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RESUMEN

El cancer es una enfermedad en la cual los mecanismos encargados de regular la
proliferacion celular estan fuera de control, es decir, las células presentan un desorden en el
control de su crecimiento y diferenciacion Es un padecimiento multifactorial que puede
tener varias causas como la dieta, herencia, habitos de higiene, medio ambiente v efectos de
compuestos quimicos

En Meéxico, el cancer ¢s la segunda causa de muerte, solo después de las
enfermedades del corazdn E! tratamiento de este padecimiento estd basado en la
radioterapia vy la quimioterapia, la guimioterapia actual tiene como objetive el uso de
farmacos para tratar la enfermedad sin dafiar al paciente La efectividad de la quimioterapia
depende de la naturaleza del cancer, ya que no existe un agente Gnico para todas las
neoplasias

Por lo anterior es necesario encontrar nuevos agentes quimicos contra el cancer que
puedan diferenciar entre células normales y neoplasicas. En la actualidad se esta buscando
que estos compuestos activen directamente la maquinaria apoptotica de la célula, para
asegurar que estas células sean fagocitadas sin que exista un dafio en el tejido circundante
al tumor, producto de una respuesta inflamatoria, pues se ha observado que si las células
mueren por apoptoss, la inflamacidn es suprimida

La apoptosis es critica para el desarrollo normal y el mantenimiento de la
homeostasis de organismos multicelulares y su desregulacién ha sido asociada con
padecimientos auto inmunes, desordenes neurodegenerativos, cancer y resistencia miltiple
a farmacos La apoptosis puede ser inducida por vanios estimulos, incluyendo la privacion
de factores de crecimiento, la aplicacidn de farmacos quimioterapenticos y la induccidn de
dafio al ADN.

Una vez iniciada la apoptosis, en la célula se presentan una serie de caracteristicas
bien definidas, como son el encogimiento celular, ia condensacién de la cromatina,
fragmentacidn del ADN y la formacién de cuerpos apoptéticos

La apoptosis cuenta con dos fases, una de imciacién y otra de ejecucion, estas fases
son controladas por una cascada secuencial de activacion, por degradacion proteolitica, de

una familia de cistein proteasas (caspasas)




La regulacion celular de la apoptosis estd constituida por la familia de proteinas
Bcl-2, la cual incluye a los agonistas de la apoptosis Bax, Bak, Bad, y Belx. 1 a los
antagonistas Bcl-2, Bcl-W, Mcl-1 v Bel-x;, cuyas interacciones a! formar homo v hetero
dimeros juegan un papel muy importante en su funcidn.

En el presente trabajo se evalud el efecto apoptético del derivado pirimidico de una
lactona sesquiterpénica (HI JLNZ-106) en la linea celular Hela (cancer de cervix ) El
compuesto fue probado a una concentracién de 70uM durante 5, 24 y 48 h de exposicién
para cuantificar por citometria de flujo el porcentaje de células en fase sub GI
(apoptdticas), obteniéndose los siguientes resultados a las 5 h de exposicion al farmaco se
pudo cuantificar un 0.10% de células apoptdticas, a las 24 h de exposicion un 4 56% de
células apoptdticas y a 48 hun 25.00%

Con la finalidad de detectar microscopicamente el efecto apoptético del compuesto,
se utilizd la técnica de TUNEL Probando el compuesto a una concentracion de 70puM
durante 5, 24 y 48 h de exposicion, se observd que a las 5 h de exposicion exisiian muy
pocas c¢élulas con fluorescencia amarilla, indicativa de apoptosts, sin embargo a 24 h de
exposicidn, el nimero de células con esta fluorescencia aumentd, y ademas, se comenzaron
a observar cuerpos apoptoticos, a las 48 h de exposicion, la fluorescencia fue muy marcada
en un gran numero de células y también se aumentd drasticamente la cantidad de cuerpos
apoptéticos.

Ademas fue analizada la expresion de BAX en respuesta a la exposicion al
compuesto (7O0uM) duranie 8, 24 v 48 h y los resultados mestraron un indice BAX actina
de 08798 alas 8 h, de 09042 alas 24 h, de | 1445 a las 36 h v de 08385 a las 48 h

respectivamente

(3%



2. OBJETIVOS

Objetivo general.- demostrar que el derivado pirimidico de una lactona
sesquiterpénica (IIJ JLNZ-106) produce apoptosis en la linea celular

tumoral Hela.

Objetivos particulares
Cuantificar el porcentaje de células HeLa apoptéticas después de varios

tiempos de exposicion al compuesto y a una sola concentracion.

Analizar la expresion de BAX en las células HeLa después del tratamiento
a diferentes tiempos de exposicion con el compuesto a una sola

concentracion.

3. HIPOTESIS

Debido a las caracteristicas estructurales del compuesto 111 JLNZ-106, éste
podra causar un daiio a las células HeLa que provoque su muerte por

apoptosis.

-t
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4 ANTECEDENTES.

CANCER

El cancer es una enfermedad compleja y la carcinogénesis es la transformacion de una
célula normal a una cancerosa en un procese que involucra muchas etapas Clinicamente, el
cancer es un grupo extenso de padecimientos, que varian con la edad a la cual se presenta,
rango de crecimiento, estado de diferenciacion celular, invasividad, potencial metastasico,
respuesta al tratamiento y prondstico El cincer es un padecimiento producto de la
expresion alterada de oncogenes y supresores tumorales Esta expresién anormal ocurre a
través de un némero de mecanismos, que mcluyen un dafio directo al ADN {mutaciones
génicas, translocaciones o amplificaciones) y una traduccion o trascripcion anormal de
genes (1}

El cancer puede ocurrir a cualquier edad. pero es usualmente considerado un
padecimiento de la edad En promedto el diagnostico de los tipos més comunes de cancer se
presenta a la edad de 67 afos Aunque el cancer es relativamente raro en nifies, es
silenciosamente, una causa importante de muerte en aquellos entre las edades de 1 a 4
arios {1}

El cancer es una de las principales causas de mwuerte en el mundo En México,
Estados Unidos y un gran nimero de paises europeos, el cdncer es la segunda causa de
mortalidad Cerca de un milidn de nuevos casos de cancer ocurren en los Estados Unidos
cada afio (1), mientras que en México sélo en las 10 primeras semanas del afo 2001 se
tenian contabilizados 3. 591 nuevos casos y ia mortalidad causada por esta enfermedad en

el afio de 1997 fue de 51, 254 habitantes (2)



CAUSAS DE CANCER

Uso de tabaco

En muchas partes del mundo del 30 al 40% de los canceres estan relacionados con el use
del tabaco Wynder en los Estados Unidos y Dolt en Inglaterra, fueron los primeros en
analizar las causas de cancer en hombres, estos autores descubrieron que cerca del 90% de
los canceres de pulmén estaban asociados con el habito de fumar (3) En Estados Unidos la
cantidad de hombres fumadores ha disminuido en los Gltimos 20 afios y el rango de
incidencia de cancer pulmonar ha comenzado a declinar desde 1988, pero
desafortunadamente ahora existen una mayor cantidad de mujeres fumadoras y el cancer
pulmonar asesina a un mayor nimero de mujeres que el cincer de mama Actualmente se
ha demostrado que no solo las personas que fuman tabaco pueden padecer esta enfermedad,
sino también quienes lo mastican, este habito prevalece en la India y otros paises del sureste
de Asia en donde se ha encontrado una alta incidencia de cancer de la cavidad oral y el
esofago (4). Esto puede ser debido al alto contenido de nitrosaminas que son formadas

durante el procesamiento del tabaco,

Uso de alcohol
Fumar y beber alcohol incrementa el riesgo de cancer en la cavidad oral y especialmente en

el esofago Los licores fuertes inducen este tipo de canceres mediante un mecanismo en

donde el acetaldehido puede estar invelucrado (5)



Hibitoes alimenticios
En muchas partes del mundo tipos especificos de cinceres estan relacionados a las
tradiciones nutricionales Por ejemplo en Africa el cancer de higado esta rejacionado a la
ingesta de comida que contiene aflatoxina B, En algunos paises como Estados Unidos,
Japén, China v Rusia el cancer de estomago manifestd una alta inctdencia y mortalidad
hasta antes de 1920 cuando empezé a decrecer (6) Se ha asociado la ocurrencia de este
padecimiento con el uso tradicional de sal como procedimiento para la counservacién de
alimentos antes de lz invencion de la conservacién por refrigeracion (6).

Los canceres ocasionados por habitos alimenticios mas comunes en el mundo, son
los canceres de mama pos-menopausia, colon distal, prostata, péancreas, ovario y
endometrio. Las evidencias sugieren que los carcinégenos genotoxicos para muchos de
estos padecimientos, provienen de la ingesta tradicional de comidas fritas y hervidas tales
como las carnes (7) La superficie de estos alimentos contiene una nueva clase de
poderosos mutdgenos, como las aminas heterociclicas que son carcindgenas en modelos

animales (7).

Hormonas

La exposicidn hormenal parece jugar un papel en la susceptibiidad de la mujer para
desarrollar cancer de mama Los efectos carcinogénicos de las hormonas fueron
primeramente demostrados en animales, cuando en 1932 se reportd la induccién de
carcinomas mamarios en ratones wnyectados repetidamente con extractos de ovario que
contentan estrogenos Después también se demostré lo mismo con un estrogeno sintético

ltamado dictilestilbestrol (8}

[



En humanos el papel de las hormonas en el desarrollo de cancer de mama ha sido
deducido de varios factores de riesgo asociados con el padecimiento Estos factores de
riesgo incluyen una temprana edad de la menarquia, una edad retardada del primer
embarazo y una menopausia retardada, sugiriendo que una larga duracién de exposicién a

una estimulacion hormonal es un agente etiolégico en ¢l cancer de mama (9).

Quimicos industriales

Cerca del 2 al 4% de todas las muertes por cancer son atribuidas o riesgos ocupacionales
(10). De todos aguellas substancias consideradas como carcinogénicas para los humanos,
un gran numero fueron identificadas por su estrecha asociacién entre un agrupamiento
anormal de ciertos canceres y la exposicion a un agente quimico o a un proceso industrial.
Por ejemplo, estudios epidemiologicos de trabajadores expuestos ocupacionalmente a
niveles industriales de 4-aminobifenilo, muestran que ellos tienen una gran incidencia de
cancer de vejiga (11} También ia exposicién ocupacional a fibras de asbesto resulta en una
alta incidencia de cancer de pulmén, céncer del tracto gastromntestinal y de laringe. La
exposicién ocupacional a hollin, alquitrdn, brea, humo de carbon y algunos aceites esta
asociada con canceres de la piel, pulmdn, vejiga y tracto gastrointestinal La
carcinogenicidad de esos agentes estd probablemente relacionada con su alto contenido de

hidrocarburos policiclicos aromaticos (9)

Herbicidas
Los herbicidas son una clase heterogénea de agentes quimicos, extensamente utilizados en
la agricultura, selvicultura y jardin para elimina a hierbas y foliaje indeseados Aunque los

campesinos y los trabajadores que laboran en las plantas que fabrican los herbicidas estan




expuestos a altas concentraciones, la poblacidn entera esta probablemente expuesta a algiin
nivel de contarninacién con herbicidas
Estudios en varios paises proveen una significante evidencia que apoya una relacién

entre el linfoma no-Hodkin en campesinos v su exposicidn a fenoxiherbicidas (9}

Contaminantes del aire y agua
La evidencia de que carcindgenos potenciales estan presentes en el aire y agua y que estos
pueden originar cancer, esta basada en datos epidemioldgicos Una de las suposiciones es
que existe una relacién dosis respuesta, no linear y sin umbral entre la dosis dada de
carcindgenos y el nimero de casos de cancer (9}

Grandes areas metropolitanas tienen un nivel mas alto de carcinégenos atmosféricos
—tales como el benzo[a]pireno, resultante de la combustién de gasolina v diesel- que las
areas rurales, de este hecho, alguros estudios mostraron que los no fumadores en areas
urbanas no tienen un riesgo significantemente mas alto de cancer de pulmén que los no
fumadores rurales Sin embargo, los fumadores urbanos tienen wna ncidencia
significantemente mas alta de cancer de pulmén que los fumadores considerados como
fumadores duros en areas rurales Estas observaciones y otras soportan la idea de que una
combinacion de la contaminacion del aire y otros factores de riesgo son la combinacion
mas carginogénica (122).

Numerosos carcindgenos potenciales han sido encontrados en aire y agua,
particularmente en areas cerca de grandes complejos mdustriales pero ademas las efluentes
de las plantas tratadoras de aguas negras pueden contener substancias carcinogénicas que

pueden encontrar un camuno hacia el suministro de agua potable (9)



Radiacidon

Luz ultravioleta.- Desde hace mucho tiempo es bien conocido que la exposicton a la
irradiacion UV o ionizante puede causar cancer en humanos, La asociacion entre ef cancer
de piel y 1a exposicion a la luz del soi fue observada hace mas de 100 afios, y en 1907
William Dubreuilh, un dermatéloge francés, reporté una evidencia epidemioldgica
implicando a la luz del sol como una causa de cancer de piel, apoyando las observaciones
anteriores {12} En 1928 George Findlay, un patdlogo brnitanico, experimentalmente verifico
esto, induciendo cancer de piel en ratones expuestos a radiacidon UV (i3). La radiacion UV
es una energia de baja emisién y no penetra profiundamente, por lo que la piel absorbe

mucha de esta radiacion y es el blanco primario

Radiacién ionizante.- Los efectos carcinogénicos de la radiacion ionizante fueron
descubiertos en investigadores ocupacionalmente expuestos, pacientes que fueron
expuestos a radiacion diagndstica o terapéutica y sobrevivientes de fa bomba atomica El
tipo de neoplasia producido en individuos expuestos a radiacién ionizante depende de
varios factores, incluyendo la dosts de ia radiacién, la edad al tiempo de la exposicidn y

sexo del individuo (9)

Fiarmacos
Los farmacos contra el cancer han sido implicados como un factor de riesgo para
desarrotlar canceres secundarios Varos de estos farmacos (Ej Ciclofosfamida, melfalan y

busulfan) son agentes alquilantes, que interactian con €l ADN en una forma similar a

varios mutagenos y carcindgenos quimicos



Muchos de los canceres secundarios aparecen como consecuencia al fratamienio con
farmacos. Se ha estimado que cerca del 3 al 12 % de los nifios tratados con fairmacos contra
el cancer pueden desarrollar un nuevo cancer dentro de los proximos 20 afios después del
primer diagnostico (14)

Otros farmacos son también sefialados como agentes causantes de cincer. Por
ejemplo, han sido reportados casos de tumores de higado en pacientes con desdrdenes
sanguineos tratados por largos periodos con el esteroide androgénico oximetolona (15)
Varios estudios indican que el abuso crénico de analgésicos que contienen fenacetina
provoca necrosis papilar del rifion y ha sido sugerido que éste sea relacionado al
subsecuente desarrollo de un carcinoma transicional de la pelvis renal en un gran niimere

de casos (15}

Infeccién

El céncer no es un padecimiento infeccioso en el sentido usual.del término sin embargo,
hay una clara asociacion entre la infeccion con clertos tipos de virus y padecimientos
neoplasicos. Tales infecciones probablemente actitan junto con otros agentes carcindgenos
Se ha observado una estrecha asociacién entre infecciones con el virus Epstein-Barr y ei
linfoma de Burkitt, el virus de la hepatitis B y el cancer de higado, el virus linfotréfico de
células T humanas (HTLV) y la leucemra y €l papilomavirus humano con el cancer cervico
uterino, Un gran numero de neoplasias también han sido asociadas con el VIH en pacientes

con SIDA Estas neoplasias incluyen el sarcoma de Kapost y el linfoma no-Hodgkin (16).



CARCINOGENESIS

Es conocido que la carcinogénesis ocurre en varias etapas™ la iniciacidn, la promocién y la
progresion, El crecimiento selectivo o preferencial de poblaciones celulares intermediarias
s uno de los factores limitantes en todo el proceso El rango de crecimiento es contrelado
por la diferencia entre los rangos de replicacién celular (o) y los rangos de muerte celular
(B). Obviamente. el crecimiento de poblaciones celulares puede ocurrir a través de un
incremento de o ¢ un decremento de 3, 0 una combinacion de los dos (123).

Un modelo de progresion del cancer en tejido epitelial, propone que inicialmente,
ciertas alteraciones genéticas inducen un trastorno en la proliferacion celular, lo que
conlleva a una hiperplasia, que es la acumulacion de células que no presentan adn ninguna
alteracidn en sus caracteristicas functonales ni morfoldgicas. Posteriormente, al acumularse
mas alteraciones genéticas, algunas células empiezan a presentar alteraciones morfologicas
y funcionales y es entonces cuande se dice que se tiene una displasia, en esta etapa, las
células empiezan a perder las caracteristicas propias del tejido al cual pertenecen y como
consecuencia, el drganc afectado no realiza sus funciones adecuadamente (17) La
adquisicion y acumulacién de un mayor nimero de alteraciones genéticas deforma ain mas
la apariencia, el funcionamiento y el crecimiento celular y tisular, pudiendo las células
displasicas, empezar a invadir tejidos circundantes, en ese momento se da la transicion de
una lesion preneoplasica a un cancer (18) La evolucion de la enfermedad podria conferir a
las células tumorales la capacidad de invadir el torrente sanguineo e iniciar el desarrollo de

un nuevo tumor en un sitio diferente, es decir el tumor adquirira capacidad metastasica (18)



Mecanismo de iniciacién

La iniciacidn de la transformacion maligna de una célula normal por un agente carcindgeno
implica un cambio permanente y heredable en la expresion genica de la célula
transformada. Este cambio podria provenir de eventos mutagénicos o directamente de un
genotoxico, en donde un agente carcindgeno reacciona con el ADN, o por eventos
indirectos o epigendticos que modulan la expresion génica sin que reaccionen directamente
con la secuencia de bases del ADN (9). Cuando se habla de que el cambio es permanente y
heredable se habla de una falla en la reparacion del ADN Sin embargo se ha observado que
en la mayoria de los casos una sola mutacion no es suficiente para generar cancer sino que
son necesarias mis de tres para que esto ocurra. Es claro que et cancer es una enfermedad
de la edad y este hecho apoya la nocion de que la acumulacién de errores genéticos durante

la vida ¢35 muy dafiina para el genoma humano (9).

Mecanismo de promocién

Después de que una céiula ha sido iniciada, es decir que obtuvo un cambio genotipico y
fenotipico debido a un dafio en el ADN, la célula comienza una expansion clonal bajo la
influencia de agentes promotores que actian como mitégenos parz el upo celular
transformado. E! aistamiento y caracterizacion de agentes promotores tumorales ha provisto
de muchas herramientas para el estudio del mecanismo de promocidn it wiiro e i vivo De
los agentes promotores, los ésteres de forbol han sido los mas ampliamente estudiados
Estos ésteres son compuestos a los que diariamente estanos expuestos en nuestra dieta, en
el humo del cigarro y otras clases de agentes ambientales Los ésteres de forbol promotores

producen una amplia variedad de cambios bioguimicos en las células Un gran nimero de



¢sos cambios estd relacionado con la habilidad de esos agentes para promover el

crecimiento de células iniciadas i vivo (9)

Mecanismo de progresion
Se puede resumir que la fase de promocion es un estado de proliferacion celular y
expansion clonal inducida por un estimulo mitogénico y la fase de progresion es la
evolucién gradual de células alieradas genotipicamente y fenotipicamente que ocurre
gracias a la inestabilidad de las células en progresion Este proceso conduce al desarrollo de
una heterogeneidad celular dentro de un tumor (19)

La progresion tumoral esta caracterizada por inestabilidad cariotipica, aneuploidia,
varias anormalidades cromosomicas y el surgimiento de las caracteristicas invasivas y
metastisicas

Durante la fase de progresion, la cual puede durar varios afios en humanos, los
tumores individuales desarrollan heterogeneidad de acuerdo a sus caracteristicas invasivas
y metastasicas, su especificidad antigénica, estado de diferenciacion celular y respuesta a
hormonas, farmacos y agentes inmunomoduladores (9)

La activacion de oncogenes adicionales y pérdida de la funcion de genes supresores
tumorales generalmente acompaiia a esta fase Por ejemplo en cancer de colon humano, la
activacion de Kras y pérdida de p53 ocurre en poliposis adenomatosa a diferentes tiempos

durante la progresion a adenocarcinoma (9)



LA QUIMIOTERAPIA Y EL. CANCER

Aunque el tratamiento de tumores con farmacos tiene sin duda sus raices en la antiguedad,
la era moderna de la quimioterapia anticincer, que involucra la investigacidon de agentes
alquilantes y antimetabolitos, probablemente comienza antes de terminar la Segunda
Guerra Mundial En el caso de los agentes alquilantes, las observaciones de los efectos
toxicos del gas de mostaza y sus analogos, sobre la sangre y médula espinal fue reportado
después de la primera guerra mundial Sin embargo, el concepto de que la toxicidad a
tejidos normales podria ser usada en la bisqueda de tratamientos contra padecimientos
neoplasicos no estuvo tan claro y fue sugerido hasta 1960 (20).

El descubrimiento de nuevos agentes efectivos contra el cancer a través de
observaciones de toxicidad en tejido normal ha ocurrido en mas de una ocasidén El ejemplo
clasico del uso de las observaciones de toxicidad en tejido normal para propositos
terapéuticos es el mitotano (o,p-DDD) En el curse de la evaluacian de la toxicidad de
insecticidas, incluyendo DDT, Nelson y Woodard (20) observaron que el DDD Gnicamente
causaba atrofia severa en la corteza adrenal Después fue encontrado que el componente
activo era el 0,p™-DDD, el cual después se mostrd que era efectivo en el tratamiento de
carcinoma adrenocortical (20) Este ejemplo del uso de observaciones de toxicidad para
propositos terapéuticos nos muestra que la serendipta juega un papel muy importante en el
descubrimiento de nuevos firmacos

Para el caso del drea de antumetabolitos, un gran nimero de investigaciones
comenzaron poco después del fin de la segunda guerra mundiai, el énfasts mayor comenzd
en las areas de los antagonistas del dcido flico v las purinas y pirimidinas. La era de los
antifolatos comenzé con lo que Farber describid como un “fenémeno de aceleraciéon™ en el

proceso leucémico en nidos con leucemia aguda, tratados con conjugados del aeido folico



Esto condujo a la hipdtesis de que los antagonistas del acido folico podtian ser usados
terapéuticamente y eventualmente a }a evaluacion clinica del metotrexate un farmaco que es
usado hasta la fecha {20)

El concepto de que la interferencia con el metabolismo de los acidos nucleicos
podia tener beneficios terapéuticos generé grandes esfuerzos en los investigadores a nivel
basico y aplicado para entender el proceso y desarrollar agentes anilogos de la purina y
pirimidina. El primero de esos agentes que mostré una amplia utilidad fae la 6-
mercaptopurina {6-MP) Aunque este agente no puede ser considerado el resuliado
especifico de un disefio racionat, la investigacion basica bioguimica y farmacologica y los
extensos estudios estructura actividad resultaron en numerosos farmacos usados no solo en
cancer sing también en otros padecimientos como son, infecciones con potozoarios y virus,
inmunosupresion y trasplante y en gota e hiperuricemia {(20)

Uno de los mejores ejemplos de disefio racional es el del S-fluorouracilo (5-FU), en
el cual, Heidelberguer et al (21) consideraron que una purina o pirimidina con un fluoruro
como sustituyente podria ser usada porque el fluoruro tiene efectos significantes cuando
sustituye al hidrogeno y los antagonistas de los acidos nucleicos mostraban efectos
benéficos (21)

Aunque uno desearia que el disefio racional de compuestos resultara en nuevos vy
eficientes farmacos, la experiencia nos muestra resultados decepcionantes. Algo que ha
sido mas productivo es el desarrollo racional de agentes ya usados a través de estudios
estructura-actividad y la explotacion de cabezas de serie (Jeads) descubierios
empiricamente Un cxcelente ejemplo de este hecho es el del compueste 1,4-bis{2-[(2-
hidroximetil)amino]etilamino }-9, 10-antracenodiona. Orniginalmente desarrollado como una

tinta para plurnas, este compuesto fue sometido a un tamizado de rutina por parte del
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instituto Nacional de Cancer (NCI) v se observé una actividad significativa lo que condujo
a una investigacion sistematica estructura actividad que resulto en el desarrollo del firmaco
comercial mitoxantrona (20)

Como se menciond anteriormente, la serendipia tradicionalinente ha jugado un
papel muy significativo en el descubrimiento de agentes quimioterapéuticos, no solo en
cancer, sino en el espectro entero de padecimientos humanos Uno de los mejores gjemplos
en el cancer es el del cisplatino En el curso del estudio de los efectos de comentes
eléctricas sobre el crecimiento bacteriano, Rosenberg y sus colaboradores (20) observaron
que las células de Escherichia cofi formaban largos filamentos. pero las células no se
dividian, Asi surgio la hipotesis de que este compuesto podia tener efectos sobre lfos
tumores, lo que posteriormente se comprebd y ahora este tarmaco se utiliza contra una
variedad de tumores (20)

La blsqueda de agentes contra el cancer se ha extendido a una gran cantidad de
productos naturales, dentro de {os cuales estan productos de termentaciones microbianas y
extractos de plantas

Los productos de fermentacion microbizna que han jugado un gran papel en la
quimioterapia y que siguen en uso son la mitomicina C v la actinomicina D, ambos
derivados de especies de Strepromyces Con una mayor importancia clinica ahora se tiene a
la daunorubicina y la doxorubicina derivadas de cultivos de Strepromyces peucetrus (20)_

En el caso de las plantas, la medicina tradicional ha avudado a descubrir una gran
cantidad de agentes quumioterzpelticos contra una variedad de padecimientos En el drea de
agentes contra ¢l cancer han ocurrido varios ejemplos de serendipia. como lo fue con la
vineristina y la vinblastina las cuales fueron descubiertas va que habia reportes de que las

hojas de Vinca rosea preparadas en té eran eficientes contra la diabetes mellitus, lo que
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llevé a Noble et al (20) a obtener una muestra del material para probarlo, pero demostraron
que no tenian tal efecto Sorpresivamente, sin embargo, el material fue inyectado en ratas y
se observd que existia una severa depresion en los componentes de su sangre Este
descubrimiento accidental condujo al aislamiento, purificacidn e identificacion de 1a
vinblastina y posteriormente de la vincristina, ambas efectivas contra diferentes tipos de

leucemtias (124)

Taxol

La utilidad clinica de la vincristina y vinblastina estimuié una amplia y sistematica
busqueda por parte del Instituto Nacional de Céancer (NCI) en productos naturales,
especialmente en las plantas Uno de los mas importantes productos de plantas derivada de
este programa es el Taxol Este compuesto se obtiene de la corteza del arbol Toxus
brevifolia (Taxaceae) y fue primeramente aislado por Wall et. al, en 1971 quienes lo
obtuvieron con un rendimiento del 0 007% (22)

El taxol es efectivo para et tratamiento de muchos tipos de cancer. incluyendo
metastasis de mama, cancer de ovario, esofago. prostata, vejiga, endometrio, cérvix, cancer
de pulmén de céiulas no pequefias. sarcoma y linfoma de Kaposi (22).

El mecamismo de accion del taxol es atribuido a su capacidad de unirse a Jos
microtibulos y estabilizarios, previniendo su desensamble. lo que evita la division celular,
manteniendo a [a célula en la fase Go/M y después esto la conduce a apoptosis (23) Sin
embargo se ha cbservado gue la fase de! ciclo celular en la cual las células cancerosas
sobrevienen a apoptosis dificre, dependiendo de su cxposicion a bajas ¢ altas dosis de taxol.
Las dosis altas de taxol inducen apoptosis temprana en la fase Go/M, pero a dosis bajas hay

una apoptosis retardada (pos-mitotica) cn la fase G, (24)



Se ha observado que las actividades de la ciclina BL/CDC2 y la proteina
verificadora MAD?Z se incrementan durante la apoptosis inducida por el taxol. MAD2Z es
activada para inhibir la habilidad de APC de ubiquitinar a la ciclina B, lo cual previene la
degradacion de la ciclina BI y permite una maés larga actividad del complejo B1/CDC2. La
activacion desregulada de las ciclinas B1/CDC2 gerera una sene de cascadas de
fosforilacién para aumentar la progresion de la prometafase, pero por otra parte, la
aciivacion de MAD2 hace a las células incapaces de salir de la metafase (24) Bajo estas

circunstancias, las células sufren una catastrofe mitdtica y por Gltima van a apoptosis (fig 1)

CELULAS NORMALES

Ciclina B1/CDC2 APC

MITOSIS
PROFASE METAFASE ANAFASE NORMAL

CELULAS TRATADAS CON TAXOL

Activacion anormal de cichina B1/CDC2 MADZ-APC

" .@

APOPTOSIS

Fig | Tomada de {24}
También se han observado cambios en el cstado de fosforilacion de proteinas
anhiapoptéticas como Bel-2 y Bel-XL después del tratamiento con taxol a una

concentracidn mayor a 10 nM, pero por otre lado también se ha observado que las proteinas



proapoptéticas como Bax permanecen sin modificacion (25) y se ha propuesto que la
fosforilacion de Bcl-2 reduce la formacidon de heterodimeros con Bax revacando su
habiiidad de prolongar la supervivencia celular (25)

Debido al bajo rendimiento en la extraccion del taxol de sus fuentes naturales,
actualmente se han hecho estudios con varias estructuras que se cree son responsables de la
actividad de este compuesto y que pueden ser sintetizadas para formar nuevos productos
con semejante actividad. Unos de esos nuevos analogos son el taxotere y el nonataxel, los
cuales son més activos que el compuesto original (125)

Actualmente el taxol también ha sido usade en investigacién, utilizandolo como un
control posttivo de actividad antitumoral y como productor de apoptosis, ademas también
esta siendo usado para purificar e investigar proteinas‘asociadas 2 microtubulos (MAP’s)

debido a su asociacion especifica con los microtibulos (126)

Lactonas sesquiterpénicas

Una serie de compuestos con actividad promisoria que ha arrojado la busqueda de
compuestos con actividad farmacoldgica en productos naturales son las lactonas
sesquiterpénicas.

Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un vasto y diverse grupo de compuestos
presentes en varias familias de plantas como metabolitos secundarios (26) Entre las
familias que las contienen se encuentran las siguientes' Acanthaceae, Anacardiaceae,
Aptaceae, Luphorbiaceae, Lauraceae, Magnoliceae, Mentspermaceae,
rutaceae, Winteaceae 'y Hepatidae, sin embargo el mayor nimero de estos compuestos ha
sido reportado en la familia Asteraceae (Compositae), con mas de 3000 estructuras

diferentes reportadas (27)



Las lactonas sesquiterpénicas son terpenos formados de la condensacion cabeza-
cota de wres unidades de isopreno v la subsecuente cichizacion y transformacién oxidativa
para producir una lactona fusionada Estos compuestos son primariamente clasificados en
base a sus esqueletos carbociclicos dentro de germanocranoiidas, guaianalidas,
eudedesmalidas, pseudogualinolidas y xantonolidas Una especie individual de plantas
generalmente produce un solo tipo de esqueleto concentrado generalmente en las hojas y
las flores y el porcentaje de estos metabolitos secundarios por peso seco de la planta varia
de 0.01% a 8% (27).

Las plantas que contienen lactonas sesquiterpénicas son usadas como remedios en
diversas culturas. Una especie de planta que contiene lactonas sesquiterpénicas es Armica
montana, la cual es unlizada como remedio anti mflamatarie. o en forma de Unguentos §
comprimidos es usada para el trataruento de hematomas, contusiones, torceduras y
enfermedades reumatoides (28). La raiz de Ratibida mexicana es usada por los
Tarahumaras para el tratamiento de reumas (29) Se sabe que el efecto anti inflamatorio de
las lactonas sesquiterpénicas es debido a que inhiben selectivamente el factor de
transcripeion NF-kB al prevenr la degradacion de IkB (28, 30). El NFxB regula la
transcripcion de varias citoginas inflamatorias tales como la 1L- LIL-2, IL-6, 1L-8, y TNF-
cpor o que su inhibicion evita la transcripcion de estas citocinas, previniendo la
inflamacién, El NF-xB estd normalmente asociado a su inhibidor IxB ¥y en presencia
intermediarios reactivos de oxigeno, ¢l IxB es degradado y el NF-kB es activado. Asi las

lactonas sesquiterpénicas evitan su activacion protegiendo al inhibidor kB de su

degradacion (30)




Las lactonas sesquiterpénicas presentan actividad antimicrobiana moderada contra
bacterias Gram-posttivas come Bacillus® subtilis y Micrococcus futea pero no presentan
actividad confra bacterias Gram-negativas (31} Ademas también presentan actividad
antifingica e mhibitorda det fitocrecimiento (26)

También se ha observado que estos compuestos previenen lesiones gastricas
producidas por etanol por lo que se considera que tienen propiedades antiulcerativas. Las
partes aéreas de la planta Arfenisia dongitviana, son usadas tradicionatmente como agentes
citoprotectores contra el desarrollo de ulcera péptica (32} Se ha especulado que esta
actividad puede estar relacionada con la induccion de la liberacién de prostaglandinas
endogenas Se ha demostrado que las prostaglandinas pueden proteger a la superficie
epitelial contra algunos tipos de dafio, por aumentar la cantidad de fosfolipidos en la
superficie, lo cual hace hidrofébica la superficie de la mucosa v asi disminuye la
accesibilidad de acidos y otres agentes solubles en agua (32)

La actividad antitumoral de las lactonas sesquiterpénicas, se ha observado en células
de leucemia de raton P-388 (33), L-1210, P815 (31), en lineas celulares de cancer de
pulmén humano AS49, A427. GLC, (29.34.35) en las lineas celulares MCF-7
(adenocarcinoma de mama) (29), COLO 320 (cancer colorectal) (35). HL-60 (leucemia)
(34, 35), SK-OV-3 (adenocarcinoma de ovario) (35) y en la linea celular tumoral Hela
(cancer de cervix)

Debido a |a alta citotoxicidad de las lactonas sesquiterpénicas que no distingue entre
¢élulas normales y cancerosas, actualmente se esta intentando hacer modificaciones
estructurales en estas moléculas, para asi poder lograr una mayor especificidad citotoxica
Quintero et al (127) demostraron la actividad citotoxica de varios derivados pirimidicos de
lactonas sesquiterpénicas en las lineas celulares Hela, C-33, INBL, VIPA, MCF-7 y CHO
Dentro de los derivados pinmidicos con actividad, el que tuvo una mayor actividad
citotoxica, fue el compuesto HI JLNZ-106, con un valor de ICsy de 16 40 uM en la linea

célular HeLa. esta linea fue la mas sensible al compuesto (127)



Figura 1. A) estructura del compuesto 1 JLNZ-106. B) estructura del taxol.



MUERTE CELULAR,

Los animales multicelulares frecuentemente necesitan elimunar células que estin en excesa
o que son potencialmente peligrosas, para lograr esto, las células utilizan un programa
molecular exclusivo para ésta tarea. Tan importante como la divisidon y fa migracidn
celular, la muerte celular programada (MCP) permite a un organismo mantener la
homeostasis comrolando el nimero de células y el tamafio de tejido (38).

La apoptosis es una forma de MCP, la cual tiene como objetivo dos funciones
principales una es lz eliminacion controlada de células excesivas e indeseadas para el
organismo (Ej. durante la atrofia o involucidn de tejidos) y la otra es la de eliminar células
después de un dafio citotdxico, La MCP es un proceso genéticamente controlado, cuya
ocurrencia requiere de sintesis de ATP, sintesis de proteinas y el mantenimiento del
potencial de membrana Si el dafio es severo e incapacita esas funciones celulares
esenciales, el proceso ordenado de la MCP puede no ocurrir y una forma de muerte celular
litica puede aparecer, esta forma de muerte es ahora referida como necrosis (41)

Al znalizar morfoldgicamente células que morian en diferentes circunstancias Kerr,
Wylhe y Curie (1972) fueron tos primeros en observar dos tipos distintos de muerte celular
(36). Posteriormente a estos dos tipos de muerte se {es llamo necrosis y apoptosis, estos son
dos modos distintos y mutuamente exclusivos de muerte celular (37)

La necros:s, también Hamada muerte celular patoldgica o zccidental, ocurre cuando
las células son expuestas a una variacion extrema de las condiciones fisiologicas, (Ej.
hipertermia, hipoxia) to cual puede resultar en un daiio a la membrana plasmatica Aunque
también puede haber neciosis sin existy antes un dafio a la membrana, como sucede en

respuesta al ataque celular por litiovirus (41)
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La necrosis aparentemente comienza con wna incapacidad de las células para
mantener la homeostasis, dirigiéndolas a una pérdida de la permeabilidad de la membrana y
la consiguiente entrada de iones extracelulares y agua Los organelos intracelulares, mas
notablemente [a mitocondria y en general toda la célula, sobrevienen a un hinchamiento y
ruptura (lisis) Debido a esta lisis ios contenidos citoplasméticos, incluyendo enzimas
lisosomales, son liberados al fluido extracelular, por lo que w wvo, la necrosis es asociada
con un dafo extensivo a tejidos, lo que origma una respuesta inflamatoria extensa (38)

En contraste, lz2 apoptosis es un modo de muerte celular que ocurre bajo
condiciones fisioldgicas normates en donde la propia célula es participante activo de su
muerte

En una célula gue sobreviene a apoptosis se activan una serie de eventos
moleculares y bioquimicos, los cuales la dirigen a su desintegracién fisica total Uno de los
eventos tempranos es la deshidratacion celular, 1a pérdida de agua intracelular origina la
condensacion del citoplasma, lo cual resulta en un cambio en el volumen y tamafio de la
célula provocando su encogimiento Otro cambio, quizd el mas caracteristico de la
apoptosis es la condensacién de la cromatina nuclear Esta condensacion comienza en la
periferia nuciear y la cromatina condensada a menudo aparece como una figura concava,
como media luna o herradura El ADN en [a cromatina condensada (picndtica) exhibe
hipercromasia, tifiéndose fuertemente con colorantes La envoltura nuclear se desintegra,
las proteinas laminares sobrevienen a degradaciaon proteolitica, segutda por fragmentacion
nuclear (karyorrhexis). La  activacion de endonucleasas que preferentemente rompen el
ADN entre los nucleosomas es otro evento caracterisice de la apoptosis, Los fragmentos
nucleares, junto con fos constituyentes del citoplasma (incluyendo organelos intactos), son

empacadas y envueltos por fragmentos de la membrana plasinatica Estas estructuras,
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llamadas cuerpos apoptdticos, son entonces desprendidas de la célula muerta Cuando la
Apoptosis ocurre in vivo, los cuerpos apoptdiicos son fagocitados por las céhulas vecinas,
incluyendo las de origen epitelial o fibroblastos (es decwr no necesariamente por macréfagos
profesionaies), sin que se produzca una reaccion inflamatoria en el tejido (36, 37, 39-43)

El término apoptosis es usado frecuentemente como sinénimo de MCP, sin
embargo, esto no toma en cuenta la existencia de diferentes tipos de MCP La definicién
original de apoptosis fue basada en los cambios morfologicos de las células observados por
Kerr y Wyllie (36). Otros tipos de MCP distintos de apoptosis incluyen la muerte
autofégica-lisosomica [tipo Il de acuerdo a Schweichel y Merker] Esta es caracterizada por
la aparicion temprana de lisosomas y vacuolas autofagicas. las cuales degradan la mayoria
del contemido citoplasmatico antes de la condensacién nuclear Otra forma de MCP es la

del tipo Il 1a cual es caracterizada por una desintegracion morfoldgica de las células (88).

BIOQUIMICA DE LA APOPTOSIS.

Para que todos los cambios morfologicos antes mencionados se lleven a cabo al
desencadenarse la apoptosis, es necesario que estos procesos bioquimicos sean mediadas
por efectores de muerte, tales como proteasas, las cuales pueden originar la fragmentacion
nuclear y celular Pero, antes de la activacién de estas vias efectoras de muerte, el balance
de vida y muerte de [a célula es modulada por la interaccion de activadores de muerte. Asi
cuando el balance se inclina hacia la muerte, los efectores de muerte inician el desensambie

de la célula sistematicamente (45)
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SENALES DE MUERTE EXTRACELULARES.
La sobrevivencia celular depende de que la célula reciba las sefiales extracelulares
apropiadas. En la ausencia de esas seflales, ha sido propuesto que la Gnica opcidn que le
queda a la célula, es su muerte por apoptosis (46)
Integrinas
Los receptores a integrinas juegan un papel importante en muchos procesos bioldgicos,
incluyendo apoptosis, migractdn celular, desarrollo embrionaria y metastasis tumoral (47}
Las integrinas conectan la matriz extracelular (MEC) al citoesqueleto y juegan un
papel clave en la sobrevivencia celular (45). Ellas tienen también un sitio de fosforilacion a
tirosina y contienen mitltiples moléculas de transduccion de sefiales, incluyendo receptores
para factores de crecimiento solubles y muchas de sus moléculas efectoras rio abajo Las
celutas privadas del comacto con ta MEC via integrinas sobrevienen a apoptosis mediada
por [a via de sefializacion de cinasas v cisteinproteasas (48) Las integrinas 1. B2, o581,
amf3 y olfl estan involucradas en la proteccion de diversos tipos de células contra

apoptosis, o la propagacién de sobrevivencia (45).

Factores de crecimiento y citocinas

La sobrevivencia celular es determinada por la exposicion apropiada a factores de
crecimiento (46) sin embargo, ciertas citocinas pueden sobrepasar esos factores de soporte
y directamente iniciar la muerte celular, Dos ejemplos de estas citocinas son el ligando de
Fas y el factor de necrosis tumoral (TNF), los cuales se unen a [a superfamilia de receptores
del factor de crecimiento nervioso/TNF (49) La apoptosis se da cuando la sefial atraviesa la

membrana por medio de aquellos receptores que contienen ¢l dominio de-muerte, un
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motivo, que directamente se asocia con moléculas efectoras intracelulares, las cuales

median Ia apoptosis {50)

Receptores asociados a proteinas G

Los receptores acoplados & proteina G pueden también, jugar un papel significativo en la
mediacion de la apoeptosis (45). Por ejemplo, los receprores a glutamato {mGluRs) pueden
modular la apoptosis en cultivos neuronales primarios Se ha observado que la proteccion
es mediada por la inhibicién de la adenilato ciclasa seguido de la activacién dual de

receptores del grupo II, mGlu,, mGlus y del grupo Ul mGlug,p, mGlus, mGlu;, mGlus

(51.52).

Esfingomielina y ceramida

La esfingomielina es un fosfolipido que esta localizade preferencialmente en la parte
externa de [a membrana plasmatica, y puede ser catabolizada por tres isoformas distintas de
una fosfolipasa, llamadas, esfingomielasas {SMasas) Muchas células de mamiferos son
capaces de sefializar a traves de la ruta de la esfingomielina, {2 cual puede ser activada
utilizando receptores de TNF o Interleucina-1 ademés de estrés (UV, H;0,, radiacion
ionizante) La hidrolisis de la esfingomielina por las SMasas produce fosfocolina y
ceramida. la cabeza de la fosfocolina es liberada al medio extracelular, mientras que la
ceramida se difunde dentro de las membranas, actuando como un segundo mensajers La

generacion de ceramida en varios sistemas celulares ha sido asociada con la diferenciacion,




proliferacion celular y apoptosis (53} Asi, ha sido reportado que la ceramida generada de

las SMasas activa [a via de las cinasas rio abajo (54)

Mucha de la evidencia que apoya la relacion entre la generacion de ceramida vy la
induccidon de apoptosis, involucra lz activacidn de una isoforma particular de SMasa,
llamada SMasa 4cida y la subsiguiente activacion de cinasas y proteasas, una u otra, o en

paralelo, dependiendo del estimulo y tipo de célula, o de ambos (53, 54)

REGULADORES INTRACELULARES DE MUERTE

Existen numerosas hipétesis que implican mediadores o vias especificas en la apoptosis
Algunas de esas vias ocurren tempranamente en el proceso apoptStico para iniciar a fa
c¢élula en el proceso de muerte y para activar los efectores de muerte Estas vias cluyen
proteinas expresadas por proteoncogenes (&) miembros de la famitia BCL-2) y cinasas (e]

proteincinasas activadas por estrés)

El supresor tumoral p53

El gen p53 codifica para un polipéptido tetramérico de 393 aminoacides Basado en varios
andlisis estructura’funcidn, p33 ha sido dividido en varios motrvos La region del amino
terminal muestra una funcién de transactivacion Se ha demostrado que esta regién
interactlta con componentes de la maquinaria transcripcional tales como la proteina de
union a TATA (55) También en esta regién ha sido mostrado que la oncoproteina Mdm2
se une a p53 y regula negativamente Ia funcion de transactivacién. Adyacente al dominio

amino terminal, se encuentra un dominio rico en prolina el cual ¢s importante para la
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funcidn supresora tumoral de p53 (56) Un motivo central es el que confiere a p53 una
actividad de unidén a ADN secuencia especifica. La regidn carboxilo terminal contiene
actividad de union a ADN pero esta unién no es secuencia especifica Una regién pequeiia
en este extremo regula la oligomerizacion de p53 (56)

Los niveles de [a proteina p53 aumentan dramaticamente en respuesta a diversas
formas de estrés incluyendo, radiacion tomzante, radiacion UV, privacién de factores de
crecimiento, tratamiento con quimioterapia. activacion de oncogenes, choques calorificos, o
infeccion por virus También ha sido mostrado que pS3 es inducido por hipoxia en células
tumorales (57)

La regulacion a la alta de p33 ocurre primariamente al r-livel postraducctonal.
Cambios en la estabilidad de la proteina p53 resulta en un rapido surgimiento de ésta dentro
de la célula Las consecuencias fenotipicas primarias de la induccién de p33 son arresto del

ciclo celular o en su caso muerte celular apoptonca (figura 2)

Radiacién ionizante ARRESTO

Radiacién UV

Quimioterapia 4 p53

Hipoxia

Privacidn de factores de crecimiento

Infeccion por virus APOPTOSIS

FIGURA 2 respuestas mediadas por p§3 Tomada de (129}



Regulacién de apoptosis por p53
En la actualidad existe un modelo, flamado modelo dual, el cual considera que p53 regula
el ciclo celular y a apoptosis via distintas mecanismos Al tener p33 la funcion de factor de
transcripcion existe la bisqueda de blancos trascripcionales y en la actualidad un gran
nimero de blancos potenciales han sido identificados. Por ejemplo el gen Bax que es un
miembro proapoptético de la familia Bcl-2, tiene un promotor altamente responsivo a p33
(57). Adicionalmente otros blancos de p53 ncluyen a los receptores de muerte TRAIL
Fas (58)

También ha sido sugeride que p53 puede regular la apoptosis mediante una via
independiente de la trascripcion La primera evidencia de esto viene de la observacién de
que la apoptosis inducida por p53 fue resistente al tratamuento con el inhibidor de la

trascripeién actinomicina D o el inhibidor de la traduccion cicloheximida (58)

La familia Bcl-2

Una variedad de sefiales de muerte celular, (algunas mencionadas anteriormente) asi como
de dafios celulares patolégicos, encienden la via genéticamente programada de la
apoptosis (59).

La apoptosis se mamfiesta en dos principales programas de ejecucion. rio debajo de
la sefial de muerte' la via de las caspasas y la disfuncion organelar, de la cual. la disfuncién
de la mitocondria es la mejor caracterizada {60, 61)

Como los miembros de la familia BCL-2 residen rio arriba del dafio celular
irreversile y estan enfocados a nivel mitocondrial, ellos juegan un papel de pivote en la

decision de si una célula vive o muere (63)



Bel-2 fue primeramente identificado como un protooncogen en células B foliculares
de linfoma, en donde fue encontrado en el punto de ruptura de la translocacién entre el
cromosoma 18 y el 14 (62)

Los miembros de la familia Bel-2 pueden ser divididos dentro de dos grupos de

acuerdo a su funcién, los miembros antiapoptéticos v los proapoptéticos. (fig 3)

ANTIAPOPTOTICOS PROAPOPTOTICOS
-Bel-2 -Bax -Bid
-Bel-XL -Bak -Bik/Nbk
-Bel-W -Bok -Bim
-Mecl-1 -Bcl-Xs -Krk
-Al -Bad
-BAR --Mtd

Fig 3 Miembros de la familia B¢t-2 con actividad pro y antiapoptotica (62-67)

Estructura primaria.
Muchos de los miembros de la famlia Bcl-2 poseen cuatro dominios de homologia
altamente conservados, llamados dominios BHI, BH2, BH3 y BH4 (68). Se ha demostrado
que esos dominios median las interacciones proteina-proteina entre los miembros de la
familia para formar homo o heterodimeros {63).

Tambi€n se ha observado que los dominios BHi y BH2 son requeridos para que

Bcl-2 y Bel-XL interactden con Bax y supriman la apoptosis (69).



Los miembros antiapoptéticos muestran una menor conservacion del dominio BH4,
el dnico miembro proapoptotico que lo contiene es Bel-Xs. Esiudios de delecion v
mutagénesis muestran que el dominio BH3 sirve como ur dominio de muerte en los
miembros proapoptoticos. Este concepto es apoyado, ya que la introduccién del dominio
BH3 de Bax en Bcl-2 es suficiente para convertir a Bel-2 en una proteina proapoptotica
(70). Ademas de que recientemente ha emergido una gran cantidad de miembros que son

proapoptoticos y contienen unicamente el dominio BH3 (70)

Estructura tridimensienal.

La estructura tridimensional ha sido evaluada para dos proteinas de la familia. Bel-XL y
Bid Bcl-XL. muestra homologia estructural con los dominios formadores de poros de
ciertas toxinas bacterianas, en particular la toxina de [a difteria v las colicinas A y E! La
estructura de Bel-XL consta de dos helices centrales hidrofébicas (o5 v a6) rodeados por 5
helices anfipaticas y un asa flexible de 60 residuos de ammoacidos Los dominios BHI,
BH2Z y BH3 estin localizados en estrecha proximidad sobre la superficie de la proteina,
formando una grieta hidrofébica elongada, la cual representa el sitio de union del dominio
BH3 de Bak. El asa flexible localizado en el extremo ammo terminal del dominio BH3
contiene varios sitios potenciales de fosforilacién (71). La estructura de Bid es muy

similar a la estructura de Bel-XL (72)
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Activacion premitocondrial de los miembros de Ia familia bel-2

Una proporcion considerable de los miembros Bel-2 tanto pro como antiapoptoticos se
localiza en compartimentos cetulares por separado en la ausencia de una sefial de muerte.
Los miembros antiapoptdticos son inicialmente proteinas de membrana encontradas en ka
mitocondria, reticulo endoplasmico o membrana nuclear {(73-75) En contraste, una fraccidn
substancial de los miembros proapoptéticos se localizan en el citosol o en el citoesqueleto
antes de una sefial de muerte (76). Después de unaz sefial de muerte, los miembros
proapoptéticos sufren un cambto conformacional que originan que ellos pueden integrarse a

las membranas, especialmente a la membrana mitocondrial externa (76).

Madificaciones postraduccionales

Dimerizacion

La activacion de la molécula proapoptotica BAX inclucra su translocacton subcelular v
dimerizacion. En células viables una porcion substancial de BAX es monomérica vy se
encuentra en el citosol, siguiendo a un estimulo de muerte, el BAX citosélico v
monomérico se trasloca a la mitocondria, donde se vuelve una proteina integral como
homedimero(77.78) En experimentos en los cuales se forzd a BAX a dimerizar por medio
de una proteina de union (FK1012) se observé que este dimero se translocd  a la

mitocomdria y fue capaz de matar células aun en la presencia de factores de supervivencia

y BCL-XL (78)
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Translocacién

En células sanas, las moléculas de la proteina proapoptotica BIM estén focalizadas en el
complejo motor asociado al microtibulo, a través de su union con la cadena ligera de
dineina (LC8) (79) Después de una sefial de muerte, LC8 y BIM se disocian del complejo
motor y juntos se translocan a ta mitocondria, va en la mitocondria BIM interactila con

BCL-2 para antagonizar su actividad antiapoptotica (79)

Fosforilacion
En presencia de un factor de sobrevivencia, la molécula proapoptotica BAD, es fosforilada
en los sitios de serina (ser-112 y ser-136) y secuestrada en el citosol por una molécula
llamada 14-3-3 (80). Después de una sefizl de muerte, por gjemplo deprivacién de IL-3,
BAD es desfosforilada v se ha encontrado en asociacion con BCL-XL y BCL-2 El
dominio BH3 de BAD parece esencial para su interaccion con BCL-XL v BCL-2; ademas
de que se cree que la fosforilacion regula la exposicion del dominio BH3 de BAD (81)
Existe evidencia de que varias cinasas son capaces de fosforilar e inactivar BAD, en
especial la proteincinasa dependiente de AMPc (PKA) que es una cinasa especifica para
BAD enser 112 (82)

Por otra parte BCL-2 es también fosforilado en viva vy esta modificacian ha

demostrado que afecta su actividad antiapoptotica (83-85)
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Fragmentacion

Siguiendo un tratamiento con TNF o 0 FAS, BID es fraccionada en su amino terminal por
la caspasa-8 (80). El rompimiento de BID citosdlico genera un fragmento de la parte
carboxilo terminal, que se trasloca a la mitocondria. Este fragmento de BID (tBID) se
inserta dentro de la membrana y se ha observado que esto es requerido para la liberacion de
citocromo ¢ de {a mitocondria (36)

También la remocion del dominio amine terminal de BID o BAX aumenta su
capacidad para liegar a la mitocondria, lo que sugiere que esos dominios actiian como
inhibidores de la apoptosis. Gracias a la resolucién de la estructura tridimensional de BID,
se puede ahora postular que el dominio amino terminal se encuentra impidiendo la
exposicion del dominio BH3, el cual se ha visto que tiene ei potencial apoptotico, as
cuando el dominio amino terminal es fragmentado, se expone el dominio BH3 y la

molécula ejerce su accidn apoptotica (81)

Transcripcién

Existe evidencia de que los miembros proapoptéticos de la familia BCL-2, que son

constitutivamente activos, pueden ser transcripcionatmente reguladas. Para disminuir su

toxicidad en celulas sanas ellos podrian ser transcripcionalmente silenciosos, pero en

respuesta a un estimulo de muerte selecto, las células podrian iniciar su transcripcion (87).
Se ha observado que en ocasiones BAX parece ser transcripcionalmente responsivo

a una induccidn por p53 (87) Y esto también se ha observado para genes como BCL-XL

(88), MCL-! (89), A-1 (90) y en raras ocasiones BCL-2 (91).

f)
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Las proteinas de la familia BCL-2 regulan la liberacién de citocromo ¢ de la
mitocondria Fue encontrado que BAX puede inducir directamente la liberacién de
citocromo ¢ de mitocondrias aisladas (92,93) En contraste, BCL-2 previene la liberacion
de citocromo ¢ en células que vienen a apoptosis, pero también cuando BCL-2 es
coadicionado con BAX en mitocondrias aisladas De esta manera se piensa que BCL-2
puede actuar inhibiendo la insercién de BAX en la mitocondria o inhibiendo directa o
indirectamente la actividad que tiene BAX para formar canales (94,95).

Se han propuesto dos modelos para explicar como BAX produce la liberacion de
citicromo ¢ EI primero involucra la apertura de un megacanal mitocondrial, ifamado poro
de transicién de la permeabilidad (PTP) Siguiendo a la apertura del PTP, el agua y solutos
pueden entrar a la mitocondna. Esta puede entonces hincharse y su membrana externa
romperse, originando la liberacion de crtocromo ¢ y otras proteinas El segundo modelo
involucra fa apertura de un canal especifico en la membrana mitocondrial externa Se ha
obseivado que =1 PTP esti compuesto de varias proteinas. incluyendo, hexocinasa,
creatincinasa mitocondrial. un canal anionico dependiente de voltaje {CADV) presente
sobre la membrana externa y en la membrana interna un translocador de nucleotidos (TAN)
y en la matriz, ciclofilina D (94) Existen resultados que indican que la familia de proteinas
BCL-2 se une a el CADV para regular el potencial de membrana mrtocondrial y liberar
citocromo ¢ durante la apoptosis (94). Estos resultados fueron demostrados en liposomas,
donde BAX y BAK originaban que el citocromo ¢ pasara a través del CADV mientras que
BCL.-XL prevenia este paso BCIL.-2 previene la apertura del PTP incrementando el flujo de
protones de la matriz, Jo que inhibe 1a respiracién mitocondrial (s6lo cuando la mitocondria

esta estresada) (95) La disminucion de la respiracién mitocondrial puede disminuir la



produccion de radicales libres, lo que puede explicar las propiedades antioxidantes que

previamente han sido atribuidas a BCL-2 (96.97)

EFECTORES DE MUERTE
Muchos de los cambios observados cuando las células estan en apoptosis, incluyendo la
degradacién internucleosomal de ADN comdnmente observada v las caracteristicas
alteraciopes morfologicas, reflejan un fraccionamiento proteolitico selectivo de varios
polipéptidos intracelulares, originado por una serie de cistein proteasas que son activadas
especificamente en células apoptoticas y comiinmente llamadas caspasas (98). Las caspasas
son altamente conservadas a través de la evolucién y pueden ser encontradas desde
humanos hasta insectos y nematodos (98-100) Cerca de una docena de caspasas han sido
identificadas en humanos y algunas de ellas han sido involucradas en Ia apoptosis (98,101)

Todas las caspasas conocidas poseen un sitio activo de cisteina y degradan
substratos en los enlaces Asp-Xxx {es decir después de residuos de acido aspartico), la
especificidad de las caspasas hacia distintos substratos esta dada por los cuatro residuos
hacia el N-terminal del sitio de ruptura (102)

Al 1gual que muchas otras proteasas, las ¢caspasas son sintetizadas como zimégenos
enzimiticamente inertes Estos zimogenos estan compuestos de tres dominios un
heterodimero compuesto por un prodominio N-terminal v los dominios p20 vy pl0 vy dos

sitios activos (98).



;Céme activar una caspasa?

Se han descrito tres mecanismos generales de activacion de caspasas
Procesamiento por una caspasa rio arriba.
Se ha reportado que muchas caspasas son activadas por fragmentacion proteolitica del
zimdgeno entre los dominios p20 y pl0 y usualmente también entre ¢l prodominic N-
terminal y el dominio p20, todos estos fraccionamientos ocurren en sitios Asp-X que son
sitios substrato para las caspasas, sugeriendo esto, la posibilidad de una activacién
autocatalitica (102). Asi, el método mas simple para activar una caspasa seria exponerla a
otra previamente activada Esta estrategia de cascada para la activacion es usada por las
células para [a activacion de las caspasas -3, -6 y -7 {102)

El método de cascada es muy usado para amplificar e imtegrar seflales

proapoptéticas, pero no puede explicar como la primera caspasa rio arriba puede ser

activada

Mecanismo de proximidad inducida.

La caspasa-8 es la iniciadora clave en 1a via de receptores de muerte Por arriba de ia unién
del ligando, receptores de muerte tales como CD95 {Apo-1/Fas) se agregan y forman
complejos de sefializacion unidos a membrana Esos complejos entonces reclutan, a través
de proteinas adaptadoras, varias moléculas de procaspasa-8, resultando en una alta
concentracion local del zimogeno. El modelo de proximidad inducida postula que bajo esas
condiciones de amontonamiento, la baja actividad intrinseca como proteasa de la
procaspasa-8 (103) es suficiente para permitir que las moléculas de proenzima se

fragmenten y activen mutuamente. Experimentos que apovan este modelo han mostrado



que ¢l amontonamiento forzado de zimogenos es claramente suficiente en muchos casos

para activar caspasas (104)

Mecanismo de asociacién con una subunidad reguladora.

El mecanismo de activacion mas complejo que se ha descrito hasta fa fecha, es aquel usado
por la procaspasa-9 A diferencia de otras caspasas, el procesamiento proteolitico de la
procaspasa-9 tiene solo un efecto menor en la actividad catalitica de la enzima (105,106).
Mas bien, ¢l requerimiento clave para la activacion de la caspasa-9 es su asociacién con un
cofactor ltamado Apaf-1 (105).

Apaf-1 fue identificado como una de las dos proteinas que son requeridas para la
activacion de la caspasa-9, la otra es el citocromo ¢ (107) Inicialmente se creia que Apaf-i
era requerida solo transitoriamente para la activacion de la caspasa-9, pero ahora el
complejo Apaf-1/caspasa-9 representa la verdadera forma activa de la caspasa-9 (105) Asi
Apaf-]l es una subunidad resuiadora esencial de una holoenzima de caspasa-9 Esta
holoenzima (referida como el apoptosoma) es un complejo muy grande que posiblemente
contiene varias proteinas adicionales (108-110)

En resumen, las caspasas efectoras son usualmente activadas proteoliticamente por
una caspasa rio arriba, mientras que las caspasas iniciadoras son activadas a través de
interacciones reguladas proteina-proteina aunque actualmente el mecanismo molecular que
media la activacion de las caspasas iniciadoras no es muy claro

Las caspasas que contienen prodominios largos presentan en este un médulo de
interaccién proteina-proteina, el cual ayuda a estas a unirse y asoctarse con sus reguladores
rio arriba Las caspasas -8 y —10 contienen un dominio efector de muerte (DED), mientras

que las caspasas -2 y -9 contienen un dominio de activacion y reclutamiento de caspasas
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(CARD). Esos dos dominios comparten una muy pequefia identidad de secuencia, pero
tienen estructuras tridimensionales muy similares, que consisten de seis o-hélices
arregladas en una configuracion liave griega (111) El mismo pliegue es también
enconirade en ¢l dominio de muerte, un tercer modulo de interaccién de proteinas presente

en varios reguladores de apopotosis rio arriba, tales como CDY5 v el adaptador molecular

FADD (112)

Fragmentacion de ADN.

Las caspasas —3, -6 y —7 son las efectoras mejor caracterizadas hasta la fecha Una vez
activadas, estas enzimas, son capaces de fragmentar fa gran mayoria de polipéptidas en
células apoptoticas (98) siendo la caspasa-3 la que inicia el proceso de fragmentacién de
ADN.

Como se menciond anternormente. las caspasas -8 v -9 son las caspasas iniciadoras
mejor identificadas y su activacion es el resultado de dos mecansmos o vias de activacion
muy distintas Ambas vias resultan en la activacién rio abajo de la caspasa-3, la cual, a su
vez, activa una ADNasa lamada CAD, que preexiste en las células como un complejo
inactivo que contiene una subunidad shibidora llamada ICAD (113)

La activacion de CAD ocurre cuando la caspasa-3 fragmenta la subunidad
inhibidora del complejo. lo que resulta en la fiberacion y activacion de la subunidad
catalitica (113-114) Esta nucleasa corta el ADN gendmico entre los nucleosomas para
generar fragmentos largos que corresponden a multiplos de aproximadamente 180pb Los
oligonucledtidos resultantes de 1a fragmentacion poseen un grupo fostato en el extremo 57 y

un grupo hidroxilo en el extremo 3° (114)
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La fragmentacién de substratos especificos mediada por caspasas, también explica
las demas manifestaciones caracteristicas de la apoptosis, por ejemplo, la fragmentacién de
las laminilias nucleares es requerida para que se lleve a cabo el encogimiento nuclear (1 15).
El encogimiento celular es causado por la fragmentacion de proteinas del citoesqueleto
tales como la fodrina y ta gelsolina (116) Existen cerca de 100 substratos adicionales de las
caspasas que han sido reportados durante los Gltimos afios. La tabla | resume algunos de

ellos

TABLA 1 Polipéptidos fragmentados durante la apoptosis (98).

Polipéptidos Caspasa responsable Efecto propuesto

Proteinas citoplasmicas

Gelsolina 3 Rompimiento de actina
Fodrina 3 Encogimiento de membrana plasmatica
B-Catenina 3 Disminucion de contacto célula-célula

Proteinas nucleares

Laminiilas Ay BI 6 Desensamble de laminas nucleares
NuMA 3.6 Cambios en la envoltura nuclear
Proteinas HnRNP 3 Disminuye el procesamiento de ARN
mdm?2 3,6,7 Stlenciador de unidn a p53

41



ABLA 1 continuacidon

olipéptidos Caspasa responsable Efecto propuesto

roteinas envueltas en el metabolismo y reparacion de ADN
ARP 3,7.9 Disminuye sintesis de poli{ ADP-ribosa}

‘opoisomerasa 1 3 Desconccido

'roteinas envueltas en la transduccidn de sefiales y expresion de genes
rointerleucina- 18 i Mediador clave de inflamacidon

Disminuye transcripcion

LY

NFkBp50, p6s

Inactivacion de sefiales de

(V5]

>roteina activadora de
Ras GTPasa sobrevivencia de receptores extrace-

Lulares

’roteinas reguladoras de la apoptosis

3cl-2 ? Genera fragmento proapoptdtico
3cl-XL 1,3 Genera fragmento proapoptético
3id 8 Genera fragmento proapoptotico
CAD 3 Libera CAD activo

[abla 1. Tomada de Eamshaw, W C Etal (98).
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Inhibidores de la apoptosis

La via apoptdtica contiene un nitmero de pasos de amplificacion y retroalimentacién
que aseguran que una célula se decida de lleno a morir o se abstenga completamente de la
muerte FEsta retroalimentacion positiva requiere la presencia de amortiguadores o
moduladores, ya que la mis pequefia perturbacion podria dirigir a una célula a activar de
lleno la maquinaria apoptdtica De esta manera, las vias apoptoticas mitocondrial y de los
receptores de muerte puede ser modulada por los 1APs, (proteinas inhibidoras de la
apoptosis) polipéptidos altamente conservados que selectivamente inhiben la actividad y
activacion de varias caspasas (117). Por ejemplo ¢cIAP1 y 2. inhiben la habilidad de las
caspasas —8 y -9 para activar a las otras caspasas efectoras La via de receptores de muerte
ademas contiene otros niveles de regulacion, por ejemplo, el polipéptido SODD
(silenciador del dominic de muerte) se une a un dominio intracelutar de TNFR1 y previene
su oligomerizacidon espontinea en ausencia de ligando (118) Para la via de Fas, la
interaccion entre FADD y procaspasa-8 es regulada por FLIP, (proteina inhibidora
semejante a Flice) una molécula que contiene un prodominio similar al de la procaspasa-8
pero carece de un sitio activo (98)

Existen ademas inhibidores de los IAPs, tales como los recientemente identificados
Smac (segundo activador de caspasas derivado de Ja mitocondria) y DIABLO (proteina de
unidn directa a IAP con bajo pl) Smac/DIABLO se une a los miembros de la familia IAP y

neutraliza su actividad antiapoptotica (117).



Fagocitosis de células apoptoticas

La fase final de la delecion celular i vivo es fa fagocitosis veloz y segura de células no
deseadas (119) La remocion de células apoptoticas por fagocitos, puede suprimir la
inflamacion y modular la respuesta inmune (119)

Las células que se encuentran en apoptosis pueden manifestar una serie de marcas o
sefiales que indican que pueden ser fagocitadas Algunas de estas sefiales estan bien
caracterizadas, tales como la exposicion de fosfatidilserina. que normalmente se encuentra
en la membrana interna o cambios en azucares de superficie detectados por fagocitos {120)
Existen otros marcadores, que aun estin poco definidos, como los sitios que unen
moléculas puente presentes en el fluido extracelular, las cuales incluyen a Clg, el primer
componente del complemento {120)

Después de que las células apoptoticas son reconocidas por los macréfagos,
sobreviene la fagocitosis La fagocitosis de células invadidas por parasitos normalmente
origina que los macrofagos secreten moléculas capaces de iniciar una respuesta
inflamatoria, pero se ha observado que en la ingestion de cuerpos apoptoticos esto no
ocurre, sino fo contrario, se suprime la secrecion de moléculas como el TNF-ot (121 v se
ha observado ademas que se induce la liberacion del factor de crecimiento transformante-
B1, una citocina inmunosupresiva y anti inflamatoria (121}

Por estos hechos es que actualmente existe Ja bisqueda de farmacos contra el cancer

que activen la apoptosis para evitar un mayor dafio en los tejidos circundantes al tumor
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7. METODOLOGIA

1 MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR TUMORAL HELA

Todos los procedimientos se realizan en zona aséptica (campana de flujo laminar) y el
material utilizado en la manipulacién de medio de cultivo o lineas celulares debe ser
estéril

1 | Descongelacién de la linea mantenida en nitrogeno liquido

a) Selleva el medio de cultivo a una temperatura de 37 °C aproximadamente mediante

bafio maria y se colocan 3.5 mL en una caja Petri de 5 cm previamente rotulado

b) Se saca el criotubo que contiene a las células v se descongela mediante agua tibia o

frotandolo con las manos

€) Se agrega el contenido del criotubo en la caja petri con el medio y se distribuye el

contenido con movimientos circulares suaves.

d) Seincubaa 37 °C, 5% de CO; alrededor de dos horas o hasta que por observacion al
microscopio se observe que las células se hallan adherido a la superficie de la caja
Petri y se elimina el medio de cultivo cambiandolo por medio fresco

1 2 Propagacion de la linea celular

121 Células en confluencia escasa

a) Seaplican movimientos circulares suaves a la caja v s¢ decanta el medio de cultivo

b} Selava la caja con PBS-EDTA y se decanta
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Se adiciona un medio de cultivo fresco previamente atemperado y se incuba a 37

°C, 5% de CO- hasta obtener la confluencia deseada

I 22, Células en confluencia elevada

b)

d)

e)

Se realizan los pasos de los incisos a y b de la seccion 121 Se repite dos veces el

paso del inciso b st la cantidad de detnitos es elevada

Se adiciona PBS-EDTA para cubrir la monocapa celular v se incuba a 37 °C por 15

minutos

Se desprenden las células con una pipeta Pasteur vertiendo el PBS-EDTA sobre la

monocapa hasta observar turbidez

Se disgregan las cétulas desprendidas succionando v expulsando suavemente el
PBS-EDTA hasta que por observacion microscépica se compruebe que se han

obtenido células individuales

Se adiciona una alicuota de la suspension celular en una caja Petri con medio de
cultivo previamente atemperado y se distribuyen las células con movimientos

circulares suaves

Se deja sedimentar a las células [0 munutos en una superficie plana horizontal y

posteriormente se incuban a 37 °C, 5% de CO:

1.3 Congelamiento de la linea celular

Para realizar este procedimiento se requiere de un cultivo celular en confluencia elevada

(>80%)

$6




a)

b)

d}

Se realizan los pasos de los incisos a hasta d de fa seccidén 1 2 2

La suspension celular se colecta con una pipeta Pasteur en un tubo y se centrifuga a

2000 r.p.m 5 minutos

Se decanta el PBS-EDTA y se resuspende el botdn celular con el PBS-EDTA

residual

Se adicionan 4.5 mL de medio de congelamiento por cada caja de cultivo cosechada

homogenizando la suspensién celular

Se alicuota la suspension celular en criotubos y se congelan en posicion vertical a
=760 °C por 24 horas

Se introducen los criotubos en nitrégeno liquido

EXPOSICION AL COMPUESTO III JLNZ-106

Todos los procedimientos se realizan en zona aséptica, excepto el conteo celutar y el

material utilizado en la manipulacion de medio de cultivo o lineas celulares debe ser

estéril

Para realizar este procedimiento se requiere de un cultivo celular en confluencia

elevada

a)

- b)

Se realizan los pasos de los incisos a y b de la seccion 1.2 1 Se repite dos veces el

paso del inciso b si la cantidad de detritos es elevada

Se adiciona PBS-EDTA para cubrir la morocapa celular y se incuba a 37 °C por 15

minutos,
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d

€)

g

h)

b)

<)

Se desprenden las células con una pipeta Pasteur vertiendo el PBS-EDTA sobre la

monocapa hasta observar turbidez.

Se disgregan las células desprendidas succionande y expulsando suavemente el
PBS-EDTA hasta que por observacion microscOpica se compruebe que se han
obtenido células individuales

Se homogeniza la suspension celular y se cuenta en ia camara de Newbauer

Se agregan 1¥10° células a una caja Petrt de 10 cm que contenga medio de cultivo

previamente atemperado y se incuba a 37 °C, 5% de CO; por 24 horas
Se agrega el compuesto HI JLNZ- a una concentracion de 70uM

Se homogeniza la concentracién del compuesto en un agitador a 200 rpm. por 5

minutos.
Se incuba a 37 °C, 3% de CO, durante el tiempo requernido de exposicion.
CONTEQ CELULAR EN LA CAMARA DE NEWBAUER

Limpiar la cémara con etanol al 70% secarla y colocarla en una superficie

horizontal

Se toman 100 uL de la suspension celular, se colocan en la camara y se deja reposar

3 minutos para que las células sedimenten
Se coloca la camara sobre el microscopio y se cuentan las células que se encuentren

en los ocho cuadranies correspondientes a la cucnta de linfocitos siguiendo el

siguiente criterio’ se cuentan las células que se encuentren dentro de los 16 cuadros
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que comprenden a cada cuadrante Si hay células que se encuentren en el limite de
dos cuadros, se toman dos lados de tal manera que formen una L invertida, las
células que se encuentren entre estos lados solamente se adicionan al cuadro que se

estaba contando, con el fin de evitar que una célula se cuente en dos o mas cuadros

d) Se obtiene el promedio de la cuenta en los 8 cuadrantes y se aplica la suguiente

formula

Numero de céiulas/mL=promedio* 10

4 CITOMETRIA DE FLUJO Modificada de (130)

4 1 Preparacién de las muestras

a) Se despegan las células tratadas y no tratadas con 3 mL de PBS-EDTA durante 10

minutos y s¢ pasan a tubos Falcon de 15 mL
b) Se centrifugan las muestras a 2000 r p m. durante 5 minutos

¢) Se decanta totalmente el PBS-EDTA y se adiciona al paquete de células 10 mL de
etanol ai 70%

d) Se almacenan fas células en suspension a 20 °C (fijacién). Las células fijadas

deben ser utihizadas durante las proximas dos semanas

e) Se centrifugan las ¢élulas fijadas a 2500 rpm durante 5 minutos y el etanol se

decanta

f) Se pasanlos pellets celulares a tubos Eppendorf de 0 5 mL adicionando 40 uL de un

amortiguador de fosfato-citrato
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2) Se deja en reposo 40 minutos durante 40 minutos y posteriormente se transfiere el
sobrenadante a nuevos tubos El sobrenadante contiene ADN de bajo peso

molecular y puede ser utilizado para una electroforesis en agarosa

h) Los pellets celulares se transfieren a tubos de ensaye y se les adicionan 2 mL de una

soluciéon de 5 ug/mL de bromuro de etidio y Triton X-100 durante 5 minutos
1) Seadicicnan 10 microlitros de ARNasa & una concentracion de | mg/mL.

i} Se mide l1a florescencia de las muestras en un citometro de flujo

S.DETECCION DE MUERTE CELULAR /N S/TU/ TECNICA DE TUNEL

Preparacion de las muestras

a} Se prepara una caja Petrt de 10 cm con porta objetos circulares en ef interior v se

agregan 10 mL de medio de cultivo

b) Se agregan 1*10° células Hela y se dejan crecer 24 horas Después de este tiempo se

exponen al compuesto a los tiempos necesaros (24 y 48 h )

Fijacion de las muestras

c) Se repiten los pasos a ¥y b de la seccidn 1 2, cuidando que no se caigan los cubre

objetos que contienen células adheridas

d) Se secan los cubre objetos por medio de vacio y transferirlos individualmente a

cajas Petri de 5 cm

hid]



€} Se fijan Ias muestras secas con una solucidn recién preparada de paraformaldehido

(4% en PBS, pH 7 4) durante 1 h a temperatura ambiente

Bloqueo de la peroxidasa enddgena y permeabilizacion celular

f) Selavan las muestras con PBS y se incuban con la solucién bloqueadora (3% H;0,

en metarol} por 10 minutos a temperatura ambiente

g) Selavan las muestras con PBS y se incuban en la solucién permeabilizante (Triton

X-100 ai 0 1% en citrato de sodio al 0 1%) durante 2 minutos en hielo (4°C)

Marcaje

h) Selavan las muestras con PBS y se seca el area alrededor de la muestra

1) Se adhieren 50 microlitros de la mezcla de reaccion TUNEL sobre cada muestra y
s€ tapan con un cubre objetos cuadrangular para evitar la evaporacién v asegurar un
esparcimiento homogéneo de la mezela de reaccion

i) Seincuban en una camara humidificadora (incubadora) durante 60 minutos a 37°C

k) Selavan las muestras tres veces con PBS

1) Se analizan las muestras bajo un microscopio de florescencia utilizando una
longitud de onda de excitacion en el rango de 450-500 nm y la deteccidn se hace en

el rango de 515-565 nm (verde)

Controles
Control negativo. Se incuban las muestras fijadas y permeabilizadas en 50
microlitros/muestra de solucién de marcaje (sin enzima) en lugar de ia mezcla de reaccion

TUNEL y se procede como en los pasos j, k y | de fa seccién de marcaje.



Control positivo. Se incuban las muestras fijadas y permeabilizadas con DNAsa I
{Img/mL) a temperatura ambiente durante 10 minutos con el fin de producir una ruptura en

el ADN Posteriormente se repiten los pasos a partir del inciso h de la seccion de marcaje

6. EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT Modificada de (131)
Extraccién de proteinas

a) Se obtienen cultivos de células Hela con 8, 24, 36 y 48 h de exposicion al
compuesto I JLNZ- 106 como se tndica en la seccién 2

b} Se decanta el medio de cultivo v se enjuaga dos veces con PBS.

c) Seagrega ImL de amortiguador de lisis triple detergente vy se incuba a 4° C durante

5 minutos

d) Se despegan ias células utihzando una pipeta Pasteur y la suspension se transfiere a
tubos de ensayo

e) Con la ayuda de un homogenizador se lisa a las células en suspension
Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford.

Curva patron
a) Sepipetean 1,25, 5, 10 y 20uL de una solucion estandar de albumina 1mg/mL en
tubos de ensayo y se completa el volumen a 800uL con agua destilada
b) Se agrega a cada tubo 200ul. del reactivo de Bradford (BIO-RAD) y se agitan las
muestras
¢) Se lee en un espectrofotémetro a 595 nm con el programa para el método de

Bradford, utilizando un blanco con 800uL de agua destilada y 200uL del reactivo
de Bradford.

Para la muestra se pipetean 2itL de cada extracto proteinico, se completa el volumen a

BOOUL con agua destilada y se siguen los pasos de los incisos b y ¢ de la curva patrén




Electroforesis

a) Se pipetea un volumen equivalente a 100ug de proteina para cada muestra en tubos
eppendorf de 0 5 mL y se agrega un volumen iguai de buffer de carga

b) Se calientan las muestras en un bafio maria a ebullicién durante 5 minutos y se
cargan en un gel de poliacrilamida al 12%

¢} Se corre la electroforesis a 80 Volts hasta que el frente liegue a 0.5 cm antes de salir

del gel.

Transferencia

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas son transferidas a una membrana de

nitrocelulosa en una camara himeda de transferencia durante toda la noche a 30 Volis
Bloqueo e incubacion con los anticuerpos

a) Sesacaa la membrana de la camara de transferencia y se incuba 2 h con la solucion
bloqueadora.

b) Se decanta la solucion bloqueadora y se¢ pone el anticuerpo primario (anti BAX o
anti actina) diluido 1 150 en TBS con leche al 1% y se incuba a temperatura
ambiente durante 2 h.

c) Se decanta la solucién con el anticuerpo primario, la cual se guarda en refrigeracion
a 4° C para ser reutilizada, y se hacen tres lavados de S5 minutos c/u con una
solucion de TBS-Tween al 0 1%

d) Se decanta la solucién de lavado, se agrega el anticuerpo secundario {anti 1gG-
HRPP) diluido 1.1500 en TBS leche al 1% y se incuba a temperatura ambiente

durante una hora
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Revelado

Todos los pasos siguientes se realizan en un cuarto de revelado
a} Se repiten los pasos del inciso ¢ de la seccion de bloqueo e incubacion con los
anticuerpos y la membrana es incubada en con 4mL de los rteactivos para
quimioluminisencia durante 2 min
b) Se escurre la membrana, se envuelve en Plastipack”™ . se pone en contacto con una

placa para revelado fotografico durante 2 min v esta se revela y se fija

Anilisis de las bandas obtenidas

Las placas fotograficas se digitalizan con ayuda de una computadora personal y las bandas
obtenidas son analizadas densitométricamente utilizando el programa Scion Image version
3.0 Las lecturas reportadas para cada banda estan dadas en unidades arbitranas que el
programa asigna

7 PREPARACION DE SOLUCIONES

Medio de cultivo

Medio D-MEM (Dulbeco's Modified Eagle Medium)

Cantidad
Medio D-MEM (GIBCO) 1 sobre para dissolver en 1L
Suplementado con
*Glutamina (GIBCO) 2mL
Hepes (SIGMA) 22g
Insulina (LILLY) 10 mL
MEM solucion de aminoacidos no esenciales (GIBCO) 10 mL
Suero fetal bovino (GIBCO) 100 mL
Antibidtico antimicotico (GIBCO) 10mL



Revelado

Todos los pasos siguientes se realizan en un cuarte de revelado
a) Se repiten los pasos del inciso ¢ de la seccién de bloquec e incubacién con los
anticuerpos y la membrana es incubada en con 4mL de los reactvos para
quimioluminisencia durante 2 min
b) Se escurre la membrana, se envuelve en Plastipack” . se pone en contacto con una

placa para revelado fotografico durante 2 min y esta se revela y se fija
Analisis de Ias bandas obtenidas
Las placas fotograficas se digitalizan con ayuda de una computadora personal y las bandas
obtenidas son analizadas densitométricamente utilizando el programa Scion Image version
3 0. Las lecturas reportadas para cada banda estan dadas en unidades arbitrarias que el
programa asigna.
7 PREPARACION DE SOLUCIONES

Medio de cultivo

Medio D-MEM (Duibeco’s Modified Eagle Medium).

Canudad
Medio D-MEM (GIBCO) 1 sobre para dissolver en 1L
Supiementado con
*Glutamina (GIBCO) 2mL
Hepes (SIGMA) 22¢g
Insulina (LILLY) 10mL
MEM solucion de aminoacidos no esenciales (GIBCO) 10 mL
Suero fetal bovino (GIBCO) 100 mL
Antibiodtico antimicético (GIBCO) 10 mL
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*NalCO; (BAKER) 37¢

Piruvato de sodio (GIBCO) 10 mL

*Estos elementos se adicionan solo si el medio de cultive en polvo no los contiene

1 - Disolver el contenide de un sobre en 700 ml de agua desionizada estéril.

2 - Adicionar todos tos suplementos excepto el suero fetal bovino La solucién se agita
hasta disolver completamente las sales

3.- Ajustarel pHa 74" 03

4 - Aforar a 900 mL con agua desionizada estéri]

5.- Esterilizar la solucién por fiitracién con membrana Millipore de 0.45u

6 - Completar el medio con 100 mL de suero fetal bovino

Medio de congelamiento A para la linea celular HeLa
1 - Se utiliza medio D-MEM sin complementar con suero fetal bovine vy se le adiciona 15%
viv de glicerol estéril.

2.- Este medio se guarda en recipientes estériles y se congela a -20° C.

Solucion de PBS-EDTA

Para un litro de solucidn

Componentes Cantidad
NaCl 80g
KH,PO, 024¢g
Na,HPO, |44 ¢
Kl 02¢
EDTA 037
Agua desionizadachbp 1L

1.- Disolver las sales en 900 mL de agua desionizada
2.- Ajustar el pH a 7.4

3 - Aforara 1 L con agua desionizada

4 - Alicuotar en recipientes limpios

5.- Esterilizar en autoclave a 15 [b/in? durante 15 minutos.

55



Solucion de etanol al 70%

Para preparar un litro de solucion

1 - Medir 700 mL de Etanol absoluto (BACKER)
2.- Aforar a 1L con agua destilada

3 _ Mezclar por agitacion la solucion

4 - Guardar a —20° C

Amortiguador PC (fosfate-acido citrico)

Para preparar 200 mL de solucién

1 - Se hace una solucion de Na,HPO, 02 M (13.39 g de NaHP(Q, 7H,0 (BACKER} en
250 mL de agua)

2.- Se hace una solucidn de acido citrico 0 | M pH 7 § (G 48 g de acido citrico (Merck) en
25 mL de agua)

3.- Se mezclan 192 partes de la solucion 0 2 M de NaHPO, con 8 partes de acido citrico
01M

Amortiguador de lisis (triple detergente)

Componentes concentracion
Tris Cl pH 8 O (SIGMA) 50 mM
NaCl (BACKER) 150 mM
Azida de sodio (SIGMA) 0 02%
SDS (SIGMA) 0 1%
PMSF (SIGMA) 100ug/ml.
Aprotinina (SIGMA) Tpg/mL

Triton (SIGMA) 1%
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Gel al 12% de acrilamida-bisacrilamida

Separador
Acrilamida-bisacritamida 30%
Tris base (pH 8 8)

SDS 10%

Agua

Persulfato de amonio 1g/mL

TEMED

Concentrador
Acrilamida-bizacrilamida 30%
Tris base (pH 6 8)

SDS 10%

Agua

Persulfato de amonio lg/mL

TEMED

TBS

Para 500 mL de solucion
Tris base

NaCl

1 - Disolver las sales en 300 mL de agua destilada

2- AjustarelpHa 75

303g
438¢

3 - Aforar 2 500 mL con agua destilada

4 mL
25mL
100 pl.
333 mL
50 ul
101l

066 mL
125mL
50 ul
30mL
25 ul
2.5ul
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8. RESULTADOS

Cuantificacién de apoptosis por citometria de flujo

Los resultados del andlisis del ciclo celular y la apoptosts inducida en células Hel.a por el
dimetilsulfoxido (control de disolvente), el taxol (control positivo), y el derivado pirimidico
de lactona sesquiterpénica (III JLNZ-106), se muestran en los histogramas de las figuras 3
vy 4 y se resumen en la tabla 2.

Se utilizaron como controt de disolvente, células HeLa tratadas con dimetilsulfoxido
{DMSO) que fue el disolvente usado para preparar las soluciones del compuesto 111 JLNZ-
106, con el fin de observar si al volumen utilizado en los experimentos (2 IpL/ml. de
medio de cultivo) no se presentaba actividad apoptotica.

Como se¢ observa en la figura 3-A y 3-B el DMSO no tiene efecto apoptdtico
significativo sobre la apoptosis, al volumen utilizado ni a los tiempos de exposicion a este
(5 y 48 horas)

Como control posttivo de la induccion de apoptosis, se utilizd taxol a una
conceniracion de 25puM. Como se resume en la tabla 2 el taxol tuvo un efecto apoptdtico de
13 T1% a las 24h de exposicion y de 42.7% a las 48h, observandose un efecto despreciable
a la 5h de exposiciéon A su vez también se observd un arresto del ciclo celular en Ia fase
G2/M en donde un 82 65% de las células fueron encontradas después de 24h de exposicién
al compuesto, mientras que a 5h solo existian 35.27% de células en esta fase Después de
48h de tratamiento se disminuyd el porcentaje de células en esta fase hasta un 37.73%. Se
observa también que las células en fase S disminuyeron drasticamente su porcentaje de

36.31% a las 5h de tratamiento hasta un 0% a las 24 y 48h Ademas de esto las células en



fase G1/GO disminuyeron del 28.42% a las 5h hasta un 3 66% a las 24h y después aumentd
su porcentaje hasta un 17% a las 48h

Cuando las células Hel.a fueron tratadas con el compuesto il JLNZ-106 a una
concentracion de 701UM se obtuvieron los siguientes resultados
Como se observa en la tabla 2 el compuesto indujo la apoptosis del 4 56% de las células a
las 24h y se aumento drasticamente la cantidad de céluias en apoptosis hasta un 25% a las
48h, mientras que a 5h ¢l efecto apoptotico fue despreciable El analisis del ciclo celular
muestra un aparente arresto de las células en [as fases GO/G1 y G2/M Las células en la fase
GO/G1 disminuyeron su porcentaje de 45 40% a las Sh a un 39 v 30 50% a las 24h v 48h
respectivamente La mayor variacidn se dio en la fase S donde el porcentaje de células
disminuy6 de 40.41% a las 5h hasta un 8 2% a las 48h El porcentaje de células en fase

G2/M aumentd su porcentaje de 14.18% a las Sh hasta un 36 06% a las 48h
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Figura 3.Histogramas obtenuidos de la ciometnia de flugo de celulas Hela anahzadas por fuorcscencia de

bremuro de ctidio (contenido de ADN). Las muestras fucron analizadas 2o wn ciidmetro de flujo (Becton -

Dickinson, San José. CA. USA) v los datos fueton analizados con ¢l programa Acqeyte (Phoenix Flow

Systems. San Dicgo, CA, USA) Los lustogrmis A v B muestian ¢! control de disehvente (DMSO) a las 5

4% h respectivamente €. Dy E control posine {Tavol 25uMya 5, 24 v 38T aespectnamente
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Figura 4. Histogramas obtenidos de ta citomeina de fluygo de células Hela analizadas por fluorescencia de
bromuro de eudto (contenido d¢ ADN) Las mucstras fueron analizadas co un csometro de flujo (Becton -
Dickwson, San Jose, CA, USA) v los datos fucron analizados con ¢l programa Acqeyre (Phoemx Flow

Systems, San Dicgo. CA, USA) G, H. [ tratinuento con ef compucsio 11§ JLNZ-106 (F0uM) a 5. 24 y 48 h

respectivamente
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'ORCENTAIJE DE CELULAS EN LAS FASES DEL CICLO CELULAR Y APOPTOSIS

% GO/G1 % S % G2/M % APOPTOSIS
“ONTROL 5h 63 36 3099 565 003
“ONTROL 48h 43 47 24 52 3201 0.06
[AMOL 5h 28 42 3631 3527 056
"AXQL 24h 360 001 8263 1371
FAXOL 48h 17.00 G 00 3773 427
1 JLNZ-106 5h 45 40 40 41 14 18 0.10
II JLNZ-106 24h 3900 28 87 32 14 456
I1 JLNZ-106 48h 30.50 820 36 06 2500

ABLA 2 Analisis del porcentaje de células HeLa cn apoplosis v en las difcrentes fases del ciclo celular

espucs de los diversos tratamicatos Los datos fucron anahzados con ¢l programa Acqeyie (Phoemx Flow

ystems, San Dicge. CA, USA)
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Deteccién de apoptosis mediante Ia téenica de TUNEL

La figura 5-J muestra el control negativo de ta técnica, preparado como se describe en la
metodologia experimental En esta figura se observa a las células con sus caracteristicas
morfologicas normales.

La figura 3-K {control positivo) muestra células Hela tratadas con ADNasa como
se indica en la metodologia experimental. Se observa una fluorescencia color amarillo
extensa en los nicleos de las células, que demuestra degradacién de ADN.

La figura 6-L. muestra un control negativo de células Hela tratadas con DMSO
(2 TnL/mL de medio de cultivo) después de 48h de exposicion Se observan pocas células
con la fluorescencia amarilla lo que indica una pequefa cantidad de células en apoptosis.

La figura 6-M muestra células Hela tratadas con el compuesto [I JLNZ-106
(FOuM) a las Sh de exposicidn Se observan pocas células con la fluorescencia
caracteristica de apopiosis, pere se empieza a notar en la poblacidon un cambio en su
morfologia que pareciera ser un precipitado sobre su superficie.

La figura 7-N muestra un mayor nimero de células con ADN degradado y ademas
ya es posible apreciar pequeiios puntos fluorescentes dentro y fuera de las células
semejantes a 10s descritos como cuerpos apoptoticos

En fa figura 7-O ya se observa una extensa cantidad de células apoptoticas y es

mucho mas evidente [a presencia de cuerpos apoptoticos
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Figura 5 Téenica de TUNE! J coutrol negativo de la 1éenica preparado como se describe cn metodologia

experimental. Figum K control positive celulas Heba traladas con ADNasa La fuorescencin amanlla os

indicativa de degradacion de) ADN




Figura 6. Téeniea de TUNEL. L control de disolvenic 48h M tratamucnto con el compuesto [ JLNZ-106

(7OuM) Sh La fuorescencia amantla es indican a de degradacién de ADN




. 3 .
Figura 7. Técnica de TUNEL, N y O trat

respectivamente. La (luorescencia amaniia cs wdicativa de degradacién de ADN Los puntos amardlos deniro

y fucra de tas células indican I presencia de Cuerpos apoploticos




\nalisis de BAX por Western Blot

>ara observar si existia una variacion en la expresion de la proteina BAX se realizo un
Western Blot de esta proteina, fueron cargados 75ug de proteina y los resultades fueren
normalizados con [3-actina.

Los resultados se muestran en las figuras 8-1 y 8-2 La figura 8-1 muestra las
bandas obtenidas para BAX v Actina de fas células tratadas con el compuesto HI JLNZ-106
y la figura 9 resume los resultados de fa densitometria aplicada a estas bandas.

Los resultados muestran un indice BAX/actina de 0 8798 a las Bh, de 0.9042 a las
24h, de 1 1445 a las 36h y de 0 8385 a las 48h Los resultados observados muestran un
aumento en BAX dependiente del tiempo de exposicion al compuesio HI JLNZ-106 hasta
las 36h, donde se presenta un maximo y después viene un decaimiento en los niveles de la
proteina

La figura 8-2 muestra las bandas obtenidas para BAX y Actina de las células
tratadas con el disolvente. La figura 9 muestra fos resultados de la densitometria aplicada a
estas bandas

Se obtuvo un indice BAX/actina de 0.6823 a las 8h, de 0 7608 a las 24h, de 0.7086
a las 36h y de 0.6211 a las 48h Estos resultados muestran que el disolvente utilizado. no

induce cambios significativos en los niveles de BAX
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BAX
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BAX
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Figura 8 anihsis de BAX por Western Blol, |) proteinas eatraidas de células Hela tratadas con ¢l compucsto
HE JLNZ-106 (T0pM) a diferemes Uempes.2) Comrol de disolvente a diferentes tempos S muestran 10s

resultados para las proteinas BAX v actina
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9. DISCUSION

En las altimas cinco décadas, el tratamiento del cancer ha dependido primordialmente del
uso de la quimioterapia y la radiacion Estos tratamientos han tenido resultados muy
positivos sobre varios padecimientos hematologicos y algunos tumores sdlidos Sin
embargo la mayoria de ¢stos padecimientos han logrado ser resistentes o generar resistencia
a estos tratamientos La utilizacion de altas dosts de los compuestos quimioterapeiticos
puede tener un modesto mejoramiento en la respuesta a estos agentes, pero en la mayoria de
los casos, la efectividad de los tratamientos citotoxicos ha sido limitada por los efectos
adversos de esos agentes sobre células y tejidos normales

La evidencia obtenida en los 11ltimos afios ha establecide que muchos de los agentes
utilizados en la quimioterapia contra el cancer ejercen su efecto /1 vifro e in vivo iniciando
el mecanismo de apoptosis Asi también la resistencia a la apoptosis ha emergido como una
importante categoria de resistencia al tratamiento (132)

La investigacidn en apoptosis promete la identificacién de nuevos blancos y el
desarrollo de agentes quimioterapelticos méas especificos, que activen la maquinaria
apoptotica en la célula (133)

En el presente trabajo se evalué el posible efecto apoptotico de un derivado de
lactona sesquiterpénica en la linea celular tumoral HeLa Los resultados muestran que la
induccion de apoptosis fue dependiente del tiempo de exposicion al compuesto.

Los resultados de la citometria de flujo muestran una disminucion en el porcentaje

de células en fase S. lo que podria indicarnos que el proceso de sintesis fue detenido por la
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inhibicion de erzimas involucradas en la sintesis de ADN o por un dafio directo a éste por
parte del compuesto TH JLNZ-106

Asi también el compuesto Il FLNZ-106 ocasiond un arresto en el ciclo celular,
tanto en GO/G1 como en G2/M Debido a que el ADN puede ser dafiado en diferentes
puntos del ciclo celular, multiples “checkpoints”™ son requeridos para garantizar una
estrategia de arresto en cada fase det ciclo La literatura menciona que si el dafo incurre
mientras el AIDN se est4 replicando —como se observa a las 5h de tratamiento (40 41% de
celulas en fase S)- las proteinas CHK1 v CHK2 son fostoriladas por ATM vy pueden inhibir
a las fosfatasas requendas para la progresion G1/S y G2/M (134)

Por otra parte, también se sabe que después de un dafio al ADN o del uso de
antimetabolitos, se disminuye la cencentracion de nucledtidos y la sintesis de ADN y esto
activa a p53, el cual activa transcripcionalmente a p21 y se origina un arresto en GO/G1
(133)

Los resultados obtenidos por {a técnica de TUNEL muestran evidencias
contundentes de que el compuesto esta originando apoptosis, puesto gue se observan
algunas de las caracteristicas presentes en una célula apoptética, como son el encogimiento
celular y mas evidentemente, la formacian de cuerpos apoptoticos

En el caso de las células tratadas con ADNasa, la fluorescencia es homogénea sobre
todo el nucleo celular, indicativa de una degradacion extensa y al azar del ADN, mientras
que en las células tratadas con el compuesto, existe un patron de fluorescencia “punteado”,
indicativo de una degradacion internucleosomal del ADN, ademas de un englobamientio de

éste, dentro de fragmentos de membrana formando cuerpos apoptoticos
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Se puede decir que la induccion en la expresion de BAX fue ocasionada por el
derivado pirimidico de lactona sesquiterpénica, ya que la misma no se cbservé en las
células control

El dafio al ADN vy la hipoxia pueden originar modificaciones postraduccionales que
estabilizan y activan a la proteina p53. La estabilizacibn y activacién de p53
transcripcionalmente regula a la alta la expresion de genes como p2/, 14-3-3 y bax, los
cuales median sefiales que dirigen a la inhibicién del crecimiento celular, la induccion de
apoptosis o la reparacion del ADN. Lo anterior refuerza el hecho de que el compuesto
pudiera originar un dafio directo al ADN pues la induccién de la expresién de BAX esta
intimamente relacionada con la induccion de p53 y esta a su vez con un dafio al ADN,

Se ha reportado que las lactonas sesquiterpénicas ejercen su efecto debido a que
pueden sufrir la adicion de Michel pues contienen un carbonilo o, p-insaturado. El
compuesto 1Ll JLNZ-106 no contiene un grupo carbonilo o, B- insaturado sobre la o-
lactona, pero si sobre la porcién pirimidica

Quintero et al (127) previamente obtuvieron resultados con una serie de derivados
pirimidicos de lactonas sesquiterpénicas, incluyendo al compuesto 1iI JLNZ-106, que
indican que una mayor lipofilicidad en los compuestos aumenta su actividad, lo que hace
pensar que el compuesto necesita atravesar barreras hidrofobicas para ejercer su efecto y
que es posible gue necesite llegar al nicleo

Se ha observado que los miembros proapoptticos y antiapoptéticos de la familia
Bcl-2 se encuentran en un estrecho equilibrio y que el rompimiento de este equilibrio puede
originar apoptosis. En este caso, un aumento en la cantidad de la proteina BAX originaria

que Bcl-2 ef cual se ha reportado que evita la activacion y dimerizacion de BAX, ya no
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pueda evitar esta activacidn y asi BAX puede dimerizarse v traslocarse a la mitocondria e
inducir la liberacién de aitocromo ¢ y la posterior activacién de la caspasa-9 para iniciarse
asi la cascada de proteasas y se den las caracteristicas apoptoticas

Se observa que hay un ligero aumento en la expresion de BAX desde fas 24h de
tratamiento, lo cual es congruente con la cantidad de células apoptéticas encontradas a las
24 y 36h, sin embargo, el aumento drastico en la expresion de BAX a las 36h explica el
25% de celulas en apoptosis encontrado a las 48h La disminucidn de la cantidad de
proteina BAX g las 48h puede explicarse, ya que a este tiemnpo las células ya muestran una

gran degradacién de sustratos por parte de las caspasas
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8. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir

1Y Que el compuesto Il JLNZ-106 indujo apoptosis en la linea celular tumoral
HeLa a una concentracién de 70puM

2} El méximo de apoptosis producida por este compuesto fue de 25% a las 48 h de
exposicion

3} La aparicidn de cuerpos apoptoticos observados en la téenica de TUNEL hacen
evidente que se produjo apoptosis

4) El compuesto III JLNZ-106 ocasioné¢ un incremento en la expresién de la

proteina BAX, lo que podria indicar que el compuesto actia directamente sobre un dafio al

ADN o sobre enzimas involucradas en su sintesis
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