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Resumen

La m-AMSA es un farmaco utilizado en eritroleucemias que actua a través de la
inhibicion de la DNA topoisomerasa Il (DTi2), enzima importante para la
consecucion del ciclo celular. Sin embargo, su empleo en la clinica no esta
excluido de reacciones adversas, como lo son la falta de selectividad hacia células
tumorales, la generacion de nuevos tumores y la resistencia al tratamiento. Las
tiazoloquinolinas son compuestos que se asemejan en estructura a la m-AMSA y
que buscan disminuir la resistencia al tratamiento y potenciar la actividad
citotoxica. De los diversos compuestos generados, el D3CIP es uno de los mas
citotoxicos, sin embargo, en experimentos posteriores se determiné que este
compuesto no inhibe a la DTi2 y por lo tanto no comparte el mismo blanco
farmacoldgico que la m-AMSA, a pesar de su actividad citotoxica. Para identificar
posibles mecanismos de accidén que expliquen la actividad citotdxica, se utilizé una
estrategia protedmica donde se identificaron proteinas que modificaron su
expresion por el tratamiento con D3CIP. Las proteinas identificadas sugieren la
participacién de la Respuesta a Proteinas Desplegadas (UPR por sus siglas en
inglés) la cual se activa por alteraciones a nivel de proteinas (desplegamiento,
incremento exacerbado en su sintesis, dafo estructural, etc), y promueve
procesos para tratar de disminuir estas afectaciones (autofagia, sintesis de
chaperonas, paro en la traduccién), las cuales si no pueden controlar el estrés
inicial, activa procesos apoptéticos. En este trabajo se evaluaron marcadores y
proteinas clave en la activacion de la UPR vy la apoptosis y se demostré que se
activa por el tratamiento con D3CIP, y esto explica en parte su citotoxicidad. Asi
también, se exploraron mecanismos de accién relevantes para tratar de delimitar

el blanco farmacoldgico de las tiazoloquinolinas.



2 Antecedentes
2.1 Mecanismos de accion de farmacos anticancerigenos.

Los agentes anticancerigenos tanto en uso clinico como en desarrollo ejercen su
actividad antitumoral a través de una variedad de mecanismos de accion que
impiden o interfieren con ciertas caracteristicas o procesos que tienen las células
transformadas como lo son la metastasis, la angiogénesis, la inflamacion los
cambios en el metabolismo, la alta inestabilidad gendmica, la evasion por el
sistema inmune y la desregulaciéon en los sistemas de crecimiento, muerte y

proliferacion celular (1).

Por su mecanismo de accion, los agentes quimioterapéuticos se pueden clasificar

de la siguiente manera (Fig. 1) (2):
e Agentes que interactuan con el DNA.

Promueven dafio al material genético ya sea induciendo entrecruzamientos
(cisplatino) o intercalandose (mitoxantrona).entre las bases e inhibiendo procesos

como la duplicacién, la transcripcion o la reparacion del DNA

Asi también, hay farmacos que inhiben enzimas claves en la estructuracién del
material genético como las DNA-topoisomerasas | (DTi1) (camptotecina,
doxorubicina) y DTi2 (m-AMSA, VP16) o inhibidores de la DNA telomerasa

(imetelstat).

e Antimetabolitos.

Interfieren con la sintesis de macromoléculas esenciales para la proliferacion
celular, como la sintesis de DNA (mercaptopurina), o interfiriendo con pasos claves

de vias biosintéticas (metotrexato).

e Agentes antitubulina.

Alteran la dinamica del citoesqueleto, esencial en la mitosis y la citocinesis

(vinblastina y taxol).

e Agentes que inhiben vias de sefializacion.



Necesarias para el crecimiento y proliferacion celular como lo son los receptores
tirosina cinasa (Iressa y Gleevec), el receptor de estrogenos (tamoxifen) o la

sintesis de esteroides (anastrozol).

Dianas comunes en la terapia contra el cancer
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Figura 1. Mecanismos de accion de farmacos anticancerigenos.

Sin embargo, el empleo de estos farmacos en la terapéutica actual no esta libre de
problematicas, las cuales a menudo estan asociadas a resistencia al tratamiento
(intrinseca o adquirida) producto de diversas modificaciones a nivel genético o
epigenético (3). Dentro de los principales mecanismos asociados a resistencia al

tratamiento se encuentran:
e |ncremento en los sistemas de detoxificacion
¢ Incremento en los sistemas de transporte

e Decremento en los sistemas de activacion



Incremento en la actividad de los sistemas de reparacién del DNA o

proteinas.
Inhibicidon de la muerte celular

Mutaciones en el blanco terapéutico

Dadas estas dificultades, es evidente la importancia de generar nuevas moléculas

con actividad antitumoral potenciada buscando mejorar sus caracteristicas

farmacoldgicas (selectividad, citotoxicidad, estabilidad metabdlica,), fisicoquimicas

(solubilidad o estabilidad) y/o para mejorar procesos de sintesis, formulacion o

administracion.

2.2 Estrategias para la generacion de nuevos farmacos anticancerigenos

De las estrategias que permiten incrementar el numero de estructuras con

actividad bioldgica en cancer y en otras enfermedades se encuentran:

El cribado con bibliotecas moleculares, en el cual se cuenta con miles de
compuestos diferentes y con los cuales se busca identificar si un
compuesto inhibe o activa un blanco previamente definido. Sin embargo,
este proceso es muy costoso y ofrece pocas estructuras con actividad

biolégica a nivel clinico (4).

El analisis computacional, en donde a partir de un blanco (proteinas, DNA,
RNA, lipidos, etc) y de una farmaco con estructura tridimensional definida,
se desarrollan analisis de acoplamiento y/o dinamica molecular para
determinar si ambas moléculas pueden interaccionar favorablemente (4).
Sin embargo, esta aproximacion se limita a una interaccion bimodal,

dejando fuera las posibles interacciones entre el organismo y el farmaco.

El bioisosterismo. Esta aproximacion utiliza un farmaco con actividad clinica
conocida al cual se le realizan modificaciones dirigidas o al azar en busca
de potenciar alguna de las caracteristicas biolégicas o fisicoquimicas del
farmaco inicial (4). Se explicara mas a fondo este concepto, ya que las

tiazoloquinolinas se consideran bioisdsteros del farmaco m-AMSA.



2.3 Bioisosterismo

El isosterismo en quimica se define como la semejanza estructural entre dos
moléculas que comparten el mismo numero de atomos y electrones de valencia y
que tienen caracteristicas fisicoquimicas similares (5). Por otro lado, el
bioisosterismo, consiste en reemplazar componentes estructurales de una
molécula bioactiva con componentes estructurales similares (como lo son cambios
en elementos o grupos funcionales), en vias de mejorar o promover alguna de las

caracteristicas antes mencionadas (5).

Este esquema ha provocado el surgimiento de un numero cada vez mas grande
de farmacos que, a partir de estructuras comunes, buscan potenciar el efecto de

los farmacos “tradicionales”.

Por ejemplo, el cisplatino y sus derivados oxaliplatino y carbaplatino, actuan
generando aductos y entrecruzamientos sobre el DNA, sin embargo, estos ultimos
disminuyen la nefrotoxicidad asociada al empleo de cisplatino, aunque éste es

mas citotéxico. (Fig. 2) (6).
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Figura 2. Estructuras del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino

Otro blanco farmacolégico es la DNA topoisomerasa |, enzima importante para

regular la topologia del DNA durante la transcripcidén. Esta enzima es inhibida por



la camptotecina y sus derivados topotecan e irinotecan, sin embargo, estos ultimos

presentan mayor solubilidad que el farmaco modelo (7).

De la misma manera, la m-AMSA y su derivado mas potente la m-AHMA, son
compuestos inhibidores de la DTi2. La m-AMSA ha sido empleada desde los afios
80’s en el tratamiento de leucemia linfatica y mieloide con buenos resultados en la
clinica (8), sin embargo, presenta problemas en su uso, ya que tiene una elevada
cardiotoxicidad, tiene posibles efectos carcinogénicos y cuenta con una alta
promocién de resistencia al tratamiento (8), siendo este ultimo aspecto compartido

con la mayoria de los farmacos anticancerigenos de uso clinico (3).
Se profundizara en el mecanismo de accion de la DTi2.

El mecanismo es el siguiente: la enzima asocia dos dobles hélices del DNA, de las
cuales, una es rota (verde en Fig. 3) y la otra transportada a través de esta
apertura (rojo en Fig. 3) en funcion de disminuir la tension en el
superenrrollamiento del DNA, derivado de la duplicacion (8). El proceso de ruptura
se lleva a cabo través de la formacion de un enlace covalente entre el fosfato del
fosfodiéster proveniente del DNA y una tirosina del sitio catalitico, formandose un
intermediario covalente DNA-Proteina (8). Una vez transportada la segunda doble
hélice, la enzima religa el corte (reformacidén del enlace fosfodiéster en el DNA) y

finalmente libera las dos dobles cadenas.

La m-AMSA y sus derivados actuan inhibiendo a la enzima en el paso de
religacion, en el cual la DTi2, queda unida por un enlace fosfotirosilo al DNA 'y cuyo
complejo formado entre la enzima, el farmaco y el DNA lleva el nombre de

complejo covalente (8).

La formacién y estabilizacion de estos complejos, genera rupturas en el DNA y
detiene la duplicacion y la mitosis, efectos que si no pueden ser reparados,

desencadenan muerte celular via apoptética (8).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la DNA topoisomerasa ll

Se han descrito mutaciones en el gen que codifica la DTi2 en células cancerosas
de leucemia promielocitica HL60 que las hace insensibles a la m-AMSA (HL60/m-
AMSA) (9). Sin embargo, cuando se emplean otros inhibidores de la DTi2 como el
VP16 (el cual comparte el mismo mecanismo de accién que la m-AMSA), la
resistencia al tratamiento desaparece (9). De ahi la importancia de generar nuevas
estructuras que compartan el efecto citotéoxico en células tumorales y que

reduzcan sus efectos adversos.

En este aspecto, la m-AMSA es el punto de partida de una nueva serie de
farmacos sintetizados por Lira y colaboradores que buscan potenciar la actividad
citotoxica y disminuir la resistencia al tratamiento derivada de mutaciones en la
DTi2 (10).

2.4 Tiazolo[5,4-b]quinolinas como biois6steros de la m-AMSA.

Siguiendo el esquema del bioisosterismo, se sintetizaron tiazolo[5,4-b]quinolinas
que son derivados de la estructura general de la m-AMSA. Estos compuestos
tienen en comun con la m-AMSA los grupos alquildiamino en la posicién 2y 9y los
grupos anilino en la posicion 9 con sustituyentes en 3" y 4. Se evalud la
citotoxicidad de los nuevos derivados en lineas celulares de cancer de cérvix
(HelLa) y cancer de colén primario y secundario (SW480 y SW620). (Tabla 2) (10).

En estos compuestos se observo que:



La presencia en la posicion 2 de cadenas de N’,N’-dietilaminoalquilamino y el
aumento en la longitud de la cadena alifatica de este grupo eleva la actividad
citotéxica. Asi también, la citotoxicidad de los compuestos que poseen un atomo
de cloro en la posicidon 3" 6 4’ del anillo de anilina aumenta en comparacion con

compuestos que carecen de este tipo de atomo.

Los derivados que poseen en la posicidon 2 grupos heterociclicos saturados con

restricciones conformacionales tienen poca o nula actividad citotdxica.

Tabla 1. Actividad citotoxica de algunos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina

obtenidos por el grupo de trabajo de Lira-Rocha a 48 horas de tratamiento

_SCH \
3

HeLa SW480 SW620

1 SCHs H H >80 >80 >80
2 SCHs Cl H 69.37 >80 >80
3 SCHs H cl >80 >80 >80
4 SCHs CN H 7.75 2868 4375
5 SCHs H CN >80 >80 >80
6 SCHs OCHs H 2534 66.65  26.58
7 SCHs H OCHs >80 >80 >80
8 SCHs (CO)E H 2169 13.6 19.72
9 SCHs NMe H 46.22 >80 >80
10 SCHs CFs H 4334 6513  62.28
11 H OCHs H 272  nd. 76.6
12 H CHs H 858 n.d. 83.2
13 H H OCHs 30.8 n.d. >80
14 H CHs H >80 >80 >80
15 A H H >80 >80 >80
16 B H H 60.70 41.80 >80
17 C H H >80 >80 >80
18 E H H 15.96 37.7 21.6
19 E cl H 912 1433  17.78



20 E H Cl 10.16 12.56 12.20
21 E CN H 13.33 13.10 14.62
22 E H CN 15.18 14.18 16.49
23 E OCHs H 19.2 11.5 20.0
24 E H OCHs 13.60 12.04 16.38
25 P H H 6.27 6.90 16.56
26 P Cl H 7.46 7.91 10.17
27 P H Cl 8.82 4.92 7.48
28 P CN H 19.21 11.53 19.65
29 P H CN 2481 22.70 29.15
30 R H H 27.81 29.1 31.58
31 R Cl H 14.64 15.42 14.37
32 R H Cl 17.46 26.51 13.47
33 S H H 32.28 26.7 20.13
34 S Cl H 12.06 12.75 18.12
35 S H Cl 14.42 18.42 11.6
N RREN HelLa  SW480  SW620
36 E Cl 12.86 19.48 15.22
37 SCHs E 1297 27.97 16.87
Amsacrina 9.50 27.70 16.70

2.5 D3CIP - 9-[(3-cloro)fenilamina]-2-[3-(dietilamina)propilamina]tiazolo[5,4-

b]quinolina

De las tiazoloquinolinas sintetizadas, la mas estudiada es el compuesto
denominado D3CIP (tabla 1, en rojo y negritas), el cual es una tiazolo[5,4-
blquinolina con alta capacidad citotoxica cuyo grupo sustituyente es la 3-
(dietilamina)propilamina (Fig. 4) y que comparte la misma citotoxicidad que la m-

AMSA aunque con diferente estructura (11).
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Figura 4. Estructuras quimicas de (A) m-AMSA y (B) D3CIP.

Este compuesto tiene actividad citotoxica contra varias lineas tumorales, tales

como lineas de cancer cervical, colorrectal, mama y leucemia (11).

Adicionalmente, se ha evaluado su actividad citotdxica relativa en células
tumorales frente a células no tumorales, siendo cuatro veces mas citotdoxico en
células tumorales que en células monociticas de sangre periférica de individuos
sanos (PBMC).

Por otra parte, induce muerte celular sin detener el ciclo celular en células K562,
como se observa en ensayos de citometria de flujo después de 12 h de exposicidon

a este compuesto (11).

Los signos de apoptosis también son evidentes a nivel histoquimico, pues se
detectan células TUNEL positivas, que coinciden con condensacion de la
cromatina y mas tarde hay evidencia de fragmentacion nuclear en células K562

(11).

Todos los datos son consistentes con la induccion de muerte celular mediada por
apoptosis en células K-562. En concordancia, mediante el uso del sustrato de Ac-

DEVD-AMC se confirmd la activacion especifica de las caspasas 3y 7 (11).

Asi también en células HelLa y K562, induce la fosforilacién en la serina 153 de la
histona yH2Ax, la cual es un marcador de dafio y reparacion de la doble hélice
(12).
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Sin embargo, todos estos efectos en conjunto no estan relacionados con la
inhibicion de la DTi2, ya que al emplear el ensayo ICE que permite cuantificar los
complejos covalentes, no se observaron estos en células HeLa y K562 tratadas
con D3CIP (Fig. 5) (12).

DNA TOP1 DNA TOP2

I
DTi2 Libre

DMSO

m-Amsa .

DTi 2 unida DNA

camptothecin #§

12 172 15 13

D3CIP

A) . B)

Figura 5. A) El método implica la separacién del DNA genémico
de las proteinas que no estén unidas covalentemente al
DNA empleando gradientes de Cloruro de Cesio.
Posteriormente se utilizan anticuerpos anti-DTi2 para
determinar la presencia de los complejos covalentes (DTi2-
Farmaco-DNA) en las fracciones purificadas del DNA. B)
Fracciones purificadas de DNA e identificacion de los
complejos covalentes de DTi1 y DTi2 en células HelLa
tratadas con DMSO (vehiculo), D3CIP (15 pM), m-AMSA (15
MM Control positivo DTi2), camptotecina (Control positivo
DTi1) durante 1 hora de incubacion.
Con este ensayo se descarté que el D3CIP, actua como bioisostero de la m-
AMSA, sin embargo, todos los efectos fenotipicos y moleculares observados dejan

en duda el mecanismo por el cual se activa la muerte celular del D3CIP.

2.6 Estrategias para el descubrimiento del mecanismo de accion de farmacos

citotoxicos

Las estrategias pueden ser muy variadas pero comparten la evaluacion de
cambios fenotipicos (morfologia, citotoxicidad, proliferacion) y/o moleculares
(expresion de genes o proteinas marcadoras) a fin de identificar cambios

asociados al tratamiento e inferir posibles mecanismos o dianas farmacologicas.
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Un ejemplo de una aproximacion fenotipica es el panel NCI-60, el cual permite
identificar mecanismos de accidén desconocidos de farmacos citotoxicos a través
de la generacion de patrones de citotoxicidad en 60 tipos de celulares tumorales
diferentes (leucemia, melanoma, pulmon, colon, cerebro, ovario, mama, préstata y
rindn) para después compararlos con una libreria con datos de citotoxicidad de
compuestos con actividad conocida. Esta aproximacién se basa en la sensibilidad
particular de los distintos tipos celulares utilizados a cada farmaco, derivado de
sus diferencias genotipicas y fenotipicas. Se busca que por homologia, el farmaco
problema comparta el patrén de citotoxicidad con alguno de los farmacos ya
conocidos Y, si este no es el caso, se propone como un mecanismo novedoso de
citotoxicidad (14).

Otras aproximaciones utilizan la gendmica y la protedbmica para identificar cambios
a nivel expresion de genes o proteinas respecto a un control, a fin de correlacionar
los cambios observados con la literatura y proponer un mecanismo de accion para

el farmaco problema.

En este sentido, en el trabajo de Muroi y colaboradores, se empleé un esquema
protedmico (geles en 2D y espectrometria de masas) donde se identificaron los
perfiles de expresion de proteinas de células Hela sin tratar o tratadas con alguno
de 42 compuestos diferentes con relevancia clinica. Se gener6 una base de datos
en la que se agrupaban los mecanismos de accion de farmacos ya conocidos, con

el perfil de expresién de cada uno de estos compuestos (14).

Posteriormente, se determiné el perfil de expresidon de proteinas de células HelLa
que fueron tratadas con el compuesto BNS-22, el cual es un compuesto aislado de
un extracto natural citotoxico del arbol Calophylum brasiliense, y cuyo blanco
terapéutico era desconocido. Posteriormente se compardé con la base de datos
generada anteriormente y este derivado se catalogd como un inhibidor de la DTi2
(15).

De esta manera, el empleo de analisis de protedmica ha permitido la identificacidon
de mecanismos de muerte celular para diversos compuestos con citotoxicidad
probada (16, 17, 18).
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En el caso del D3CIP, se utilizé una aproximacion protedmica para identificar los
principales cambios a nivel de proteinas y correlacionarlos con posibles vias de
citotoxicidad a fin de elucidar el mecanismo de accion de esta tiazoloquinolina

citotoxica (12).
2.7 Cambios en el proteoma de células tratadas con D3CIP

Las proteinas identificadas estan vinculadas con estrés de reticulo endoplasmico y

con procesos apoptéticos (tabla 2).

Tabla 2. Proteinas detectadas como sobre o subreguladas en 2D-PAGE e
identificadas por espectrometria de masas en extractos solubles de células
tratadas con D3CIP (15uM) y vehiculo (DMSO) a 9 y 12 horas de tratamiento.

Proteina N° de |Cobertur| Masa | pl |Calific, N°de Funcion Cambio

identificada |acceso| a (%) | (Kda) acion |péptidos
molecular (GO)

GRP78 P11021| 38.2 |72333(5.07| 131 8 Respuesta a Increment
proteinas 0

desplegadas

NAC-a QO9HO00 | 46.5 |23370(4.68| 157 9 [Transito de Reduccion

9 proteinas

Calumenina [Q6IAW 62.5 37084 (4.47| 259 47 Union a Calcio Reduccién

Protimosina |Q15204| 56.2 12065 |3.62| 319 13 Remodelado de Reduccién

cromatina

Citoqueratina |P05783| 22.8 |47897 |5.34| 546 35 |Reorganizacion de |Increment

18 citoesqueleto 0
Paratimosina |P20962( 22.0 |11392 |4.14( 61 2 Duplicacion del Reduccion
DNA
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Una de las proteinas que se ven aumentadas por el tratamiento con D3CIP es la
proteina GRP78. Esta proteina con actividad de chaperona es el regulador
principal de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR, por sus siglas en inglés)
iniciada en el reticulo endoplasmico (RE) y cuya finalidad es disminuir la cantidad
de proteinas desplegadas en el RE producto de diversas condiciones, tales como:
concentraciones aberrantes de proteinas, falta de nutrientes, hipoxia, estrés
oxidativo, infecciones virales, etc. Si estas afectaciones no pueden ser

controladas, la UPR activa apoptosis (19, 20).

La proteina NAC-a (Nascent polypetide associated complex) disminuyé por el
tratamiento con D3CIP. Su funcién principal consiste en evitar la translocacion
incorrecta de péptidos recién sintetizados hacia RE (21). Asi también, la
disminucion en NAC-a ha sido relacionada con el inicio de la UPR derivada de un
estrés en el RE (22, 23).

En este sentido el tratamiento con D3CIP produjo la disminuciéon de la proteina
calumenina, la cual esta vinculada con la regulacién de la actividad de diversas
proteinas y con la homeostasis de Ca?* en el RE (24). La movilidad de este ion
entre diferentes regiones celulares (reticulo-citoplasma-mitocondria), ademas de
estar conectada con procesos apoptoticos, también tiene relacion con el inicio y
progresion de la UPR (25).

Se detecté también la disminucion de la proteina protimosina, cuya funcion es
inhibir la apoptosis evitando la formacion del apoptosoma (26, 27). Este dato
correlaciona con resultados previos en los que se determind que células HelLa y K-

562 tratadas con D3CIP mueren por via apoptética (11).

En este contexto, se identifico la protedlisis de la proteina estructural Ck-18, efecto
que ha sido es propuesto como un marcador de apoptosis y de buen prondstico en
el tratamiento de cancer de mama y de pulmén (28, 29). Por ultimo, la hidrdlisis de
Ck-18 se ha relacionado también con la activacién temprana de la UPR en un

estudio realizado en células apoptoticas de fibrosis idiopatica pulmonar (28).
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Las proteinas identificadas por protedmica, y en especial, el incremento en
GRP78, guardan relacion con la activacion de la UPR, por lo que se describira a

fondo esta via.
2.9 Respuesta a proteinas desplegadas

En condiciones normales, la proteina GRP78 inhibe la UPR a través de la
interaccion con los receptores transmembranales ATF6, IRE1a y PERK los cuales
se encuentran en la membrana del RE. El incremento en el desplegamiento de
proteinas en este compartimento, promueve la separacion de GRP78 de los
receptores antes mencionados, activandolos. Una vez activas ATF6, IRE1a y
PERK prenden vias de sefializacién que regulan procesos como la traduccion, el
ciclo celular y la autofagia en vias de disminuir el estrés inicial, el cual si no puede

ser aliviado, promueve apoptosis, (Fig. 6) (19, 20).

% @ (& Proteinas Deplecién de AA
% @ @ Malplegadas Estrés Oxidativo
Prap—, % @ Desp_legadas = hfe_ouon \.ﬁral
C ©) GRP7S Tunicamicina
Reticulo a DTT
Endopldsmica O
ATF6 IRE1 O pERK
PR £ ¢ E
Golgi \ f 2 N A ’\ elF2a elF2a
K VW W, .
f XBP1 mRNA
’
Cltoplasma Traduccién Selectiva Paro global de la traducclén
ATFst XBP1 ATF4
‘ Nicleo l
¥ C!lapE_anas Transporte de AA
Sintesis de Respuesta Antioxidante -
GRP78 Formacion puentes disulfuro Autofagia
XBP1 Autofagia GADD153 (Apoptosis)
L - - -
— o .

Figura 6. Principales moléculas activadoras y efectos de la activaciéon

de la UPR en las moléculas senalizadoras.
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IRE1a es una cinasa/endoribonucleasa unida a la membrana del reticulo
endoplasmico, que en su forma activa escinde miRNAs que estan asociados a la
produccién de proteinas claves en el inicio de la UPR. De entre ellos XBP1, el cual
una vez editado, activa genes asociados con la produccion de chaperonas, el

crecimiento del reticulo endoplasmico y la autofagia (30).

PERK es una proteina cinasa que una vez activa, fosforila a elF2a inhibiéndola y
promoviendo un paro general en la traduccion, a fin de disminuir la carga total
proteinas en el RE. Asi también, se induce la traduccion selectiva de genes que
son independientes de elF2a, como lo es el factor de transcripcion ATF4, el cual
transcribe genes relacionados con el aumento en la capacidad de plegamiento

como son las chaperona y de proteinas relacionadas con autofagia (30).

Este ultimo es un mecanismo ampliamente conservado en los Eucariontes, que se
encarga de eliminar y reciclar organelos y proteinas en funcioén de las necesidades
celulares, ayudando a contender con afectaciones metabdlicas y diversas

condiciones de estrés, de entre ellas, la UPR (31).

Finalmente, ATF6 libre de GRP78 migra al Golgi donde es escindido por
proteasas. Una vez cortada, la region citosolica de este receptor es libre para
actuar como factor de transcripcion de genes inherentes a la expresién de

chaperonas como los son GRP78, GRP94 y la protein disulfuro isomerasa (30).

Sin embargo, si la homeostasis no es alcanzada, las tres vias pueden sefalizar

hacia la muerte celular por apoptosis.

IRE1a recluta a la proteina TRAF2 promoviendo la activacion de la apoptosis via
JNK (32).

La activacién de PERK y la produccion de ATF4, inicia procesos apoptaticos via la
induccidn del factor de transcripcion GADD153, el cual favorece la produccion de

la proteina BIM y el apagamiento transcripcional de BCL-2 (32).

ATF6 promueve apoptosis a través de la disminucion de la proteina Mcl-1,

miembro con actividad antiapoptoética de la familia BCL-2 (33)
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Con los datos obtenidos por protedmica, y en especial, el aumento en la expresién
de la proteina GRP78, evaluar si la UPR esta activa cuando se tratan células HelLa
con D3CIP explicaria uno de los probables mecanismos de citotoxicidad mediados

por esta tiazoloquinolina.
3 Justificacion

En el tratamiento contra el cancer se requieren de nuevas moléculas que ayuden a
disminuir o sobrepasar efectos adversos derivados del tratamiento como los antes
mencionados. Sin embargo, la integracion de nuevas moléculas en la clinica
requiere el claro conocimiento de las dianas moleculares a los cuales esta dirigido

el tratamiento.

Adicionalmente, el entendimiento del mecanismo de accion y la determinacion de
la diana farmacoldgica permite la implementacion de nuevas estrategias en el
tratamiento clinico. Un ejemplo de esto son las terapias de combinacion donde se
emplean multiples medicamentos ayudando a disminuir la resistencia al

tratamiento y aumentando la citotoxicidad hacia células tumorales (1).

Identificar el mecanismo de accion y el blanco farmacolégico del D3CIP es
importante ya que permitird promover su uso en la clinica y se podran identificar
caracteristicas deseables a nivel estructural que potencien parametros

farmacocinéticos y farmacodinamicos de las tiazoloquinolinas citotoxicas.
4 Planteamiento del problema

La activacion de la UPR es una respuesta general a diversos tipos de estrés, que
como se ha mencionado, puede conducir a la activacion de procesos apoptéticos
(35). Dadas las proteinas identificadas por protedémica, evaluar si el tratamiento
con D3CIP activa una posible y si esta activacion correlaciona con la muerte
celular via apoptética, puede aportar evidencia para identificar la diana molecular

primaria de dicho farmaco.
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5 Hipotesis

El D3CIP a concentraciones citotoxicas activa la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR) y esta activacion promuevo procesos apoptéticos en células
Hela.

6 Objetivo

“Determinar en células Hela, si el tratamiento con D3CIP a concentraciones
citotoxicas induce una respuesta a proteinas desplegadas (UPR) y promueve

apoptosis derivado de la activacion de la misma”
6.1 Objetivos particulares

Determinar los cambios en marcadores asociados al inicio y progresiéon de la UPR
y correlacionar estos cambios con datos de citotoxicidad y marcadores de

apoptosis cuando se tratan células HeLa con D3CIP.

7 Estrategia Experimental

En células HelLa y empleando ensayos Western blot y PCR se evaluaron
marcadores asociados a la activacién de la UPR y se correlacionaron con datos de
citotoxicidad y marcadores de apoptosis a distintos tiempos de tratamiento (3, 6, 9

y 12 horas).
8 Materiales y métodos

Compuestos a evaluar
e DMSO - Control Negativo
e m-AMSA - Farmaco inhibidor de la DTi2
¢ D3CIP - Compuesto a evaluar.

e DTT - Molécula activadora de la UPR a través de la reduccidén de puentes

disulfuro.

¢ Tunicamicina - Molécula activadora de la UPR a través de la inhibicion de la
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glucosilacién de proteinas.

8.1 Cultivo celular y tratamientos

Se cultivaron células Hela (células epiteliares humanas procedentes de un
adenocarcinoma cervical, en cajas Petri (una por tratamiento) de 100 mm
(aproximadamente 1.25 X10 7 células) en medio Eagle modificado de Dulbecco +
10 % de suero fetal bovino. Se permitié el crecimiento celular durante 24 horas y
posteriormente, se afadieron los compuestos: m-AMSA 15 pM, D3CIP 15 uM,
Ditioteitol (DTT) 5 mM, tunicamicina 10 yM, N-acetil-L-cisteina (NAC) 5 mM, 4 fenil
butiraro (4Pb) 2mM vy se incubaron a 37°C, a 3, 6, 9 o0 12 h. Posteriormente, las
células se lisaron con buffer de extraccion (TRIS 30 mM, urea 7 M, tiourea 2 M,
CHAPS 4%, DTT 10 mM, IPG Buffer 0.5%, EDTA 1 mM, pH 8.5, inhibidores de
proteasas Complete (Roche)). Se homogenizd por sonicacidon 3 veces durante 20
segundos en bafo de hielo. El lisado celular se centrifugé a 12,000 rpm por 3 min
a 4°C. Se recolectd el sobrenadante evitando desprender el botén viscoso (DNA-

ARN) y se cuantificé la proteina por el Método Bradford (Biorad).
8.2 Ensayos de MTT

Este ensayo se basa en la reduccibn metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa. La produccion de formazan a partir de MTT, produce
un compuesto de color que es cuantificable a 540 nm, permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy
utilizado para medir viabilidad y proliferacion celular, ya que la cantidad de células

vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido (40).

En placas de 96 pozos, se cultivaron un promedio de 7X102 células por pozo, a las
cuales se anadié el D3CIP y la m-AMSA a 10 y 15 yM en un volumen final de
200 pyL de medio DMEM. La viabilidad celular se determiné a 9 horas. Al cumplirse
el tiempo, se anadieron 20 uL de la disolucién de MTT 2.5 mg/ml (SIGMA) y se

incubd durante 90 minutos. Posteriormente, se retird el medio de cultivo y se
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agregaron 200 uL de DMSO para disolver el formazan. Finalmente, se determind

la absorbencia a 540nm (Epoch-Biotek) y se determiné el % de viabilidad

8.3 Electrotransferencia e inmunodeteccion (Western blot)

Se realizaron geles de electroforesis SDS-PAGE al 12% con 25 ug de proteina de
los extractos totales y se separaron las proteinas durante 2 h a 90 V.
Posteriormente, se electrotransfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa
(Biorad) durante 90 min a 25 V.

La membrana se equilibro en TBST 1X conteniendo 5% de leche en polvo sin
grasa (BLOTTO) a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion, seguido
por tres lavados con TBST 1X (10 minutos por lavado). Se incub6 la membrana
con los anticuerpos primarios pyH2Ax (phospho S139, Abcam ab11174), LC3B
(Abcam ab51520), G3PDH (FL-335 sc25778, Santa Cruz), PARP-1 (sc1562, Santa
Cruz), Citoqueratina-18 (12140322001 Cytodeath Roche), y GADD153 (sc7351,
Santa Cruz) todos diluidos 1:5000 en TBST durante toda la noche.

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de diez minutos con TBST 1X (10 minutos
por lavado) y se incubd la membrana con anticuerpos Anti IgG de conejo (Jackson
technologies), Anti IgG de cabra (sc2020, Santa Cruz), o Anti IgG de raton (sc2005,
Santa Cruz) segun sea el caso, a una dilucion 1:10000 durante toda la noche.
Posterior al lavado del anticuerpo secundario, se reveld la reaccion por
quimioluminiscencia (Millipore) y se analizaron en el fotodocumentador Licor
(Licor). Se realizaron los analisis densitométricos con el software Image Studio
(Licor).

8.4 Edicién del transcrito xbp1

Se incubaron células HelLa con D3CIP (15 pM), m-AMSA (15 uyM) o DTT (5 mM)
por 3, 6 0 9 horas. Después de la incubacion, se extrajo el RNA total con TRIZOL
(Life Technologies) y se cuantific6 con un espectrofotdmetro EpochTM (Biotek)
obteniéndose muestras con absorbancias a 260/280 nm iguales o arriba de 1.8. El
RNA mensajero se retrotranscribié usando el sistema SuperScriptl Il First-Strand

Synthesis™ para RT-PCR (ThermoFisher Scientific) de acuerdo a las instrucciones
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del fabricante. EI mensajero que codifica para (s)xbp1 se amplificé con los

siguientes cebadores:
GAAACTGAAAAACAGAGTAGCAGC (forward)
GCTTCCAGCTTGGCTGATG (reverse).

El producto de PCR se resolvié en geles de agarosa al 4 % tenido con EtBr y se
visualizé en un fotodocumentador Chemidock (Biorad). El experimento se hizo por

triplicado y se analizaron los geles por densitometria empleando el software Image

J.
9 Resultados

9.1 Ensayos de citotoxicidad

D3CIP AMSA
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Figura 7. Viabilidad de células HeLa por efecto del tratamiento con D3CIP o

m-AMSA a1, 2,10,15y 30 uM a 9 horas de tratamiento.

Se determind la viabilidad de células Hela tratadas con D3CIP y la m-AMSA a
diferentes concentraciones (1, 2, 10, 15y 30 uM) a 12 horas de tratamiento (Fig.
7). Se utilizaron las concentraciones de 15 uM ya que ambos tratamientos cuentan
con una citotoxicidad similar a esta concentracion y para poder correlacionar los

resultados de la presente tesis con los datos obtenidos por protedmica a las

mismas condiciones (12).
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9.2 Induccién de la fosforilacion en la histona yH2AX y LC3B-II

El D3CIP promueve la fosforilacion en la serina 139 de la histona yH2AX, a 9
horas de tratamiento, sin embargo, no se observé este efecto con tunicamicina ni
con ditiotreitol (Fig. 8), lo que nos indicaria que se presentan diferencias en los

efectos intracelulares del D3CIP y de sus contrapartes activadores de la UPR.

Asi también, se observé la acumulaciéon de LC3b-Il en todos los tratamientos a
excepcion del vehiculo. Esta proteina es importante en la estructuracién del
autofagosoma y ha sido propuesta como marcador de la activacién de la autofagia
(31). Asi también, es una respuesta importante para contender con muchos tipos
de estrés, de entre ellos la UPR y la DDR (31).
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Figura 8. A) Niveles de LC3B-l, LC3B-ll, GADD 153, y fosfo-S139
YH2AX en células HelLa tratadas con vehiculo (DMSO), D3CIP (15
MM), m-AMSA (15 pM), tunicamicina (70 pg) o DTT (5 mM) por 9
horas. B) analisis densitométrico de las bandas. La
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa como control de carga.
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* Diferencias estadisticamente significativas (ANOVA dos vias y
Tukey’s HSD, P< 0.05) al comparar con el control DMSO (vehiculo
a los tiempos correspondientes), n=3.

9.3 Activacion de IRE1 a

El splicing alternativo mediado por IRE1a sobre el mensajero de XBP1, produce
una mensajero 26 nucleétidos mas pequefo (spliced xbp-1 o sxbp-1), el cual, una
vez traducido actua como factor de transcripcion de genes que aumentan la
capacidad de replegamiento y reciclaje de proteinas dentro del RE (35). Esta
reduccion de 26 bases del transcrito inicial, se detect6 en los tratamientos con
D3CIP y DTT mediante los productos de RT-PCR en geles de agarosa al 3%,
como se muestra en la figura 9. A diferencia del D3CIP, la m-AMSA no activd
IRE1a, pues no se detecto la disminucion de la banda pesada y la acumulacion de
la banda ligera. Cabe hacer mencidén que el mecanismo de accion de la m-AMSA

(inhibicién de la DTi2) no se asocia con la activacién de la UPR (35).
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Figura 9. A) Identificacion de la activacion de IRE1a a tres, seis y
nueve horas de tratamiento con D3CIP y m-AMSA (15 uM) y DTT
(5 mM). B) analisis densitométrico de las bandas. La
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa como control de carga.
* Diferencias estadisticamente significativas (ANOVA dos vias y
Tukey’s HSD, P< 0.05) al comparar con el control DMSO (vehiculo
a los tiempos correspondientes), n=3.

9.4 Produccion de la proteina apoptotica GADD 153

Se observo la produccion del factor de transcripcion GADD153, al incubar células
HelLa con D3CIP a 15 pM durante 9 horas (Fig. 8), lo que nos indicaria que la
muerte celular via apoptética ya reportada (11), podria ser activada por la
exacerbacion de la UPR (36). Como controles positivos de la induccion de UPR y
de la produccién de GADD 153, se utilizdé el compuesto tunicamicina, el cual inhibe
la glucosilacion de proteinas dentro del reticulo endoplasmico provocando una

acumulacion de proteinas dentro de este compartimento y el ditiotreitol, molécula

24



que reduce puentes disulfuro en las proteinas, provocando su desplegamiento
(Fig. 8).
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Figura 10. A) Niveles de LC3B-l, LC3B-ll, GADD 153, y fosfo-S139
YH2AXx en células HelLa tratadas con vehiculo (DMSO) o D3CIP
(15 puM) a 3, 6, 9 y 12 horas de tratamiento. B) Analisis
densitométrico de las bandas. La Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa como control de <carga. * Diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA dos vias y Tukey’s HSD,

P< 0.05) al comparar con el control DMSO (vehiculo a los
tiempos correspondientes), n=3.

Adicionalmente, se evaluaron proteinas clave en sistemas de transduccion de

sefales relacionadas con la UPR, principalmente las MAPK.

9.5 Incremento de c-jun.

La incubacion con D3CIP produjo un incremento (3 h de incubacion) de la proteina
c-JUN (Fig. 11), la cual, actua como factor de transcripcion al unirse a c-FOS para

formar el complejo AP-1 y cuya dimerizacion activa genes como c-myc, p73 y el
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propio c-jun (37). Su autoinduccion esta relacionada con la activacion de la via de
senalizacion MAPK, en especifico, a través de la fosforilacidon mediada por p-JNK.
En la UPR, IRE1-a promueve la fosforilacién y activacién de p-JNK y el posterior
incremento de transcripcion de c-jun (38), lo cual correlaciona con la activacién de
IRE1-a a las 3 horas (Fig. 9).

9.6 Activacion de ERK (fosforilacion en residuo de tirosina 42)

A pesar de que ERK es totalmente activa cuando presenta otra fosforilacion en
treonina 202, la fosforilacion en tirosina 204 podria ser resultado de la activacion
de la via clasica de MAPK por el tratamiento con D3CIP. Entre los sustratos que
son fosforilados por ERK, se encuentran C-myc y c-FOS (complejo AP-1)
importantes en proliferacion y el control de la apoptosis (38). Cuando se incuban
células HelLa con D3CIP, se observo la fosforilacion de ERK en el residuo 42 (Fig.
11) a las 9 horas de tratamiento, correlacionando con la induccion de la proteina
pro-apoptética GADD 153 (Fig. 8 y 10).

9.7 Inactivacion de GSK3b (fosforilaciéon residuo 9 de serina)

La inactivacion por fosforilacion de la proteina GSK3B promueve la acumulacién
de varias proteinas, entre ellas b catenina (39). La acumulacion de b catenina (por
la inhibicidn de las cinasas como GSK3b y PKC) promueve procesos apoptoticos
via UPR a través de c-jun (39). La inactivacién de GSK3b por el tratamiento con
D3CIP (Fig. 11), correlaciona con la induccion de GADD 153 y de c-jun a 9 horas

(Fig. 8 y 10), a través de un probable incremento de b-catenina.
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Figura 11. Fosforilacion de GSK3b en la serina 9, incremento de la
proteina c-jun y fosforilacion de ERK en la tirosina 204 en
células HelLa tratadas con DMSO (vehiculo) o D3CIP a 3,6, 9y
12 horas de tratamiento. Se utilizé la Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa como control de carga.

9.8 Inactivacion de PARP y corte de Ck-18.

PARP es una enzima con actividades esenciales en reparacion del DNA y
necrosis. La actividad de poli-ADP-ribosilacion en los sitios de ruptura de una sola
cadena en el DNA (Single Strand Breaks) promueve el reconocimiento del sitio
dafiado por diversas proteinas que permiten los procesos de reparacion (45).
Puesto que la actividad de ADP ribosilacion recae en el uso de NAD*, (el cual es
una molécula importante para mantener activa la oxidaciéon de azucares), si la
concentracion de éste decae, el metabolismo en general decae, conduciendo a
una muerte celular tipo necrética por déficit de energia, lo que ademas impide la
correcta consecucion de la apoptosis (40). La inactivacion de PARP mediada por
caspasas, impide el agotamiento del NAD* y asegura la progresién de la muerte
celular tipo apoptatica (45). El tratamiento con D3CIP induce la hidrolisis de PARP

a las 9 horas de tratamiento (Fig. 12), lo cual, correlaciona también con los datos
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de hidrolisis de la proteina Ck-18, la cual también es escindida por las caspasas 3,

6 y 9 durante la apoptosis celular (28, 29).(Fig. 12).

A)
PARP s s s s wmmsy wovos fm 116 KDa
wew §m 89 KDa

G3PDH s s s w— — e fm 36 KDa

Tratamiento DMSO D3CIP DMSO D3CIP DMSO D3CIP

Tiempo (h) 6 9 12

B) 1 [ JPARP

::2 L B Ruptura PARP

1.2
1.0
0.8}
0.6}
0.4}
0.2

o

Volumen
(relativo a G3PDH)

D3CIP - * - + - +
Tiempo (h) 3 6 9

Figura 12. A) Corte de PARP en células HelLa tratadas con vehiculo
(DMSO) o D3CIP (15 uyM) a 3, 6 y 9 horas de tratamiento. B)
Analisis densitométrico de las bandas. La Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa como control de carga. * Diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA dos vias y Tukey’s HSD,

P< 0.05) al comparar con el control DMSO (vehiculo a los tiempos
correspondientes), n=3.
Empleando la técnica de western blot y utilizando el anticuerpo M30, el cual
reconoce un nuevo epitope generado por la hidrolisis en el residuo 396 (29), se
confirmé que con los tratamientos con m-AMSA y D3CIP se genera el fragmento
que corresponderia al corte por caspasa 6 en el aminoacido 238 y por las
caspasas 3, 6 y 9 en el residuo 396, generandose un fragmento de 158

aminoacidos (18.3 kDa). Asi también, se observa la presencia de otro fragmento,
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el cual corresponderia a los aminoacidos 1 a 396 (44.4 kDa). Se utilizé el

programa Protein Molecular Weight Calculator (Science Gateway) para calcular los

pesos moleculares tedricos para las especies propuestas. Ambos marcadores de

apoptosis, correlacionan con la induccion de la proteina proapoptotica GADD 153

a 9 horas de tratamiento (Fig.8 y 10) y con el aumento en la citotoxicidad (Fig. 7)
Tiempolh} 9 12

I
Tratamlento pmMSO D3CIP m-AMSA DMSO D3CIP m-AMSA

Ruptura
Casp3y9 - - @ . 40kDa
Ruptura
Casp6+3and9 D s—— oD &8 < 20kDa

G3PDH ™S b snss - S e < 36 kDa

Figura 13. Identificacion de los fragmentos de corte de la proteina
Ck-18. Western blot de proteinas de células HelLa tratadas con
D3CIP y m-AMSA a 15 pM.

9.9 Efectos de N-acetil cisteina y 4-fenil butirato

Aun queda por elucidar cual es el blanco terapéutico del D3CIP que promueve la
activacién de la UPR y el dafo al DNA, por lo que es de especial interés
profundizar en los posibles mecanismos o blancos de estrés vinculados a ambos

procesos.

Hay reportes que asocian la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
con la activacion de la UPR y con dafio al material genético, por ejemplo, se ha
observado la presencia de células TUNEL positivas y la activacién de la UPR en

ratones expuestos a condiciones hipoxicas (42).

Asi también, la incubacidn de neuronas dopaminérgicas con 6-hidroxidopamina

(compuesto que sufre una rapida oxidacién en solucidon, generando especies
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reactivas diversas), genera dano al DNA y activa marcadores especificos de la
UPR, de entre ellos GADD 153 (42).

Con base en esto, se evalud el efecto de un pretratamiento con el antioxidante N
acetil cisteina (NAC) sobre la fosforilacién de la histona yH2AX. La NAC es un
inductor de la generacion de glutation reducido, que actua como un importante
antioxidante intracelular (43). El resultado no da evidencia de una disminucion en
la acumulacion de yH2AX en células pretratadas con NAC (Fig.14), por lo que en
apariencia, la produccion de ROS no es el proceso desencadenante del dano al

material genético, sin embargo, hace falta medir si se producen estas especies.

Vehicle - + - - + - -
D3CLP pM - - 0 15 - 10 15
NAC - - - - + + +
Psﬁ ri3s —
yH2AX

Figura 14. Induccién de la fosforilaciéon en la serina 153 de la histona
YH2AX en células HelLa tratadas con DMSO (vehiculo), D3CIP
15uM, N acetil cisteina (5 mM) o D3CIP + NAC a 9 horas de
incubacion.

Asi también, se evalud si el pre-tratamiento con el antioxidante NAC (5mM) y la
chaperona quimica 4-fenilbutirato (4PB 2mM) retrasaba o eliminaba la produccién
de GADD 153, en células HelLa tratadas con D3CIP. Sin embargo, tampoco se
observaron cambios en la produccién de la proteina pro-apoptética (Fig. 15), por lo
que presumiblemente, las afectaciones que observamos no estan relacionadas por
un efecto directo del D3CIP en la produccion de ROS o en el aumento en el

desplegamiento o mal plegamiento de las proteinas.
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Figura 15. Induccion de la proteina GADD 153 en células HelLa
tratadas con DMSO (vehiculo), D3CLP (15 pM, N acetil cisteina (5
mM), 4PB (2 mM) o DTT (5 mM) a 9 horas de incubacién.

Finalmente, se determind si la incubacion con el antioxidante N-acetil-L-cisteina
presentaba algun efecto sobre la viabilidad celular (medida a través de ensayos de
MTT). Sin embargo, el pretratamiento con este antioxidante no mejoro la viabilidad
celular de células expuestas a D3CIP (Fig. 16). Estos resultados indican que la
citotoxicidad mediada por D3CIP no estda mediada a través de especies reactivas

de oxigeno.
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Figura 16. Efecto del pre-tratamiento con NAC a 0, 1, 10 y 50uM en el
porcentaje de viabilidad de células HelLa tratadas con 15 uyM de
D3CIP a 9 horas de incubacion. ANOVA dos vias y Tukey’s HSD,
P< 0.05 al comparar con el control DMSO (vehiculo), n=3.

10 Analisis de resultados.

A pesar de ser considerados isOsteros y de presentar un potencial citotdéxico
semejante sobre células HelLa en cultivo, el D3CIP no actua de la misma manera
que la m-AMSA. Ambos compuestos son capaces de provocar la respuesta de
dano al DNA (DDR) induciendo la fosforilacion de yH2AX, sin embargo, el
mecanismo por el cual D3CIP la activa se desconoce. Por otro lado, m-AMSA no
induce la acumulacion del marcador de apoptosis GADD153, en tanto que D3CIP

si lo hace.

La UPR se activa por el tratamiento con D3CIP, efecto que podria estar
relacionado con afectaciones a nivel de proteinas y/o a procesos que ayuden a

mantener la homeostasis de las mismas.

Con los datos obtenidos experimentalmente, se planted el siguiente modelo (Fig.
17), en el cual, el tratamiento con D3CIP promueve la activacion de la UPR,
aumentando la concentracion de la proteina GRP78, disminuyendo NAC-a y la
proteina calumenina. Los datos indican que muy posiblemente GRP78 es liberado

de su union a IRE1a y PERK activando la UPR, lo que se detecté midiendo la
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induccién de sxbp1 y GADD 153, respectivamente. La estabilizacion de sxbp1
promoveria su traduccion y su actividad como factor de transcripcion, llevando a la
transcripcion de genes importantes para la eliminaciéon y recambio de proteinas
(tales como atg4), y de proteinas importantes en la activacion de la autofagia,
como lo es la acumulacion de la proteina LC3B-II, la cual ha sido descrita como un
marcador de la induccién de la autofagia o de inhibicion de la misma (44). El
incremento de GADD 153 a través de la traduccion diferencial de ATF4 derivado
de la activacion de PERK, promoveria la disminucién de la proteina anti-apoptotica
Bcl2 y la induccion de Bax y Bak, favoreciendo la liberacién del citocromo C y la
formacion del apoptosoma. El tratamiento con D3CIP disminuye la cantidad de
protimosina, un conocido inhibidor de la formacion de este complejo pro-
apoptético. Una vez activo, el apoptosoma activaria las caspasas 3, 6 y 9 y

promoveria el corte de Ck-18 y PARP y la consecucion final de la apoptosis.

A pesar de que no se identifico el blanco farmacolégico del D3CIP, se demostro
que este compuesto actua de una forma peculiar, ya que puede activar la DDR
(via gh2ax) y la UPR (activacion de IRE1alpha y GADD153). Estas sefiales de
estrés pueden promover apoptosis por vias compartidas o independientes (45), sin
embargo, el hecho de no depender de un solo estrés para activar la muerte
celular, hace al D3CIP un farmaco potencial interesante, ya que esta caracteristica

podria reducir considerablemente la resistencia al tratamiento (3, 45).
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Figura 17. Modelo de la activaciéon de la UPR por D3CIP. Con flechas
rojas y verdes, las proteinas y transcritos que han sido
determinados experimentalmente por WB, espectrometria de
masas o PCR.

11 Conclusiones

El tratamiento con D3CIP en células HelLa activa la respuesta a proteinas

desplegadas (UPR) y genera el marcador de muerte celular derivado de la UPR
GADD153.

Se observo la hidrdlisis de las proteinas marcadoras de apoptosis PARP y Ck-18.
Estos datos correlacionan con la disminucién de la viabilidad celular y con la
dinamica de activacion de GADD 153.y el decremento de la proteina

antiapoptotica protimosina.
12 Perspectivas

La principal derivacion de este trabajo sera identificar como se lleva a cabo la

activacion de la UPR mediada por D3CIP

Una posibilidad es que el D3CIP se una directamente a las proteinas, afectando su

estructura y/o plegamiento y de esta forma activando la UPR.
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Asi también, podria estar incidiendo directamente sobre procesos elementales en
la homeostasis de las proteinas, por ejemplo, inhibiendo chaperonas o afectando
sistemas de sefalizacién que derivan en los sistemas de recambio de proteinas,

por ejemplo, la autofagia.

Al incubar con D3CIP a las células HelLa, se observaron respuestas al dano al
material genético y la activacion de la UPR, dos respuestas a estrés para dos
componentes esenciales en cualquier célula: el DNA y las proteinas. Seria
interesante investigar como podrian estar ligadas ambas respuestas y analizar los
dos efectos por separado (empleando inhibidores especificos para cada una de
las dos vias) e identificar hasta qué punto cada una de estas vias contribuye a la

activacion de la apoptosis.

Adicionalmente, se buscaria analizar si las demas tiazoloquinolinas citotoxicas

activan la UPR y el dafio al DNA de manera similar al D3CIP.
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