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LISTA DE ABREVIATURAS

CMN Células mononucleadas

CTH Célula troncal hematopoyética

CTH-CP Célula troncal hematopoyética a corto plazo
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rmIL-3 Interleucina-3 recombinante de ratén
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SFB Suero fetal bovino
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RESUMEN

Es conocido que compuestos presentes en los alimentos ejercen sobre el
organismo funciones adicionales a los simplemente nutritivos o saborizantes. Es
por esto que desde hace siglos tanto extractos de plantas como principios activos,
se han utlizado en el tratamiento de enfermedades humanas, de manera
interesante, se ha mostrado que analogos sintéticos de moléculas de origen
natural pueden tener mayor actividad biolégica anti-cancer con reducidos efectos
secundarios no deseados respecto a los compuestos originales.

En este trabajo se evalud la actividad antiproliferativa de Rinvanil y
Fenilacetilrinvanil analogos sintéticos del principio activo del chile, la Capsaicina,
sobre las lineas leucémicas de raton J774, WEHI-3, asi como también el efecto en
células normales de médula 6sea de raton.

Se observé que los dos analogos no pungentes de Capsaicina; Rinvanil y
Fenilacetilrinvanil inhiben la proliferacion de las lineas leucémicas WEHI-3 y J774
en dosis menores respecto a la concentracién necesaria para inhibir a las células
normales de médula 6sea. En base a los resultados obtenidos se puede deducir
que los analogos de Capsaicina podrian tener potencial como agentes

antineoplasicos.
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UNAM FES-Zaragoza Diaz Martinez Miriam Raquel

INTRODUCCION

Hematopoyesis

Las células sanguineas maduras (eritrocitos, granulocitos,
monocitos, linfocitos y plaquetas) tienen como principal funcién el
transporte de oxigeno y la defensa del organismo contra la invasion de
agentes patdgenos. Estas células mueren por senescencia o bien
durante el desarrollo de sus funciones normales siendo Ia
hematopoyesis, el proceso por el cual se generan nuevas células
sanguineas'’ % 3 4,

Funcionalmente pueden reconocerse diferentes compartimentos
en el sistema hematopoyético (Fig. 1)°. Asi, el primero corresponde a
las Células Troncales Hematopoyéticas (CTH), las cuales son
consideradas como las mas primitivas, capaces de autorrenovarse y
originar células de los distintos linajes sanguineos sustentando la
hematopoyesis durante toda la vida® 7*  °, Estas células se concentran
principalmente en el estroma de la médula dsea, constituyen el 0.05%
de la poblacién celular y carecen de caracteristicas morfoldgicas vy

citoquimicas, propias de las células maduras o comprometidas hacia un

linaje celular!®. En condiciones normales la mayoria de las CTH's se
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encuentran quiescentes (fase GO del ciclo celular) y sélo se dividen para

mantener los niveles de la hematopoyesis en el organismol?s 1% 13,

El segundo compartimento estd conformado por células
progenitoras multipotente (PMP), representan entre 0.1 y 0.5 % del
total de las células presentes en la médula désea'®. Las células
progenitoras pierden su capacidad de auto-renovacion vy
pluripotencialidad, pero adquieren la suficiente capacidad proliferativa
para generar gran cantidad de células sanguineas maduras. Se ha
reportado la existencia de dos tipos de (PMP) multilinaje; un progenitor
comun de linfocitos, restringido a linfocitos T, B y células NK** 1€,y un
progenitor comun mieloeritroide, restringido a granulocitos,
macréfagos, megacariocitos y eritrocitos. Cuando los progenitores
multilinaje son estimulados apropiadamente, generan colonias en
cultivos semi-sdlidos, por lo que son conocidos como unidades
formadoras de colonias (CFU ‘s). Estas incluyen CFU-GM, CFU-Ba, CFU-
Eo, CFU-E, CFU-MK, CFU-preB y CFU-DC para unidades formadoras de
colonias de granulocitos-macréfagos, basodfilos, eosindfilos, eritrocitos,
megacariocitos, linfocitos-B y células dendriticas, respectivamente”” 18,
Los clones que crecen en los cultivos in vitro son de un sélo linaje y no

exhiben caracteristicas aberrantes; por ejemplo, granulos eosindfilos en

células eritroides, aun cuando las colonias sean el resultados de la
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estimulacién con un factor multilinaje, esto argumenta Ila
unidireccionalidad en el comprometimiento de cada linaje y los
subsecuentes eventos de maduracién.

El tercer compartimento representan al 99.5 % de las células
presentes en la médula dsea y comprende al grupo de los precursores
reconocibles por su morfologia. En las etapas finales, las células sufren
una dramatica especializacidn promovida por las fases de diferenciacién.
En estas etapas, los distintos precursores tienen una notable o total
disminucién en su capacidad proliferativa®®.

Finalmente en el cuarto compartimento se localizan las células
sanguineas maduras, las cuales aunque estan representadas en la
médula dsea se encuentran fundamentalmente en la circulacién?? 21,
Este compartimento contiene varios tipos de células completamente
distintas en apariencia y con funciones especificas 22.

En condiciones normales, la mayoria de las células troncales se
encuentran quiescentes, pero muchos de los progenitores mas maduros
estan proliferando y produciendo progenie madura. En situaciones como
sangrado o infeccidn; los depodsitos de células hematopoyéticas en la
médula désea o adherida al endotelio son rapidamente liberadas a la
circulacion localizandose en el sitio de dafo, ademas, las células
troncales y progenitoras son estimuladas a proliferar y diferenciarse en

leucocitos, eritrocitos y plaquetas. Cuando la condicion de estrés cesa vy
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la demanda de células sanguineas disminuye, los procesos anti-
apoptoticos y proliferativos caen, las células sanguineas son
redistribuidas a sus sitios de almacenamiento, y la cinética de la
hematopoyesis retorna a sus niveles basales. Este proceso se repite
innumerables veces durante la vida, y se ha visto de forma
incrementada después de quimioterapia o de trasplante de médula

Osea?? 24,
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Figura 1. Jerarquia de las células hematopoyéticas. Las células hematopoyéticas pueden
dividirse en cuatro compartimentos de acuerdo al grado de diferenciacién; 1) Compartimento de
las células mas primitivas, célula troncal hematopoyética reconstituyente a largo plazo (CTH-LP),
célula troncal hematopoyética reconstituyente a corto plazo (CTH-CP) y célula progenitora
multipotente (PMP), 2) Compartimento de células progenitoras, progenitor mieloide comuin
(PMC), progenitor linfoide comin (PLC), progenitor eritroide-megacariocitico (PEM), progenitor
granulocito-macroéfago (PGM), progenitor de linfocitos B (Pro-B) y el progenitor de linfocitos T
(Pro-T) , 3) Compartimento de células precursoras y 4) Compartimento de células maduras

(Tomado y modificado?®).
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El mantenimiento de la generacion de células sanguineas
involucra una compleja interrelacion entre los procesos genéticos
intrinsecos de las células hematopoyéticas y su entorno. Esta
interrelacién determina si se mantienen quiescentes, proliferan, auto-
renuevan, sufren diferenciacién o apoptosis?®. En el adulto, estos
procesos se llevan a cabo principalmente en la médula désea, en un
entorno especifico denominado micro-ambiente hematopoyético. El
micro-ambiente hematopoyético, estad constituido por un componente
celular y uno proteico, que en conjunto regulan la hematopoyesis (Fig.
2) %7,

El componente celular y permanente de la médula 6sea incluye
células propiamente estromales, como endoteliales, reticulares,
adipocitos y osteoblastos mientras que monocitos, linfocitos y células
NK, son denominadas células accesorias por estar de forma transitoria.
Las células estromales secretan y expresan una gran cantidad de
moléculas de la matriz extracelular (MEC) como colageno I-VI,
fibronectina, tenascina y laminina, y moléculas de adhesién celular
(CAM’s); por su parte, las células accesorias, producen un gran niumero
de citocinas y quimiocinas, las cuales se encuentran en solucidon y/o
unidas a las células o a la matriz extracelular?® 29 39,

Del componente proteico, las citocinas son los reguladores

hematopoyéticos mejor caracterizados. Las citocinas, son glicoproteinas

Unidad Multidisciplinaria de Investigacién Experimental Zaragoza Pag. 6



UNAM FES-Zaragoza Diaz Martinez Miriam Raquel

gue actuan por unién a receptores especificos, y activan una variedad
de rutas de sefializacion®!. Histéricamente, cultivos in vitro permitieron
establecer que la proliferacion de las células hematopoyéticas estaba

sustentada por dichas glicoproteinas32.

Tradicionalmente, la transicion de un compartimento a otro se
considera un proceso unidireccional, siendo la diferenciacién vy
maduracion, asi como la pérdida en la capacidad de auto-renovacion vy
disminucién en el potencial de diferenciacién procesos irreversibles33.
Sin embargo, el proceso de la hematopoyesis es muy dindmico, vy
siendo un gran numero de genes los responsables de controlar los
mecanismos de proliferaciéon, diferenciacion o la sobrevivencia celular,
mutaciones en uno o mas de dichos genes pueden conferirles a las
células hematopoyéticas ventajas sobre sus contrapartes normales®* lo
que eventualmente puede desencadenar el desarrollo de una neoplasia

hematoldgica.
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Figura 2. Microambiente hematopoyético. Dentro de la médula 6sea las CTH habitan
cerca de los osteoblastos, esto sobre el nicho endosteal o adyacentes a las células endoteliales
de las vesiculas sinusoidales sobre cada division, una célula hija deja el hueso para proliferar y
diferenciarse hacia linajes. Las CTH y su progenie esta rodeada por células estromales derivadas
de las células tallo mesenquimales (MSC) quienes también residen en la cavidad 6sea. Las MSC
dan origen condrocitos, osteoblastos, fibroblastos, adipocitos, endotelio y miocitos (Tomado y

modificado®®).
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Leucemia

Las alteraciones en células hematopoyéticas progenitoras llevan a
enfermedades hematoldgicas como las leucemias®®. Las leucemias se
caracterizan por un incremento anormal en el numero de células
hematopoyéticas, presentes tanto en meédula ésea como en sangre
periférica, que ademas, son incapaces de diferenciarse completamente y

38 Estas células inmaduras no

de funcionar adecuadamente3”
funcionales®® llamadas genéricamente “blastos”, eventualmente
sustituyen al tejido hematopoyético normal, ocasionando un descenso
de la produccion de las células normales en médula ésea y finalmente
alteraciones en los niveles de células hematopoyéticas maduras
presentes en sangre periférica?® 41,

Es conocido que un trastorno hematopoyético conduce a un
proceso neopldsico completo y maligno, solo cuando dos mutaciones
actlan de manera cooperativa afectando la proliferacion y diferenciacion
celular. De esta manera, las llamadas mutaciones de tipo I favorecen la
proliferacion celular y/o confieren una ventaja a nivel de sobrevivencia
pero no interfieren con la capacidad de diferenciacién. Esto es, activan

de manera constitutiva receptores de tirosina cinasa o reguladores rio

abajo de la proliferacién, migracién y sobrevivencia. Por otro lado, las
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mutaciones de tipo II son complementarias e inciden sobre la capacidad
de las células para diferenciarse de manera terminal. Estas mutaciones
pueden involucrar factores de transcripcidon cruciales para la regulacion
de la hematopoyesis, siendo de hecho las mutaciones mas comunes en
leucemia aguda.

De esta manera, las mutaciones que interfieren con diferenciacion
terminal*?, en conjunto con las mutaciones en reguladores de la
proliferacion, sobrevivencia e induccién de apoptosis, supresores de
tumores, etc. son responsables de conducir la hematopoyesis normal a
leucémica.

Un primer modelo que por mucho tiempo fue considerado como la
visidon general sobre el origen de la leucemia, estimaba que ésta podia

43,44 donde

surgir en distintas poblaciones de células hematopoyéticas
el estadio de maduracion y el grado de compromiso de dichas
poblaciones hacia un linaje especifico, es lo que determinaba las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. En la actualidad, es
ampliamente aceptado que la leucemia se origina en una misma
poblacidén de células troncales*® y que dependiendo de la naturaleza de
las alteraciones genéticas que se presenten, la clona leucémica sequird

un cierto patrén de comportamiento bioldgico y éste, a su vez,

determinard las caracteristicas clinicas de la enfermedad?®.
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Panorama epidemioldgico de la leucemia.

La leucemia mieloide aguda (AML) es el subtipo mas comun de
leucemia en adultos, representa alrededor del 25 % de todas las
leucemias en adultos en el mundo occidental, pero comprende sélo el 15
a 20 % de los casos en pacientes < 15 afnos, teniendo una media entre
65 y 75 afios de edad, y la tasa mas baja de supervivencia de todas las
leucemias. En los Estados Unidos, 44270 nuevos casos de leucemia
fueron reportados en 2008, de los cuales 13290 fueron AML en 2007,

d*’. En México,

cerca de 9000 pacientes murieron de esta enfermeda
para el 2008 se reportaron 71074 defunciones a consecuencia de algun
tipo de cancer, de las cuales el 13 % corresponde a algun tipo de
leucemia’®,

El tratamiento para la AML incluye al menos un ciclo de
guimioterapia de induccion intensiva, seguido por un curso adicional de
terapia de consolidacion y mantenimiento. El tratamiento estandar en
los ultimos decenios comprende el uso de citarabina y daunorrubicina, si
bien otros regimenes de induccién, pueden incluir la alteracién de las
dosis de citarabina, la sustitucion de diferentes antraciclinas y el estudio

de adicion de otros agentes para mejorar la eficacia del tratamiento

estandar. Por su parte, el trasplante autdlogo y alogénico de células
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troncales, son procedimientos que se realizan soélo a pacientes
seleccionados. Comparando la supervivencia relativa de pacientes con
AML tratados entre 1973 y 2005, se ha mostrado que pacientes
menores de 60 afos han tenido una mejoria durante cada década,
mientras que en adultos mayores de 60 afios no se ha demostrado de
manera convincente una mejora en su supervivencia, siendo la
sobrevivencia a 5 afios inferior al 10 %. Asi, muchos nuevos agentes
para el tratamiento de la AML se han desarrollado recientemente y estan
actualmente en ensayos clinicos*® 3% 3, No obstante aln es
desconocido el impacto de estas nuevas terapias en la sobrevivencia de
pacientes con AML.

Entre las diferentes alternativas en investigacién, es conocido que
tanto extractos de plantas como principios activos extraidos de ellas,
representan una fuente de gran potencial en la busqueda de agentes

anti-leucemia®? 33 5% 35

por ejemplo, un alcaloide aislado de la planta
herbacea Catharanthus roseaus o vinca de Madagascar, se ha utilizado
en el tratamiento de linfoma de Hodgkin®® mientras que la capsaicina
aislada del chile, ha mostrado potencial como bloqueador del

crecimiento en cultivo de células leucémicas sin que se haya empleado

hasta el momento en el tratamiento de cancer®’.
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Capsaicinoides.

El chile (Capsicum spp) es uno de los primeros cultivos
domesticados en Mesoamérica por lo que ahora se ha convertido en un
ingrediente en la comida mexicana®®. México es el pais en el mundo con
la mayor variedad genética de Capsicum; comprende cerca de 27
especies, cinco de las cuales han sido domesticadas: C annum, C
baccatum, C chinense, C frutescens y C pubescens. Se ha propuesto que
estas especies, con su mas de 2000 cultivares, se derivaron a partir de
entre tres y cinco especies silvestres. Su riqueza genética se debe en
gran parte a la diversidad de climas y suelos, pero también a las
practicas tradicionales de cultivo que efectian los pequefios productores
utilizando semillas de los frutos seleccionados de las plantas nativas®®
60, 61, 62 | bs compuestos que brindan al chile sus propiedades irritantes
son los capsaicinoides un grupo de amidas acidas derivadas de la
vanillilamina, producidos en las glandulas de la placenta del chile sitio
donde se producen las semillas, siendo la capsaicina el mas abundante
de los capsaicinoides responsable de la pungencia®® % ®3, Las diferentes
especies de Capsicum pueden variar en grado de picor, lo que se
relaciona con su capacidad de acumular capsaicina. La importancia de
los capsaicinoides se debe a que ademdas de proporcionar el sabor

picante, son utilizados por la industria farmacéutica, de armas,
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tabacalera, cosmética, de pinturas entre otras como ingrediente activo
de diversos productos®® 7 68,

Uno de los principales efectos fisioldgicos de la capsaicina es como
agonista de los receptores TRPV1 (Receptor Vainilloide de Potencial
Transitorio, subfamilia 1), los cuales son canales catidnicos no
selectivos. El canal TRPV1 se expresa principalmente en el sistema
nervioso periférico, como el ganglio de la raiz dorsal, los ganglios
trigeminal toracico vagal y en fibras sensoriales. El canal TRPV1 también
puede encontrarse en el sistema nervioso central y en multiples tejidos
no neuronales, donde su funcién aun se desconoce®® 7°. La estructura
de este canal forma un homotetramero, donde las subunidades
presentan seis segmentos transmembranales y regiones amino (N-) y
carboxilo (C-) terminales intracelulares. El conjunto de los segmentos
(S5) y (S6) de cada subunidad, junto con el asa que los conecta, dan
lugar al poro o via de conduccion idnica. Este es un canal catidénico no

especifico que permite el paso de diferentes cationes monovalentes o

divalentes (Fig. 3)7% 72,
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Figura 3. Canal subunidad del canal; cada una subunidad se compone de seis segmentos
transmembranales (S1S2) y regiones amino-terminal (N) y carboxilo-terminal (C) intracelulares.
Los segmentos S5 y S6 y el asa que los conecta dan lugar al filtro de selectividad y al poro del
canal- La region N-terminal contiene seis dominios de unién a anquirina (cuadros). (B) El canal

funcional forma un tetramero compuesto de cuatro subunidades como las que se muestran en A)
73
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La activacion de estos receptores ocasiona la liberacién enddgena
de diversos agentes quimicos proinflamatorios como prostaglandinas,
bradicinina y ATP, los cuales resultan de la liberacion de diversos
neurotransmisores, induciendo dolor e inflamaciéon neurogénica por lo
que estos receptores juegan un papel muy importante en estados de
dolor neuropatico, inflamacién intestinal y otros desérdenes. Uno de los
muchos neurotransmisores involucrados en los impulsos del dolor es el
péptido conocido como sustancia P, en la actualidad se sabe que el
principal mecanismo por el cual la capsaicina ejerce un efecto analgésico
y antiinflamatorio después de un tratamiento prolongado es debido a la
deplecion de la sustancia P en las neuronas sensoriales ocasionando
desensibilizacién”% 75: 76,

Por otro lado, aunque es poco conocido el efecto de la capsaicina
en la proliferacidon y viabilidad de células hematopoyéticas, de manera
interesante se ha reportado que inhibe el crecimiento en cultivo de
células leucémicas humanas HL-60, U937, K562 y Jurkat, via induccién
de apoptosis, donde se ha sugerido puede ser selectiva dado que parece
afectar solo a células transformadas pero no asi a las células normales

del mismo linaje’” 78,

Estos resultados sugieren un posible uso
terapéutico, sin embargo debido a la pungencia caracteristica de la
capsaicina se ha limitado su uso, en este sentido y con la intencién de

explorar sus cualidades terapéuticas se han descrito compuestos
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vanilloides agonistas de los receptores de capsaicina pero sin el caracter
irritante de ésta’. Asi recientemente se describié la sintesis y
evaluacién farmacoldgica de dos analogos sintéticos de capsaicina
denominados Rinvanil y Fenilacetilrinvanil (FAR), de los cuales aun no se

tienen reportes de uso terapéutico®? 81,

Lineas Celulares.

Gran parte del conocimiento de la patogénesis de la leucemia, ha sido
gracias al empleo de modelos animales, como lo es el raton, esto es
dadas las semejanzas fisioldégicas, anatdmicas y gendmicas que
comparten con los humanos. Asi se han podido recrear diversos tipos de
patologias, siendo por tanto un modelo irremplazable para el estudio de

82,83 De manera analoga, el empleo de lineas

diversos padecimientos
celulares de ratén como modelo de estudio de la leucemia, y en
particular en el analisis de moléculas con fines terapéuticos es de vital
importancia dado que permite definir tanto el efecto biolégico como en
su caso, el mecanismo de accién de la molécula en estudio.

La linea celular leucémica 1774 de morfologia monoblastica
proviene de un sarcoma (tumor) macrofagico que fue generado en una

hembra de raton BALB/c en 1968 mediante la induccion de

plasmocitoma. Tienen la capacidad de formar tumores metastasicos;
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presentan receptores Fc e Ig, liberan al medio IL-1 y lisozima (LZM) 34

son inhibidas en presencia de LPS y sulfato dextran.

La linea celular de leucemia WEHI-3, fue originalmente establecida
a partir del cultivo sucesivo de un sarcoma mieloide de ratones
BALB/c®. Estas células expresan marcadores mieloides como CD11b,
CD32 (FcgRII), Thy-1, Mac-3, F4/80. Positivas para esterasa, lisosima y
5’-nucleotidasa pero negativas para peroxidasa y aminopeptidasa®®.
Expresan de manera constitutiva IL-3, cuerpos de Bauer y de manera
caracteristica, inducen leucemia cuando son inoculadas en ratones

BALB/c%.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han extraido de diversas plantas, compuestos con potencial
antileucémico. De entre ellos la capsaicina, el principio activo del chile,
inhibe el crecimiento en cultivo de lineas celulares leucémicas, donde se
ha sugerido, afecta solo a células transformadas pero no asi a células
hematopoyéticas normales. Estos elementos sugieren un posible uso
terapéutico, sin embargo debido a la pungencia caracteristica de la
capsaicina se ha limitado su uso. Por lo anterior, diversos grupos de
trabajo han desarrollado analogos sintéticos no irritantes pero agonistas
de los receptores de la capsaicina; sin embargo, aun se desconoce su
capacidad para inhibir la proliferacién de lineas leucémicas y células

hematopoyéticas normales.
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JUSTIFICACION

Pacientes con AML menores de 60 anos por lo general logran la
remision completa con quimioterapia estandar, pero soélo el 40 % de
ellos sobreviven a largo plazo libres de la enfermedad. En los adultos
mayores la eficacia es aun mas decepcionante, un 20 % mueren de
complicaciones durante la induccién, sélo 40 a 50 % logran una
remision completa y no mas del 10 a 20 % de ellos viven mas de tres 3
afios®®. Por lo anterior, sigue vigente la blsqueda de moléculas con
potencial antileucémico, de igual o mayor efectividad a las actualmente
en uso.

Se ha mostrado que la capsaicina, el principio activo responsable
de la pungencia del chile, inhibe la proliferacién de lineas leucémicas
pero no de células hematopoyéticas normales, sin embargo, debido a su
caracter altamente irritante no se utiliza con fines terapéuticos. Se sabe
que los compuestos carentes de pungencia Rinvanil y Fenilacetilrinvanil
son agonistas de los receptores de capsaicina pero hasta ahora, no se
ha evaluado su capacidad para inhibir la proliferacidon de lineas celulares
leucémicas. Si estos compuestos al igual que la capsaicina muestran
actividad antiproliferativa sobre células leucémicas pero no sobre células
hematopoyéticas normales, se abre la posibilidad de que puedan ser

explorados como potenciales antineoplasicos in vivo.
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HIPOTESIS

La capsaicina inhibe la proliferacion de lineas celulares leucémicas
humanas, por lo tanto se espera que las moléculas analogas Rinvanil y
Fenilacetilrinvanil también inhiban las lineas celulares leucémicas de

raton.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

la

Evaluar el efecto de la capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil en

proliferacion, viabilidad, citotoxicidad y apoptosis de las lineas

celulares leucémicas 1774, WEHI-3 y médula 6sea normal de raton.

OBJETIVOS PARTICULARES

*
L X4

Evaluar la proliferacion de las lineas celulares leucémicas 1774,
WEHI-3 y médula o6sea normal en presencia o ausencia de
Capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil, mediante la técnica de
cristal violeta.

Determinar la viabilidad de las células leucémicas 1774, WEHI-3 vy
médula ésea normal en presencia o ausencia de Capsaicina, Rinvanil
y Fenilacetilrinvanil, mediante la técnica MTT y exclusién al azul
tripano.

Determinar la induccidn de citotoxicidad en las células leucémicas
J774, WEHI-3 y médula 6sea normal en presencia o ausencia de

Capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil, mediante la técnica de SRB.
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% Evaluar la induccién de apoptosis en células leucémicas 1774 y WEHI-
3 en y médula 6sea normal en presencia o ausencia de Capsaicina,

Rinvanil y Fenilacetilrinvanil, mediante la fragmentacion de ADN.
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METODO

MOLECULAS DE ESTUDIO.

Los andlogos sintéticos de capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil,
proporcionados por el grupo de trabajo del Dr. Ignacio Regla Contreras
del laboratorio de Sintesis de Farmacos de la Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion Experimental Zaragoza, fueron disueltos en etanol y
posteriormente en solucidn estabilizadora de fosfatos (PBS) como
vehiculo. Como capsaicinoide control de la inhibicion de la proliferaciéon

celular, se empled capsaicina comercial (SIGMA ALDRICH).

LINEAS CELULARES y CELULAS MONONUCLEADAS

Las lineas celulares leucémicas de ratén 1774 y WEHI-3,
adquiridas de la American Type Collection Culture (ATCC) fueron
cultivadas en medio de cultivo Iscove’s Modified Dulbecco’s (IMDM)
(Gibco BRL NY, USA), suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(SFB), y mantenidas a una temperatura de 37 °C, en una atmosfera de
5 % de CO; y humedad saturante, con cambio de medio cada 48 h.

Por su parte, las células mononucleadas de ratén para cultivo, fueron
obtenidas de hembras CD-1 de 2 a 3 meses de edad. Brevemente,

después de sacrificio por dislocacién cervical se recuperaron los
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fémures, se obtuvieron las células totales por arrastre de medio de
cultivo y posteriormente, se separaron las células mononucleadas
mediante gradiente de densidad con Ficoll 1.077 g/mL (Microlab,
México).

Los cultivos se realizaron en placas de 96 pozos fondo plano (Corning
NY, USA), con una densidad inicial de 3x10* y 6x10% células/mL para
J774 y WEHI-3 respectivamente, mientras que para las células
mononucleadas se emplearon 1x10° células/mL y ademas se suplementd
el cultivo con 15 % de SFB y 5 % de suero equino (SE) mas 5 ng/mL de
interleucina 3 recombinante de ratéon (rmL-3) como factor de
crecimiento. Fueron cultivados durante 72 h o 120 h en el caso de las
células mononucleadas, con diferentes concentraciones (3, 6, 13, 25,
50, 100 pg/ml) de Capsaicina, Fenilacetilrinvanil y Rinvanil vy
posteriormente fue evaluada la proliferacion, citotoxicidad y viabilidad

como se describe a continuacion.
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Evaluacion de proliferacion celular.

El colorante cristal violeta, posee caracteristicas alcalinas, que le
permiten incorporarse a los nucleos celulares. El nimero nucleos tefidos
aumenta o disminuye conforme a la proliferacion celular se ve
estimulada o inhibida.

Se fijaron las células con glutaraldehido al 1.1 % durante 1 hora,
para posteriormente ser lavadas con agua destilada y secadas al aire.
Se adiciond 50 ul/pozo de cristal violeta (Apéndice A) al 0.1 % y luego,
se lavoé exhaustivamente con agua destilada para retirar el exceso de
colorante. Finalmente, se solubilizé con acido acético al 10 % dejando
en agitacién durante 20 minutos y se leyd la absorbancia a 570 nm en
un lector de placas Tecan (Spectra, Austria). La absorbancia se graficé

como porcentaje de proliferacidn celular con respecto al control®°,

Evaluacion de citotoxicidad.

El colorante SRB se adhiere a los aminoacidos de las proteinas
celulares y la valoracion colorimétrica da una estimaciéon de la masa
total de proteinas, las cuales estan relacionadas con el nUmero celular.

Los cultivos celulares se fijaron con 50 pl de acido tricloroacético
(ATC) frio con una concentracién de 5 % p/v y se dejé incubar por una

hora a 4°C, posteriormente la placa se lavé aproximadamente 5 veces
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con acido acético al 1 % para eliminar los restos de ATC. Se dejé secar
a temperatura ambiente y luego se adiciond 50 ul de SRB al 0.4 %
diluido en &cido acético al 1 %, dejando incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente. Concluido el tiempo, se retird el exceso de
colorante con acido acético al 1 % y finalmente se solubilizé con 50 l
de tris base a 10 mM (pH 10.5). La densidad Optica fue leida a 570 nm
en un lector de placas Tecan (Spectra, Austria) y se realizo una tabla
como porcentaje de proliferacién celular con respecto al control.
Adicionalmente, la concentracidn que redujo el 50 % de la proliferacion
celular (ICsp), fue calculada mediante regresion lineal y comprobada
experimentalmente para cada una de las moléculas por linea celular o

cultivo de células mononucleadas®®.
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Evaluacion de viabilidad celular.

La viabilidad se determino empleando la técnica de reduccién de una
sal de tetrazolio, en este caso 3-(4-5-dimetiltiazol-2-y-1)-5-(3-
carbimetoxifenil)-2-(sufafenil)-2H-tetrazolio (MTS), mediante la
actividad enzimatica succinato-deshidrogenasa mitocondrial de las
células vivas, mediante la aceptacion de H+, en donde la sal de
tetrazolio forma cristales azules de formacién insolubles en agua, pero
soluble sélo en disolventes organicos como el etanol, isopropanol,
dimetil sulféxido. La cantidad de formazan producido es directamente
proporcional a la absorbancia que presentan los cristales de formazan en
solucién. Se evalué la actividad metabdlica como parametro de
viabilidad empleando el kit CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell
Proliferation (MTT) Assay de Promega (Madison, USA), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se adicionaron 20 uL de CellTiter 96®
AQueous One Solution Reagent a la placa y se incubd durante una a
cuatro horas dentro de la incubadora. Posteriormente, se determind la
densidad o6ptica a 490 nm en un lector de placas TECAN (Spectra,

Austria) 91, 92, 93, 94.
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Evaluacion de viabilidad por exclusion al azul tripano.

El colorante azul tripano solamente es asimilado por las células cuando
ésta se encuentra deteriorada de la membrana, en cambio las células
gue no lo incorporan se consideran como células viables.

Se utilizd la dosis ICsg para analizar la viabilidad celular por exclusién al
azul tripano (Sigma, USA). Una muestra celular en proporcién 1:1 con
colorante se evalud por conteo directo en una camara de Neubauer,
expresandose el porcentaje de células vivas (refractantes) en oposicién
a las células muertas (tefiidas de azul) respecto al numero celular

total®!.

Morfologia celular

Se tomaron alicuotas de las células en suspensién y fueron aplicadas a
un portaobjetos mediante cytospin, para luego ser fijadas con metanol y
tefiidas con Giemsa, finalmente se observaron en el microscopio éptico
en el objetivo de 10X. Adicionalmente, se analizaron los cambios en la
morfologia de las células como fragmentacidon celular, aumento del
volumen celular, modificacion en la proporcion citoplasma-nucleo,
condensacion de la cromatina nuclear, fragmentacién nuclear con
membrana intacta y formacién de cuerpos apoptéticos; cambios

92

compatibles con el proceso de apoptosis Se tomaron imagenes

representativas en el microscopio optico en el objetivo de 100X.
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Fragmentacion de ADN

La deteccion de DNA degradado se realizé como se describe en Ramirez-
Ortega et al., 2006. Brevemente, 1x10° de células 1774 o WEHI-3,
fueron sometidas a dos buffer de lisis consecutivos de 1 % de NPO4, 20
nM de EDTA y 50 mM de Tris pH 7.9. Posteriormente, se afadid
dodecilsulfato de sodio (SDS) a una concentracién final de 1 % y 5 ug/ul
de RNAsa y luego se digirid con 2.5 ug/ml de proteinasa K durante 30
min a 37°C. El DNA se precipitd con acetato de amonio y etanol y se
recuperd por centrifugacién a 4°C y luego, el botdén se resuspendid en
10 mM de Tris, 1 mM de EDTA a pH 7.4 y se analizé la integridad del
DNA por electroforesis en gel de agarosa al 2% con 0.5 upg/ml de
bromuro de etidio. Las bandas de DNA se observaron con un
transiluminador UV  (FOTOdyne) y se fotografiaron geles

representativos.
Manejo de datos

A menos que se indique lo contrario, todos los experimentos se
realizaron al menos tres veces de manera independiente y por triplicado,
presentando el promedio y desviaciéon estandar. Para el analisis
estadistico se realizd una prueba de Levene para determinar que las
varianzas fuesen iguales y posteriormente una comparacién multiple de
medias. Se empleo la prueba de Dunnet cuando uno de los tratamientos

se considerd como control, comparando cada una de las otras medias de
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los tratamientos contra él; o en su caso de Tukey, cuando se comparéd
todos los pares de medias entre si. En ambos estadisticos se considero

la p<0.05 respecto al cultivo con solo vehiculo.
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RESULTADOS

Capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil inhiben Ila
proliferacion de las lineas celulares leucémicas 1774,
WEHI-3 y médula 6sea normal.

Los cultivos de células 1774, WEHI-3 o mononucleadas de médula dsea
normal estas Ultimas en presencia de rmIL-3 como factor de
crecimiento, se trataron con 3 a 100 pg/mL de capsaicina o molécula
analoga y el niumero celular fue evaluado por medio de la técnica de
tincion con cristal violeta (grafica 1 a 3). Para facilitar la comparacion
de la actividad bioldgica, se determind la concentracién requerida para
inducir un decremento del 50 % en la densidad celular (ICsg) de los
cultivos celulares (tabla 1).

Los resultados indican que la proliferaciéon de las células
hematopoyéticas sean estas leucémicas o normales, son sensibles a la
presencia de capsaicina y sus analogos sintéticos, siendo el efecto de las
tres moléculas dosis-dependiente, es decir, conforme se incrementa la
concentracion disminuye el nimero celular. Sin embargo, las curvas
dosis respuesta sugieren que las lineas celulares leucémicas son mas
sensibles al efecto antiproliferativo, respecto al cultivo primario de
células hematopoyéticas normales. Para corroborar que las moléculas

ejercieran un efecto antiproliferativo selectivo, los resultados fueron
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linealizados, los valores para la ICso calculados conforme a la ecuacién
de la linea recta y posteriormente se comprobaron experimentalmente.
Encontramos que para las lineas leucémicas las ICso de los analogos
sintéticos, son menores que las obtenidas para el cultivo primario de
células hematopoyéticas lo cual sugiere un efecto selectivo sobre la
proliferacion. Asi en capsaicina, los valores de ICso de menor a mayor
corresponden a J774, médula y WEHI-3, mientras que para
Fenilacetilrinvanil y Rinvanil, las células de menor a mayor sensibilidad
son: medula, WEHI-3 y ]774. De esta manera, las células leucémicas
son en promedio mas sensibles a Fenilacetilrinvanil que las células
normales de la médula dsea, mientras que en Rinvanil, 1774 y WEHI-3
son mas sensibles al efecto antiproliferativo que las células normales.

De manera notable, cuando comparamos el efecto de los analogos
respecto a capsaicina por linea celular, encontramos que en 1774,
Fenilacetilrinvanil y Rinvanil son 10 y 4 veces mas potentes inhibidores
que la molécula original, mientras que en WEHI-3 son mejores
inhibidores de la proliferacion que capsaicina. Por el contrario, en las
células normales, Capsaicina y Fenilacetilrinvanil son igualmente
efectivos como bloqueadores de la proliferacion pero, se requieren mas
Rinvanil para conseguir el mismo efecto bioldgico que Fenilacetilrinvanil

o la Capsaicina.
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Imagenes representativas de cultivos de células 1774, WEHI-3 o
mononucledas de medula dsea en ausencia o presencia de ICsy de
capsaicina y los analogos sintéticos, fueron fotografiadas con una
camara digital a un zoom de 10X. Las imagenes sugieren que estas
moléculas inducen un afecto negativo sobre la viabilidad (figura 4 a 6)
sin embargo, para corroborar esta apreciacion, se evalud la induccién de

citotoxicidad mediante la técnica de Sulforodamina-B (SRB).
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Grafica 1. Curva dosis respuesta de la proliferacion de las células 31774 en presencia de diferentes
concentraciones de capsaicina, Rinvanil o FARinvanil. Evaluado por cristal violeta, se expresa

como % respecto a 0 pg/m. La diferencia es significativa respecto a 0 ug/mL con p<0.05 en el
ANOVA dunnet.

WEHI-3

B Capsaicina M Rinvanil = FARinvanil
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Grafica 2. Curva dosis respuesta de la proliferacion de células WEHI-3, en presencia de diferentes
concentraciones de capsaicina, Rinvanil o FARinvanil. Evaluado por cristal violeta, se expresa
como % respecto a 0 pg/ml. La diferencia es significativa respecto al control con p<0.05 en el
ANOVA dunnet.
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Grafica 3. Curva dosis respuesta de la proliferacion de células mononucleadas de médula 6sea
con 5 ng/ml de rmIL-3 como factor de crecimiento, en presencia de diferentes concentraciones
de capsaicina, Rinvanil o FARinvanil. Evaluado por cristal violeta, se expresa como % respecto a 0
Hg/ml. La diferencia es significativa respecto a 0 pg/ml con p<0.05 en el ANOVA dunnet.

ICso DE CAPSAICINA Y SUS ANALOGOS SINTETICOS

J774 32 ug 3Hg 8 ug
WEHI-3 47 ug 4ug 50ug
Médula osea 50 g 50ug 80ug

Tabla 1. ICs, para la Capsaicina y sus analogos sintéticos sobre las lineas leucémicas 1774, WEHI-
3 y células normales de médula 6sea.
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CAPSAICINA

1774 WEHI-3 Médula Osea

Control Control Control

32 ug/ml IC50

47 ug/ml 1C50 50 ug/ml IC50

Figura 4. Imagen representativa de cultivos de células 31774, WEHI-3 y células normales de
médula 6sea en presencia de Capsaicina en dosis de ICso.

RINVANIL

1774 WEHI-3 Médula Osea

Control Control Control

8 ug/ml IC50 50 ug/ml IC50 80 ug/ml IC50

Figura 5. Imagen representativa de cultivos de células 31774, WEHI-3 y células normales de
médula 6sea en presencia del analogo sintético Rinvanil en dosis de ICs
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FARinvanil
1774 WEHI-3 Médula Osea
Control Control Control
3 ug/ml 1C50 4 ug/ml IC50 50 ug/ml IC50

Figura 6. Imagen representativa de cultivos de células 31774, WEHI-3 y células normales de
médula 6sea en presencia del analogo sintético Fenilacetilrinvanil en dosis de ICs,.
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Capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil son citotoxicos
sobre las células leucémicas 3774, WEHI-3 y médula
0sea normal.

Considerando la inhibicién de la proliferacién en los cultivos en presencia
de la Capsaicina y los andlogos sintéticos, se analizé si se afectaba la
viabilidad celular utilizando las ICsg y los resultados muestran que,
Fenilacetilrinvanil reduce la viabilidad de cultivos de 1774 y WEHI-3 al
27 % mientras que en médula 6sea es del 53 %. Por el contrario,
Rinvanil y capsaicina reducen la viabilidad de células normales al 43 %,
pero solo hasta el 54 % y 52 % en las células leucémicas 1774 y WEHI-
3 respectivamente (Tabla 2).

De manera similar a la proliferacion celular, Fenilacetilrinvanil tiene
mayor efecto negativo sobre la viabilidad de 1774 y WEHI-3 que el
analogo Rinvanil o el capsaicinoide original. En este sentido,
Fenilacetilrinvanil es mas potente que Rinvanil o capsaicina para reducir
la viabilidad de las células leucémicas tanto J774 como WEHI-3. Por el
contrario, este mismo analogo y la capsaicina son mejores inhibidores
de la viabilidad de células normales de médula ésea que el analogo

Fenilacetilrinvanil.

Unidad Multidisciplinaria de Investigacién Experimental Zaragoza Pag. 39



UNAM FES-Zaragoza Diaz Martinez Miriam Raquel

La disminucion de la proliferacién y viabilidad sugieren que la capsaicina
y sus analogos actuan de manera citotdxica sobre las células leucémicas
y normales de médula ésea, para verificar este efecto se empled la
evaluacibn de SRB y los resultados con ICsg, confirman que
Fenilacetilrinvanil es mas citotoxico sobre 1774 y WEHI-3 con un 46 % vy
35 % respectivamente que sobre la médula dsea cuya citotoxicidad es
apenas del 30 %. Por el contrario, Rinvanil parece ser mas citotoxico
sobre las lineas leucémicas que sobre las células normales,
considerando que en estas Uultimas el porcentaje de citotoxicidad es
apenas del 18 % pero del 26 y 30 % en J774 y WEHI-3
respectivamente.

Al comparar el efecto de los analogos sintéticos respecto al
capsaicinoide original encontramos que, Fenilacetilrinvanil es mas
citotdxico que Rinvanil y mas que la capsaicina sobre 1J774. Por el
contrario, estos mismos andlogos sintéticos son menos citotdxicos en
WEHI-3 que la molécula original, al menos en un 9 % y 4 %
respectivamente. De manera interesante, no se identifica efecto
citotéxico sobre las células de la médula ésea empleando capsaicina
pero si Rinvanil y Fenilacetilrinvanil en los que el porcentaje es del 18 y

30 % respectivamente (Tabla 3).
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PORCENTAJE DE VIABILIDAD
w74 WEHI-3  Méduladsea

IC50 % IC50 % IC50 %

viabilidad viabilidad viabilidad
CONTROL - 100 - 100 - 100
CAPSAICINA 32 52 47 52 50 45
RINVANIL 8 54 50 54 80 43
FARINVANIL 3 27 4 27 50 53

Tabla 2. IC5, de la proliferacion determinada experimentalmente y porcentaje de viabilidad de
células J774, WEHI-3 o mononucleadas de médula 6sea en presencia de Capsaicina, Rinvanil o
Fenilacetilrinvanil. Evaluado por exclusion al azul tripano (Se adicioné 5 ng/mL de rmIL-3 al
cultivo de médula ésea como factor de crecimiento).

PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD

ICso % ICso % ICso %
citotoxicidad citotoxicidad citotoxicidad
CONTROL - 0 - 0 - 0
CAPSAICINA 32 36 47 39 50 0
RINVANIL 8 26 50 30 80 18
FARINVANIL 3 46 4 35 50 30

Tabla 3. ICs, de la proliferacion determinada experimentalmente y porcentaje de citotoxicidad de
células J774, WEHI-3 o mononucleadas de médula 6sea en presencia de Capsaicina, Rinvanil o
FARinvanil. Evaluado por SRB. (Se adicioné 5 ng/ml de rmIL-3 al cultivo de médula 6sea como
factor de crecimiento).
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Capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil inducen a
muerte celular por apoptosis sobre las células
leucémicas J774, WEHI-3.

Para determinar si la capsaicina y sus analogos sintéticos inducian
muerte celular via apoptosis, analizamos algunas caracteristicas
morfoldgicas asociadas con células apoptdticas. Los cambios
morfologicos estimulados por la capsaicina y los analogos sintéticos
sobre las lineas leucémicas, muestran una disminucién del volumen
celular, condensacién de la cromatina y fragmentacion nuclear, dichos
cambios sugieren la formacién de cuerpos apoptdticos en estas lineas
(Fig. 7), por el contrario, las células normales de médula dsea tratadas
con la ICsp de las moléculas de estudio, no mostraron cambios
significativos en la morfologia celular respecto al vehiculo (Fig. 8).
Cuando analizamos el porcentaje de células positivas para cuerpos
apoptoticos (Tabla 4), observamos que la capsaicina y sus moléculas
inducen similar porcentaje de apoptosis, no existiendo diferencia
significativa entre tratamientos, mientras que en células normales, la
presencia de capsaicina, Fenilacetilrinvanil o Rinvanil no incrementaron
de manera significativa el nimero de células positivas para cuerpos
apoptoéticos.

Caracteristica de la apoptosis es la activacién de endonucleasas las

cuales culminan en la fragmentacion de DNA. Como muestran
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corrimientos electroforéticos representativos, la capsaicina y moléculas

analogas inducen un patron de fragmentacién internucleosomal del

DNA, consistente en fragmentos de 180 a 200 pb, tipico de células

apoptoticas (Fig. 9).
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MORFOLOGIA APOPTOTICA DE CELULAS J774 Y WEHI-3

Vehiculo FARinvanil Rinvanil Capsaicina

Figura 7. Morfologia apoptotica de células 3774 (a), WEHI-3 (b). Fueron cultivadas con una
densidad de 1x10° cel/mL, tratadas en presencia o ausencia de ICs, de Capsaicina y analogos
sintéticos durante un periodo de 24 horas. Culminado el tiempo se tomaron alicuotas de células
en suspension que fueron colocadas en portaobjetos mediante cytospin, para ser fijadas, teiidas
con Giemsa y observadas al microscopio.
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MORFOLOGIA DE CELULAS DE MEDULA OSEA NORMAL

(A)

Vehiculo

Rinvanil

Capsaicina

FARinvanil

Figura 8. Morfologia de las células de médula 6sea normal de raton. Fueron cultivadas en placas
de ultrabaja adherencia con una densidad de 1x10° cel/mL y tratadas en presencia o ausencia de
los valores de ICs, de Capsaicina y sus analogos sintéticos durante 120 horas. Pasado el tiempo,
se tomaron alicuotas de las células en suspension aplicadas mediante cytospin a portaobjetos, se

fijaron con metanol y se tifieron con Giemsa para observarse al microscopio.
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CELULAS POSITIVAS DE CUERPOS APOPTOTICOS

TRATAMIENTO CUERPOS APOPT()TICOS
Vehiculo ' 2 +1 0 5+ 3
Capsaicina *31 + 3 *¥17 £ 3 64
Rinvanil *30 £ 3 *¥15+ 2 72
Fenilacetilrinvanil *37 £ 2 *16 £ 2 6+4

TABLA 4. Células positivas para cuerpos apoptoéticos en diferentes lineas celulares leucémicas y
células mononucleadas de médula 6sea normal de ratén. Los resultados se presentan con un
nivel de significancia de + DE de tres experimentos independientes con tres repeticiones.
*Diferencia significativa con una P<0.05 con respecto al vehiculo (0 pg/mL) en ANOVA Dunnet.

FRAGMENTACION DE DNA EN LAS LINEAS LEUCEMICAS 1774 Y
WEHI-3

WEHI-3 1774

Fenilacetilrinvanil
b. Capsaicina

Q

C. Capsaicina
d. Fenilacetilrinvanil

Figura 9. Fragmentacion de DNA en las lineas leucémicas 3774 y WEHI-3. Las lineas celulares
J774 y WEHI-3 (1 x 10° cel/5 mL) fueron cultivadas en presencia o ausencia de los valores de
ICso de capsaicina y 12-FAR por 24 horas. Al cabo de este tiempo, se realizé la extraccion del DNA
y fue visualizado en un gel de agarosa bajo luz UV.
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DISCUSION.

Avances considerables se han hecho en los Ultimos 20 afos en el
pronostico y tratamiento de pacientes con AML sin embargo, para
pacientes de edad avanzada y mas jovenes con enfermedad recurrente
o refractaria primaria, hay una evidente necesidad de desarrollar
mejores estrategias, con nuevos medicamentos mas especificos y
activos?3.

A lo largo de la historia los productos naturales han sido una fuente de
compuestos con aplicacion en los campos de la medicina, farmacia y
biologia®*. Sin embargo, a pesar de su potencial para ser agentes
efectivos contra el cancer, los productos naturales a menudo enfrentan
importantes limitaciones terapéuticas, por ejemplo baja solubilidad en
liguidos  bioldogicos, propiedades farmacocinéticas indeseables,
neurotoxicidad en estudios con animales. Ejemplo de esta problematica
lo encontramos en forma hormonalmente activa de la vitamina D3
[1,25-dihydroxyvitamina D3, 1,25-(OH),D3], la cual tiene accidn
antiproliferativa y de diferenciacion, asi como de induccién de apoptosis
en una serie de lineas celulares de cancer in vitro. Sin embargo el
desarrollo de hipercalcemia tras su administracién, ha limitado
fuertemente la posible aplicacién terapéutica. De manera interesante, se

ha mostrado que analogos de esta molécula pueden ser de 50 a 200
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veces mas potentes que la original, en una serie de lineas celulares de
cancer y en modelos animales®®.

Lo anterior demuestra que molécula analogas de productos naturales,
pueden tener mejor actividad farmacolégica y propiedades
farmacocinéticas mas favorables, con reducidos efectos secundarios no
deseados respecto a los compuestos originales. En este trabajo, se
evalud la capacidad antiproliferativa de dos analogos sintéticos de la
capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil sobre células hematopoyéticas
leucémicas y normales. Se observd que los analogos sintéticos son mas
potentes que la capsaicina, siendo Fenilacetilrinvanil la molécula que
mayor efecto presentd a nivel de proliferacion, viabilidad e induccién de
citotoxicidad en dosis menores, sobre lineas celulares 1774 Y WEHI-3.

Es conocido que existen diversas caracteristicas para poder determinar
una molécula antineoplasica, teniendo como un punto importante la
induccion de apoptosis. En este sentido aunque Rinvanil vy
Fenilacetilrinvanil inducen a las células leucémicas a una muerte celular
via apoptosis, no encontramos cambios morfoldgicos que sugieran que
también lo hagan sobre células hematopoyéticas normales. Estos
resultados concuerdan con los reportado previamente donde se muestra
que la capsaicina, induce apoptosis sélo en células tumorales””,

Las células J774 y WEHI-3 aldn cuando se trata de células leucémicas,

57, 78, 96

para las que se ha demostrado su malignidad in vivo expresan
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algunas caracteristicas de células monociticas maduras, por ejemplo
Mac-1, F4/80°%7, receptores Fc%8, e incluso capacidad fagocitica sobre
particulas de latex opsonizadas con suero. El hecho de que células con
caracteristicas macrofagicas sean mas sensibles que las primitivas
normales de médula 6sea, al efecto de la capsaicina y sus analogos,
podria estar relacionado con el nivel de expresién de los receptores
TRPV1.

En este sentido, se ha mostrado que células dendriticas (DC) de ratén,
pueden expresan el receptor de la capsaicina®®, asi se ha sugerido que
la presencia de dicho receptor podria dotar a las células presentadoras
de antigenos, de un mecanismo especialmente sensible para la
integracion de los estimulos inflamatorios y la sefializacion de su
maduracion®®. Considerando que células monociticas y dendriticas
comparten un origen comin dentro de la cascada hematopoyética'®! no
carece de sentido pensar que las células J774 y WEHI-3 pero no las
mononucleadas normales de médula dsea, tengan una mayor expresién
de TRPV1 lo cual las haga mas sensibles a la presencia de los
capsaicinoides. Sin embargo, algunos autores como O "connel et al 2005
no apoyan la idea de que las DC expresen canales TRPV-1, al no
encontrar mMRNA en DC generadas en cultivo a partir de células de
médula désea, o aisladas de esplenocitos de ratdon, pero mas importante

aun estas células no fueron responsivas a la presencia de la capsaicina.
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Por lo anterior seria interesante, analizar si las células hematopoyéticas
expresan o no TRPV1 y en su caso si la transformacion maligna de las
células leucémicas 1774 y WEHI-3 afecta dicha expresidn.

Finalmente es interesante que Fenilacetilrinvanil fuese la molécula que
presentd mayor efecto bioldgico sobre las lineas leucémicas,
considerando que carece de la pungencia caracteristica de la capsaicina.
Este hecho sugiere que podria tener un importante papel como
alternativa para la terapia contra problemas hemato-oncologicos, sobre
todo considerando que la utilidad de un compuesto potencial contra el
cancer no sélo depende de su citotoxicidad en las células malignas, sino
también en la relativa falta de toxicidad para los tejidos normales'®? y
como mostramos aqui, la dosis requerida de Fenilacetilrinvanil para
inducir apoptosis sobre células leucémicas es irrelevante para las células

hematopoyéticas normales.
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CONCLUSIONES

> Capsaicina, Rinvanil y Fenilacetilrinvanil, inhiben la proliferacién y
son citotoxicos sobre células leucémicas 1774, WEHI-3 vy

mononucleadas normales de médula 6sea de raton.

> Rinvanil y Fenilacetilrinvanil son mas citotéxicos que la capsaicina.

> Rinvanil y Fenilacetilrinvanil inducen la formacién de cuerpos
apoptéticos y fragmentacion del DNA en células leucémicas 1774 y

WEHI-3 pero no en médula ésea normal.

> Capsaicina y Fenilacetilrinvanil inducen fragmentacién del DNA en

células leucémicas 1774 y WEHI-3.
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APENDICE A

1-. Preparacion de Medio Iscove 's Modified Dulbecco s (IMDM)
Preparacion en 1L de agua-milliQ

> Iscove’s 17.7g (un sobre aproximadamente)

» Penicilina 0.031g

» NaHCOs; 3.024g

> PH 6.9-7

Esta solucion se esteriliza por medio de una membrana (Millipore) con

un didmetro de 0.22 pm. Conservar en refrigeracién a 4°C.
2-. Inactivacion del suero fetal bovino (SFB).

El suero fetal bovino SFB (Gibco BRL, USA) congelado se coloca a
temperatura ambiente para su descongelacion, posteriormente se pasa
a un bafio de agua a 56° durante 30 minutos, con el propdsito de
inactivar proteinas del completo. Posteriormente se separa en alicuotas,

para su mejor manipulacién, conservandose a 4°C.
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3-. Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS).
Esta solucion de sales de fosfatos proporcionan la capacidad

estabilizadora a esta solucidén y se compone de:

» Cloruro de magnesio (MgCl,) (Sigma, chem, USA) 0.10g
» Cloruro de calcio (CaCly) (Sigma, Chem, USA) 0.10g
» Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma, Chem, USA) 8.00g
» Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA) 0.20g
> Fosfato monoacido de sodio (Na,HPO4) (Sigma, Chem,USA) 2.169g
> Fosfato diacido de potasio (KH,PO4) (Sigma, Chem, USA) 0.20g

El cloruro de magnesio y cloruro de calcio se disuelven en 100 ml de
agua bidestilada. Las sales restantes, por separado se disuelven en 800
ml de agua bidestilada y después se mezclan ambas soluciones. Se
ajusta el PH de 7.2 a 7.5 utilizando acido clorhidrico 8N (Sigma, Chem,
USA) y se afora a un volumen final de 1000 ml. Esta solucién se
esteriliza por autoclave, la solucion se almacena a una temperatura de

4°C.
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4.- Interleucina-3 recombinante murina (rmIL-3)

Se pesan 10mg de Alb y se disuelven en 10 mL de PBS. Posteriormente
la solucion se filtra mediante una membrana con un tamafio de poro
0.22um, didametro 25mm. Seguido se toman 100 pl de interleucina y se
diluyen en los 10 mL de la solucion filtrada. Después se toman alicuotas

de 1mL en eppendorf estériles, por ultimo se refrigeran a -20°C.
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APENDICE B

1-.Preparacion del glutaraldehido al 1%

A 1.47 mL de glutaraldehido se agrega 98.43 mL de agua destilada

(agua Milli-Q). Se conserva a temperatura ambiente.

2.-Preparacion de la solucion de cristal violeta

Se prepara al 1% en una solucion amortiguadora de acido féormico 200
Mm a pH 6 que se prepara al disolver 3.96g de NaOH a 4.28 mL de
acido férmico. Una vez preparada esta solucién se adiciona 1g de cristal
violeta y se afora a 500 mL con agua destilada (agua Milli-Q).
Finalmente la solucién se filtra usando papel Whatman # 2 y para

almacenar a temperatura ambiente.
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