g _
O i
SIT Hidra 502+V
Tratamientos
Calo
*
7 _
6 4
5 4
g4
2 4
g _
0 |
SIT Hidra 502 502+V
Tratamientos
HelLa
*
6 -
5 -
o4
5 3-
O\o 2 |
g _
0 |
SIT Hidra 502+V
Tratamientos

Figura 5. Metilacién global analizada por electroforesis capilar en MDA
231, CaLo y HeLa. Los resultados expresados son el promedio de
dos mediciones. * p < 0.05.

24



La evaluacion de agentes desmetilantes no s6lo requiere el estudio de sus efectos sobre
los genes supresores de tumores, sino también sus cambios en la metilacion global del
ADN. Una de las metodologias mas sensibles para medir los niveles de 5 metil-citosina

total es por electroforesis capilar.

Para este propdsito se purific6 ADN de las lineas celulares tratadas con los diferentes
compuestos y se determinaron los niveles de metilacion por electroforesis capilar. La
determinacion del porcentaje de metil-citosina en las muestras se hizo utilizando esta
relacion: (area del pico de metil-cistosina x 100) / (&rea del pico de metil-citosina + area

del pico de citosina), como se reporté por Fraga et al.,?? (Fig.5).

Se observé una moderada disminucion en los niveles de metilacion global, al tratar las
células con LQM502 comparandolas con el control, pero donde vemos los mas bajos
niveles de metilacion global es en las HeLa y MDA 231 tratadas con el analogo de la

citosina, 5-aza-CdR.
15.0 DISCUSION

La reversion de las modificaciones epigenéticas por inhibicion de las ADN
metiltransferasas, representa una estrategia experimental prometedora en la terapia del
cancer.” Sin embargo, estas moléculas han tenido el gran impedimento en su uso
clinico por sus altos niveles de toxicidad. Debido a esto ha sido importante identificar
compuestos quimicos con la habilidad de bloquear directamente las ADN

metiltransferasas humanas.

Ya que algunas de estas moléculas no han mostrado alguna evidencia en cuanto a su
directa inhibicion con las metiltransferasas y su efectividad no se ha caracterizado
correctamente aun, y puede que su efectividad sea debida a un efecto indirecto, es
necesario identificar compuestos quimicos que sean capaces de bloquear directamente
las DNMTs.

En este estudio se hizo un analisis comparativo entre LQM502, la hidralazina y 5 aza-
deoxicitidina. Estos dos ultimos compuestos se han descrito anteriormente como

inhibidores de metilacion en lineas celulares tumorales. LQM502 representa un
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compuesto que fue seleccionado por su favorable interaccion con el sitio activo de la

enzima metil transferasa en un modelo in silico.

En los ensayos de RT-PCR y Western Blot, las células sin tratar mostraban unos niveles
basales de la expresion de su transcrito y proteina; sin embargo, se ve que existe un
aumento de la expresion del gen GRIM 19 después del tratamiento con LQM502, muy
similar a los niveles de expresion inducidos por hidralazina, sugiriendo que el aumento
en los niveles de expresion puede ser debido a la actividad desmetilante que tiene la
hidralazina y que podria tener el compuesto LQM502.

De igual forma se vio un aumento en los niveles de expresion al combinar acido
valproico y LQM502 comparados con las células sin tratamiento, debido seguramente a
un efecto sinérgico de estos dos compuestos, tal como se ha demostrado en otros
modelos experimentales, como es el caso del estudio desarrollado por Yang et al.,
donde analizaron el gen del receptor de estrogenos, el cual se encuentra metilado en
algunas lineas celulares de cancer de mama, y al tratarlas con 5-aza-CdR y/o con
tricostatina (otro inhibidor de HDACS), inducian la re-expresion entre 5y 40 veces; sin
embargo, la expresion del transcrito del receptor se increment6 de 300 a 400 veces

cuando las células fueron tratadas con la combinacion de las dos moléculas.®

Esto demuestra una reaccion sinérgica entre el inhibidor de HDAC y los inhibidores de
metilacion, lo que debe ser considerado para la determinacion de ambos mecanismos de
accion de estas drogas, asi como para el potencial terapéutico de su uso en la clinica. En
ese caso, al combinar la molécula LQM502 con el &cido valproico se pueden ajustar
estas observaciones a aquellas hip6tesis o teorias donde mencionan que el acido
valproico activa genes también regulados por metilacion.>® Por otra parte se debe tener
en cuenta que también puede estar actuando directamente como inhibidor de HDACs,
afectando aquellos genes que se encuentran metilados y se desmetilan y son activados

como consecuencia de un incremento en la acetilacion de histonas.

Sin embargo, lo que si se puede asumir y concordar con otra hip6tesis antes propuesta **
es que el estado de metilacidn de una secuencia es determinado por un balance dindmico
entre la abundancia de la actividad desmetilante en la célula y el estado de acetilacién

de las histonas.
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Pero definitivamente algo que podria explicar que el mecanismo de silenciamiento o de
reduccién de la expresion de este gen es la metilacion de su region promotora, es la
induccion que se observa al tratarlas con 5-aza-CdR, que es el clasico inhibidor de
metilacion, capaz de activar genes regulados por metilacion. Sin embargo, vemos que
los niveles de expresion son ain mas elevados con 5-aza-CdR al compararlos con
LQM502 vy la hidralazina y esto puede ser debido en parte a los diferentes modos de

accion de estos dos tipos de inhibidores.

Para corroborar nuestras hipétesis de un silenciamiento de este gen por metilacion de su
region promotora hicimos una PCR de metilacion especifica, dirigida a reconocer las
secuencias tanto metilada como desmetilada posterior a la modificacion con bisulfito.
Lo que se observé fue un patron de desmetilacion en las tres lineas celulares al tratarlas

con LQM502, al igual que al tratarlas con 5-aza-CdR.

Al secuenciar esta region que se flanqueo con los primers para la PCR de metilacion
especifica (Fig. 4), se encontrd que de las seis CGs que se abarcaron sélo las CGs 4,5y
6 estan siendo parcialmente desmetiladas. Estas CGs van cambiando progresivamente
con los diferentes tratamientos a TGs, debido a la conversion por bisulfito de las
citosinas desmetiladas a uracilo. Despues del tratamiento con LQM502 (Fig. 4C), estas
tres CGs van mostrando un patron de desmetilacion ya que vemos como va aumentando
el pico de timina y va disminuyendo el de citosina. Sin embargo, vale la pena resaltar
que la desmetilacion no es total, tal como aparece en la Fig. 3, y se ve como existe una

poblacion metilada y otra desmetilada.

Lo mismo sucede con aquellas células tratadas con 5-aza-CdR, en las que también se
observa el aumento mucho mas evidente de los picos de timina donde antes estaba una
citosina (Fig. 4D). En el electrograma observamos que en las CGs donde vemos
cambios el lector las reconoce como N es decir que no determina exactamente que
nucledtido es, debido a la presencia de dos poblaciones en la muestra, existe la
poblacion donde las citosinas se mantuvieron metiladas y el lector las lee como
citosinas y existe la poblacion de cistosinas que se desmetilaron y posterior al

tratamiento con bisulfito de sodio cambiaron a uracilo.
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Quisimos averiguar que factores de transcripcion estaban asociados a esta region del
promotor para ver si estos estaban regulados por metilacion, pero por nuestra busqueda
informaética no hallamos ningun factor regulado de esta manera, lo que nos hace suponer
es que la preferencia que se tiene por estas CGs en particular es debida al acceso que
tienen las moléculas inhibidoras de metilacion para intercalarse en el ADN como seria
el caso de 5-aza-CdR o por el impedimento estérico que puede estar causando el
LQM502 en la DNMT a la que se le este asociando, haciendo de éste un complejo que

no tiene facil acceso a regiones donde la cromatina es mas compactas.

En estos ensayos se observa que la hidralazina no causa un efecto tan evidente
comparado con los otros dos tratamientos, lo que sugeriria que la molécula LQM502
muestra una mejor actividad que la hidralazina a estas dosis de 10uM, y también
demostrd tener un efecto semejante al inhibidor de metilacion por excelencia 5-aza-
CdR, debido a su accion como inhibidor. Esto corrobora nuestra hipétesis de una
actividad desmetilante por parte de la molécula LQM502, aunque su accién es débil al

compararla con la 5-aza-CdR, ya que no se ve una desmetilacion completa.

También debemos tener en cuenta que estamos analizando una supuesta region que es
parte del promotor de este gen, pero no sabemos a ciencia cierta si le pertenece al
promotor y puede ser debido a esto que no vemos cambios significativos en la secuencia
a la hora de exponer las células con los diferentes tratamientos, ya que podemos estar

analizando una regidn que no esta implicada en la regulacién de este gen.

No obstante, es importante mencionar que la regulacion de este gen no solamente es
debida a la metilacion de su promotor, ya que a pesar de que se encuentra parcialmente
metilado sigue existiendo expresion de su mensajero y de su proteina. Sin embargo,
otras modificaciones epigenéticas 0 un aumento en la concentracion o tiempo de
exposicion de estas drogas podria aumentar los niveles de su expresion, esto para el

disefio de experimentos futuros.

En células normales eucariontes diferenciadas, el 70% al 90% de las citosinas en los
dinucleétidos CG se encuentran metiladas.® Una de las principales alteraciones en la
metilacién del ADN reconocida en las células neoplésicas es la disminucion de la
metilacion global; dicha hipometilacion parece jugar un papel muy importante en la
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tumorigénesis. La péerdida de metilacion gendémica correlaciona con la severidad de la
enfermedad y el potencial metastatico en varios tipos de tumores.>* En nuestros ensayos
se evaluaron los niveles de metilacion global en las tres lineas celulares tumorales por

electroforesis capilar (EC) como se describi6 anteriormente (Fig. 5). %

Como podemos observar en la figura 5, hay una disminucion en los niveles de
metilacién global del 20%, 14.8% y 10.8% en MDA231, Calo y HeLa respectivamente,
al tratar las células con LQM502 y comparandolas con el control, lo que significaria que
esta molécula estd actuando como un inhibidor de metilacion. De cualquier forma es
necesario evaluar este patron de metilacion después del tratamiento para ver si se re-

establece este comportamiento.

Pero donde se encontraron mas bajos niveles de metilacion global fue en las células
tratadas con 5-aza-CdR, donde se ven disminuciones entre el 40 y 50% con respecto al
control, que tambien se ajusta a lo reportado anteriormente, donde observaban una
disminucion importante en estos niveles en pacientes con tumores sélidos después de 7

dias de exposicién a este farmaco.*’

Estos experimentos se hicieron también con el acido valpréico como monodroga, pero
los omitimos en esta tesis ya que no encontramos cambios en ninguno de los ensayos al
compararlos con el control de células sin tratamiento. Sin embargo, algo que cabe la
pena resaltar es la accion por parte de esta droga al combinarla con LQM502,
particularmente en la linea celular de cancer de cérvix HeLa, tanto en la RT-PCR como
en el Western blot observamos un aumento en los niveles del mensajero de GRIM 19 y
consecuentemente de su proteina. Esto debido a la accién sinérgica por parte de estos
dos tipos de drogas remodeladoras de cromatina, sin embargo, la secuenciaciéon no la
mostramos debido a que no observamos cambios en cuanto a su patron de metilacion
que se ve reflejado de igual manera en los analisis de metilacion global, en donde no

distinguimos cambios en los niveles de 5mC comparados con el control sin tratamiento.

Esto tambien se puede correlacionar con la PCR especifica de metilacion que demuestra
que aumentan los niveles del transcrito para los primers que reconocen los alelos
metilados en las células tratadas con LQM502 y acido valproico. Todo esto debido a la

accion del acido como remodelador de cromatina de otras regiones y de otros genes que
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pueden estar favoreciendo que se revierta en esta linea celular la desmetilacion por parte
de LQM502.

Las implicaciones de este estudio son interesantes en el sentido de que hemos abierto
una ventana mas para la terapia epigenética del cancer, ya que esta molécula LQM502
representa un candidato prometedor como inhibidor de la metilacién, y podria ser util
como un agente remodelador de la cromatina que permitiria el acceso a otros farmacos
que podrian potenciar sus efectos sobre ciertos tipos de genes. El estudio que le sigue a
este hallazgo es inmenso y es necesario no retraerse puesto que es justo evaluar las
capacidades de este farmaco en ensayos in vivo que nos puedan dejar entrever el

panorama de un modelo maés real al que vemos en las células en un universo unitario.

Pero algo que es interesante es que esta molécula comparte el grupo hidrazina en comin
con la hidralazina, lo que nos podria explicar su modo de accion con las DNMTs,
inhibiendo la fosforilacién de ERK (como habfamos mencionado anteriormente) *°, e
induciendo de esta manera una reduccion en los niveles de mensajero de alguna de estas
enzimas, de la misma manera que lo hace la hidralazina. Por esto es importante evaluar
la actividad de LQM502 como inhibidor de ERK y su actividad in vitro con las ADN

metiltransferasas.

Otros estudios que deben seguir a estos hallazgos son los de analizar con profundidad
los mecanismos que estan regulando la expresion del gen GRIM 19, debido a su
importancia en la cadena respiratoria mitocondrial y como inhibidor del factor de
transcripcion STAT3. Estos estudios deben involucrar tratamientos con acido retinoico
e interferon B, para ver si su reactivacion se ve reflejada en su sensibilidad a estas

moléculas.

CONCLUSIONES

En resumen, nuestros datos muestran que el compuesto LQM502 induce la expresion de
GRIM 19, por una posible actividad desmetilante de este compuesto, en tres lineas
celulares tumorales humanas. También observamos una disminucion en los niveles de

metilacién global, lo cual nos podria estar dando a entender su importante actividad

30



desmetilante, efecto que podria llegar a ser pernicioso y nos sugeriria evaluar genes que
se encuentren normalmente metilados, para ver si este compuesto es capaz de

desmetilarlos indistintamente.

Nuestros datos también resaltan la relacién conjunta que existe entre la desmetilacion
del ADN vy la inhibicion de las HDACSs, puesto que vemos gque este compuesto, que en
teoria es un agente desmetilante, al combinarlo con un inhibidor de HDACs como lo es
el acido valproico, tiene una accion sinérgica que favorece los niveles de expresion de

este gen en particular.

Sin embargo, aun no tenemos evidencia suficiente para poder afirmar que este
compuesto analogo de la hidralazina sea mas efectivo, puesto que hemos visto que
cuando lo usamos sélo vemos casi el mismo efecto comparandolo con la hidralazina. De
cualquier modo, si observamos que al combinarlo con un inhibidor de HDACs se

potencia su actividad.

El gen GRIM 19 que codifica para una proteina que regula de manera negativa a
STATS3, parece estar regulado epigenéticamente en ciertas lineas celulares tumorales
humanas y su condicion aberrante puede ser revertida por accion de inhibidores de

metilacién o inhibidores de HDACs.
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