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RESUMEN

Introduccién. EI DNA libre de célula (exDNA) circula por el torrente sanguineo de
pacientes con cancer e induce transformacion celular y progresion tumoral in vivo. Basado
en esto se ha hipotetizado que la eliminacion del exDNA con DNasa | y una mezcla de
proteasas podria tener efectos antitumorales.

Objetivo General. El objetivo del estudio fue demostrar que la DNasa | y una mezcla de
proteasas (papaina, tripsina y quimiotripsina) pueden degradar al exDNA y proteinas del
suero de individuos sanos, pacientes con cancer y suero de ratas Wistar tratadas con las
enzimas por via intfravenosa. Ademas se evaluo el efecto antitumoral de la administracion
sistémica de la mezcla de proteasas (intraperitoneal) y DNasa | (intramuscular) en ratones
inmunodeficientes con tumores provenientes de la linea celular de cancer de colon
humano SW480.

Resultados. EI DNA de suero de pacientes con cancer e individuos sanos es degradado
in vitro por la combinacion de DNasa | y proteasas, pero no por ninguna de las enzimas
por separado. La administracion intravenosa de las enzimas llevé a una disminucion
importante en proteinas de suero y exDNA en las ratas. En los ratones inmunodeficientes
tratados solamente con DNasa | o la mezcla proteasas, no se observd un efecto
antitumoral y el desarrollo tumoral fue muy semejante al grupo control; mientras que los
animales que recibieron ambas enzimas mostraron una inhibiciéon tumoral notable, ya que
un 40% de los animales presentaron una respuesta patolégica completa.

Conclusion. Los resultados de estos estudios demuestran que la administracion
sistémica de DNasa | y una mezcla de proteasas que contiene, tripsina y quimiotripsina en
ratas, disminuye los niveles de exDNA vy proteinas del suero tanto in vitro como in vivo;
ademas, este tratamiento tiene un efecto antitumoral en ratones inmunodeficientes
inoculados con una linea de carcinoma de colon humano. Nuestros resultados apoyan la
hipétesis de que el exDNA tiene un rol en la progresién tumoral que puede abatirse si se
éste se elimina de la circulacion.



TABLA DE ABREVIATURAS

DMH 1,2 dimetilhidracina

DNA Acido desoxiribonucléico

IFN-y Interferon gama

IL-6 Interleucina 6

MMP Metaloproteinasa

P Papaina

Q Quimiotripsina

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio

TAN Neutroéfilos asociados al tumor

TME Microambiente tumoral

o-1-AT Alfa 1 anti-tripsina

N |



INTRODUCCION

Generalidades del Cancer

Tumor o neoplasia es el nombre que se le da al grupo de alteraciones en las que hay un
crecimiento anormal de las células, produciendo un aumento en el volumen de los tejidos.
Las neoplasias, segun su desarrollo, son divididas en dos grupos: benignas y malignas.
Las neoplasias malignas agrupan a un conjunto de mas de 100 enfermedades, las cuales
se caracterizan por el crecimiento rapido y diseminacion descontrolada de un grupo de
células. Toda neoplasia maligna, es conocida como cancer (Fernandez et al. 2011). El
tumor maligno puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo, invadiendo y destruyendo al
tejido circundante. Si éste no es diagnosticado a tiempo, las células cancerosas pueden
diseminarse a otras partes del cuerpo, a través del torrente sanguineo y/o el sistema
linfatico, colonizando otros nichos, en un proceso denominado metastasis, o que con
frecuencia conlleva a la muerte del paciente (National Cancer Institute 2009; American
Cancer Society 2015e; World Healt Organization 2015).

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial; en
2012 se le atribuyeron 8.2 millones de muertes, se diagnosticaron 14.1 millones de
nuevos casos Yy en la actualidad 32.6 millones de personas lo padecen. En 2012 los tipos
de cancer diagnosticados con mas frecuencia fueron mama, préstata, pulmon, colon y
cervico-uterino, mientras que los que causaron un mayor numero de decesos
correspondieron a cancer de pulmén, mama, higado, préstata y colon (World Healt
Organization 2012). Se prevé que el numero de nuevos casos aumentara
aproximadamente 70% en los proximos 20 afos, pasando de los 14 millones en 2012 a
22 millones en las proximas dos décadas (Figura 1) (World Healt Organization 2014b).

En México, el cancer es un padecimiento de alta incidencia; los tumores malignos son la
tercera causa de defunciones a nivel nacional, después de la diabetes y de las
enfermedades hipertensivas, afectando al 16% de la poblacion con una tasa de
mortalidad de 90 muertes por cada 100 mil habitantes (World Healt Organization 2014a).
De acuerdo con las estadisticas de mortalidad del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), el numero absoluto de defunciones por cancer se incrementd de
64,333 en 2004 a 78,582 muertes en 2013, lo que representa un aumento de casi el 20%,
(Figura 2) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia 2013). De acuerdo con la
informacion de la Secretaria de Salud, se considera a la morbilidad y a la mortalidad por
cancer como un problema de salud publica desde 1990. En la actualidad 32.6 millones de
personas lo padecen y cada afo se diagnostican nuevos casos, razon por la cual .en
2012 se destind una cantidad importante de recursos a su tratamiento e investigacion
(Fernandez et al. 2011).
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Figura 1. Casos de cancer; Panorama internacional 2000-2020 (Fernandez CS, Leén AG,
Herrera TM, Salazar SE, Sanchez DM, Alcala OR et al. 2011).
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Terapias Estandar

El cancer por ser una enfermedad compleja y heterogénea, demanda medidas
diagnésticas, pronosticas y terapéuticas que demuestren calidad, seguridad y eficacia.
De ahi es que la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia han emergido como los
tratamientos estandar del cancer.

Cirugia
La cirugia se utiliza para tumores sélidos que estan contenidos en un sitio determinado
(tumores localizados). Los fines de una cirugia pueden ser para extirpar la masa tumoral,

reducir el tamafno (cuando existe riesgo de dafio a un érgano si se extirpa por completo) o
bien para aliviar el dolor o presién que causa el crecimiento del mismo.

Algunos tipos de cirugia comprenden:

& Cirugia laser: El laser es utilizado en lugar de bisturi para cortar tejido.

& Criocirugia: Usa spray de nitrogeno liquido a través de una sonda, enfriando lo
suficiente para congelar y matar tejidos anormales.

& Electrocirugia: Se utiliza una corriente de alta frecuencia para destruir tejido.

& Ablacion con radiofrecuencia (RFA): Ondas de radio de alta energia son enviadas a
través de una aguja para calentarla y destruir al tejido.

& Cirugia micrografica: también conocida como cirugia de Mohs se usa para remover
ciertos tipos de cancer de piel mediante la remociéon de una capa muy delgada de
ésta. Esta cirugia se utiliza cuando se desconoce la extension del cancer o cuando se
busca danar la menor cantidad de tejido sano posible, como en el cancer de ojo.

& Cirugia laparoscopica: Se realiza utilizando un laparoscopio. Todo el procedimiento
se realiza a través de pequenos orificios y usando instrumental especializado.

Cabe mencionar que este tipo de tratamiento es exitoso para tumores bien delimitados,
por lo que su uso en un cancer que se ha extendido, es limitado y su uso en leucemias
queda descartado (American Cancer Society 2015a; National Cancer Institute 2015c).

Radioterapia

Asi como la cirugia, la radioterapia se usa principalmente para tumores localizados. La
radiacion produce rompimientos en el DNA de las células cancerosas, imposibilitando su
crecimiento y divisién celular. Mas de la mitad de las personas con cancer son tratadas
con radiacién en algun punto. Puede usarse sola o junto con cirugia y quimioterapia. La
radioterapia se da de tres formas, en todas se dirigen rayos de alta energia al tumor para
que éste sea destruido:



& Radiacién externa: A través de una maquina que dirige la radiacion hacia el tumor y
tejido circundante.

& Radiacion interna: También llamada braquiterapia, usa un implante como fuente de
radiacién, el cual es colocado dentro del cuerpo cerca del tejido canceroso.

& Radiacion sistémica: Se emplean farmacos radioactivos, denominados
radiofarmacos, los cuales se encuentran unidos a anticuerpos monoclonales que los
dirigen a las células cancerosas. Estos farmacos pueden ser administrados via
intravenosa u oral.

A pesar de que este tratamiento tendra un efecto deletéreo sobre la mayoria de las
células cancerosas, los efectos secundarios pueden llegar a ser abrumadores e inclusive
peligrosos. Algunos de los efectos secundarios a corto plazo son fatiga, problemas de piel
(rubor, irritacion, hinchazén, aparicion de ampollas), pérdida de cabello, linfoedema,
cambio en los valores del conteo sanguineo y problemas alimenticios. Estos efectos
suelen presentarse durante los tratamientos y la mayoria desaparecen con el tiempo; sin
embargo, algunos padecimientos podrian durar o aparecer hasta anos después. Debido a
que la radiacion no solo afecta a las células cancerosas, el funcionamiento de algunos
organos en el area radiada puede verse disminuida. Asimismo, existe el riesgo de
desarrollar un segundo cancer en el futuro, resultado del dafio al tejido normal (American
Cancer Society 2015c; National Cancer Institute 2015b).

Quimioterapia citotoxica

Se refiere a la terapia que mediante el uso de farmacos elimina a las células cancerosas.
Estos farmacos circulan en el torrente sanguineo y actian directamente sobre células que
se dividen rapidamente, deteniendo su capacidad de crecer y dividirse. Debido a que los
tumores contienen células con una alta tasa de proliferacién, esta caracteristica es el
principal blanco de la terapia. Este tipo de tratamiento, en comparacién con la cirugia y la
radioterapia, actia en todo el cuerpo, dafiando células tumorales que se encuentran en
una locacion distinta a la del tumor primario. El objetivo principal de la quimioterapia
consiste en eliminar a las células cancerosas e impedir su recurrencia. Sin embargo, en
ocasiones en las cuales no es posible eliminar el cancer, la quimioterapia puede usarse
para retardar su crecimiento o para reducir los sintomas. Mas de 100 medicamentos se
conocen y éstos pueden usarse en distintas combinaciones para alcanzar a un mayor
grupo de células, reduciendo la posibilidad de que el cancer se vuelva resistente a alguno
de los farmacos. Asimismo, ésta puede emplearse junto con cirugia y radioterapia para
mejorar el pronéstico del paciente.

Los quimio-farmacos pueden clasificarse en:

4 Agentes alquilantes: Dafian directamente el DNA, afiadiendo un grupo alquilo a la
guanina, lo que detiene la division celular de las células cancerosas. Ejemplos:
carboplatino, cisplatino, temozolomida.



Antimetabolitos: Interfieren con la produccion de los acidos nucléicos (DNA y RNA),
suelen ser moléculas similares a las purinas y pirimidinas. Ejemplos: 5-fluorouracilo
(5-FU), metotrexato, capecitabina.

Antibidticos: Tienen diferentes efectos, pueden romper DNA y disminuir o detener la
tasa de produccion de DNA. Ejemplo: daunorubicina, doxorrubicina, actinomicina D,
bleomicina.

Inhibidores de la topoisomerasa: Tienen como blanco a las enzimas del mismo
nombre, interfiriendo asi con la separacion de las hebras de DNA al momento de la
duplicacion, deteniendo la mitosis, por lo que ejercen su accion durante la fase M del
ciclo celular. Ejemplos: topotecan, irinotecan, etoposido, teniposido.

Inhibidores de mitosis: Suelen ser alcaloides u otros compuestos derivados de
productos naturales. Trabajan deteniendo la mitosis en la fase M del ciclo celular,
pero pueden dafar a las células interfiriendo con las enzimas involucradas en la
produccién de proteinas. Ejemplo: paclitaxel, ixabepilon, vinblastine.

Desafortunadamente el uso continuo de estos medicamentos tiene varias desventajas,
entre las que destacan:

1)

2)

Resistencia. Ocurre cuando las células cancerosas que habian respondido de
manera positiva a una terapia, comienzan a crecer de nuevo. Es decir, las células
adquieren la capacidad de resistir los efectos de la quimioterapia. Esto puede suceder
porque algunas de las células que no mueren durante el tratamiento, adquieren
mutaciones que les confieren resistencia. Si un cancer se vuelve resistente a un
farmaco o grupo de farmacos, es muy posible que sea resistente a otros
medicamentos.

Toxicidad. Estos farmacos van dirigidos hacia las células cancerosas que crecen y
se dividen mas rapidamente que las células normales sin embargo, este tratamiento
no afecta Unicamente a células cancerosas. En el cuerpo hay células sanas que de
manera normal presentan una alta tasa de proliferacion, por lo que el tratamiento
puede dafarlas irreversiblemente. Ejemplo de éstas son las células de la médula
Osea, tracto digestivo y de la piel. Como consecuencia, los efectos toxicos mas
comunes incluyen mielosupresion (disminucion en la producciéon de células
sanguineas, lo que conlleva a inmunosupresion), mucisitis (inflamacién del
revestimiento del tracto digestivo), alopecia (pérdida de cabello), entre muchos otros
efectos (American Cancer Society 2015b; National Cancer Institute 2015a).

Terapia Dirigida

Debido a que en la actualidad contamos con conocimiento mas amplio sobre el origen y
desarrollo del cancer, ahora es posible diferenciar a nivel molecular entre células sanas y
células cancerosas. Usualmente estas diferencias tienen que ver con la maquinaria
celular y pueden ser utilizadas como blancos farmacolégicos. El conjunto de tratamientos
que utiliza este principio, ha sido denominado Terapia Dirigida. Estos medicamentos
pertenecen al grupo de los quimiofarmacos, sin embargo, no trabajan de la misma
manera. La terapia dirigida bloquea el crecimiento de células cancerosas interfiriendo con



moléculas especificas necesarias para la carcinogénesis y el crecimiento del tumor, en
lugar de simplemente interferir con todas las células que se dividen rapidamente.

Segun su naturaleza se pueden dividir en varios grupos:

& Anticuerpos: Como su nombre lo indica, utilizan anticuerpos monoclonales (mAb) que
se unen especificamente a moléculas de la superficie de las células cancerosas o0 a
proteinas. Ejemplo: rituximab, trastuzumab, cetuximab.

& Hormonas: Comprenden a las hormonas y medicamentos similares a ellas,
disminuyen el crecimiento del tumor y la posibilidad de que regrese el cancer.
Ejemplo: tamoxifen, leuprolide, prednisone.

& Moléculas pequefias: Son compuestos de bajo peso molecular, por lo que pueden
atravesar la membrana celular y actuar contra blancos intracelulares. Estas moléculas
pueden presentar diferentes actividades como la inhibicién de las cinasas de tirosina
(imatinib, dasatinib, gefitinib) o a las cinasas de serinal/treonina (temsirolimus,
everolimus, trametinib).

A pesar de que estos farmacos van dirigidos a blancos moleculares especificos que son
comunes en células cancerosas, éstos también pueden encontrarse en células sanas. Por
su mecanismo de accion, los medicamentos tienden a presentar efectos secundarios
diferentes al tratamiento citotdxico, los cuales dependen del medicamento administrado.
Entre los mas comunes se encuentran la diarrea y problemas en el higado. Otros podrian
incluir problemas en la cascada de coagulacién y cicatrizacién de heridas, presién alta,
fatiga, llagas en la boca, cambio en las ufas, pérdida de color de cabello, problemas de
piel (salpullidos y piel seca). La mayoria de los efectos secundarios desaparecen cuando
el tratamiento termina (Lackner, Wilson, and Settleman 2012; National Cancer Institute
2014; American Cancer Society 2015d).

Para concluir esta seccién, es importante resaltar que aunque las terapias actuales han
demostrado ser eficientes en ciertos tipos de cancer y etapas clinicas, hay ciertos tipos de
tumores malignos, basicamente los sélidos, que cuando son tratados con cirugia, a largo
plazo tienen un pobre prondstico y cuando se les somete a quimioterapia o radioterapia
convencional, ésta sélo ofrece posibilidades limitadas para asegurar la restriccion de
recurrencia local o a distancia (metastasis) del tumor primario. De igual manera, la
duracién de los beneficios observados en las terapias dirigidas suele ser invariablemente
corta debido a la adquisicion rapida de resistencia a este tipo de drogas. Asimismo, el
desarrollo de farmacos contra alteraciones moleculares en los tumores ha sido dificil y en
general este acercamiento ha producido una mejora muy modesta en la sobrevivencia en
comparacion con las terapias tradicionales (Seruga et al. 2010; Vera-Badillo et al. 2013).
Por ello, aunque esta claro que el desarrollo de terapias dirigidas debe de continuar, se
necesitan nuevos paradigmas en el tratamiento de cancer que guien el disefio de
farmacos, con el fin de optimizar las bases de los tratamientos para el cancer y asi
asegurar el éxito en la erradicacion de esta enfermedad (American Cancer Society 2015b;
National Cancer Institute 2015a).



Microambiente Tumoral (TME)

La célula cancerosa ha sido el dogma de la investigacién del cancer. Durante mas de
cuatro décadas se ha buscado entender a los oncogenes dominantes y genes supresores
de tumores cuya activacion, sobre-expresion o pérdida de funcién confiere propiedades
aberrantes a las células, promoviendo su transformacion a células cancerosas. Esta idea
fue enunciada por primera vez en 1914 por Theodor Boveri en su libro titulado “El origen
de los tumores malignos” el cual menciona que “el problema de los tumores es un
problema de célula” y que el cancer se da y permanece por “ciertos cambios permanentes
en la cromatina” que “sin necesidad de estimulos externos, obliga a la célula a dividirse de
nuevo” (Boveri 1929). Esta teoria asume que los cambios moleculares en el DNA de la
célula fundadora haran que ésta sea incapaz de controlar su proliferacién y que después
de una seleccion rigurosa, dara lugar a un tumor maligno con ciertas caracteristicas que
incluyen la autosuficiencia de sefiales proliferativas, insensibilidad a supresores de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, potencial replicativo ilimitado, inducciéon de
angiogénesis y la capacidad de invadir otros tejidos y generar metastasis (Hanahan and
Weinberg 2000, 2011).

El desarrollo de farmacos también consideré a las células cancerosas como el blanco de
las terapias. De ahi surgieron los tratamientos estandar: cirugia, radioterapia y
quimioterapia. Sin embargo, es bien sabido que estas terapias tienen limitaciones: una
respuesta inicial del paciente al tratamiento es habitualmente seguida de la progresién de
la enfermedad que, acompafada por una disminucion de opciones terapéuticas, conlleva
finalmente al fallo del tratamiento y muerte por metastasis recurrente (Roché and Vahdat
2011). El panorama de los nuevos farmacos no es mas prometedor, ya que en su mayoria
no han mostrado una mejoria substancial en la prolongacion del tiempo de vida y calidad
de la misma (Seruga et al. 2010; Vera-Badillo et al. 2013), lo que sugiere que desarrollar
farmacos o terapias basadas unicamente en la eliminacion de las células tumorales podria
ser una direccion equivoca.

Recientemente se ha comenzado a estudiar como las células cancerosas crecen y
desarrollan metastasis bajo la influencia de otras células. El cancer no es solo una masa
de células malignas, sino un 6rgano complejo en el que otras células son reclutadas y
corrompidas. Las interacciones entre células malignas y normales crean el microambiente
tumoral (TME) (Balkwill, Capasso, and Hagemann 2012). Ahora se sabe que las células
no malignas del TME tienen una funcion dinamica y muchas veces pro-tumoral en todas
las etapas de la carcinogénesis que inclusive influye en la eficiencia de las terapias
(Klemm and Joyce 2015). Esta aproximacion ha dado explicacion a varias observaciones
clinicas como la regresion espontanea de neuroblastomas y tumores hormono-sensibles,
la normalizacion de neoplasias mediante la regulacién de la arquitectura del tejido, la
carcinogénesis causada por cuerpos extrafios y neoplasias epiteliales por la alteracion del
estroma, fendmenos que no habian podido ser explicadas desde el pensamiento
“citocéntrico” (Soto and Sonnenschein 2011).



Los principales tipos de células no malignas del TME son células del sistema inmune
(Linfocitos T y B, células NK y NKT, células dendriticas, Macrofagos y Neutréfilos
asociados al tumor y células supresoras de origen mieloide), fibroblastos, pericitos,
adipocitos, la vasculatura y los vasos linfaticos del tumor (Balkwill et al. 2012). Asi pues la
comunicacion intercelular es dirigida por una compleja y dinamica red de citocinas,
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Figura 3. Influencia del microambiente tumoral en (A) prevencion del crecimiento tumoral,
(B) establecimiento del nicho primario y (C) colonizacién de sitios secundarios
(metastasis). Ag, antigeno; BM, médula 6sea; CAFs, fibrolastos asociados al cancer; ECM, matriz
extracelular; EMT, transicién epitelio mesenquima; EndMT, transicion endotelio mesénquima; HPC, células
progenitoras hematopoyéticas; MDSC, células supresoras de origen mieloide; MET, transicidon mesénguima
epitelio; MMPs, metaloproteinasas; MSC, células troncales mesenquimales; TAMs, macréfagos asociados
al tumor.(Tomado y modificado de Quail and Joyce 2013).
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quimiocinas, factores de crecimiento, enzimas inflamatorias y remodeladoras de la matriz
celular en un fondo de perturbaciones mayores a las propiedades fisicas y quimicas del
tejido (Balkwill et al. 2012).

Las células del TME suelen prevenir el crecimiento del tumor sin embargo, mediante
mecanismos que todavia no son completamente entendidos, pueden llegar a corromperse
y favorecer el establecimiento del nicho primario mediante la inhibicién del sistema
inmune, regulacion de la disposicion de factores de crecimiento y produccion de novo de
vasos sanguineos. También se sabe que dichas células pueden favorecer la colonizacion
de sitios secundarios y subsecuente formacion de metastasis promoviendo la transicion
epitelio mesénquima, sobrevivencia en circulacion y facilitando la extravasacion (Quail
and Joyce 2013) (Figura 3).

Asi como el TME es capaz de favorecer la progresién tumoral, muchos estudios han
demostrado que el microambiente también es capaz de normalizar a las células tumorales
sugiriendo que la reprogramacion de las células estromales, en lugar de la ablacion de
células cancerosas, podria ser una estrategia efectiva (Quail and Joyce 2013). Asi pues,
elegir como blanco algunos aspectos del TME podria permitir alcanzar un “punto de
inflexion” donde el sistema promotor de tumor y supresor del sistema inmune del TME sea
desarmado y reprogramado, el suministro cadtico de sangre normalizado y las células
malignas eliminadas (Balkwill et al. 2012).

Acido desoxirribonucléico extracelular (exDNA)

Se ha propuesto que uno de componentes del TME que podria afectar el desarrollo del
tumor es el DNA extracelular (exDNA) (Hawes, Wen, and Elquza 2015). Se le conoce
como DNA libre de célula o circulante al DNA que no se encuentra confinado dentro de
una célula y que puede encontrarse en fluidos corporales como la sangre, esputo, saliva,
orina, entre otros, o bien en el espacio intersticial cercano a las células. Ahora se sabe
que este DNA se encuentra de manera regular en el torrente sanguineo tanto en personas
sanas como en una gran variedad de patologias como lo son lupus eritematoso, artritis
reumatoide y cancer entre otros (Davis et al. 1999; Wen et al. 2013; Trejo-Becerril 2014).

A pesar de que se conocia de la presencia de DNA en plasma de humanos desde
mediados del siglo pasado (Mandel and Metais 1948), la mayoria de la comunidad
cientifica pensé que este DNA era solo un deshecho producto de necrosis o apoptosis
celular. Tuvieron que pasar casi 30 anos para que este paradigma comenzase a cambiar.

El trabajo pionero de Leon y colaboradores demostré que en pacientes con cancer hay
una mayor concentracién de DNA en circulacién. Asimismo notaron que la disminucion de
éste generalmente correlacionaba con una mejoria en el paciente (disminucion del
tamano tumoral y/o reduccién de dolor) y por el contrario, la ausencia de respuesta al

11



tratamiento correspondia a sujetos con concentraciones de exDNA sin cambio o en
aumento durante el tratamiento (Leon et al. 1977).

Diecisiete afios después y de manera simultanea, dos grupos encontraron en sangre de
pacientes con leucemia y cancer pancreatico secuencias mutadas de RAS. Dado que los
tumores de estos pacientes contenian las mismas secuencias, se sugirié que el exDNA
detectado podria provenir de células tumorales y se propuso que estas secuencias
podrian servir como marcadores diagnésticos y progndsticos (Sorenson et al. 1994;
Vasioukhin et al. 1994). Esta idea prevalece en la actualidad y ha tomado mas fuerza a
medida que se ha encontrado una relacién mas fuerte entre niveles de exDNA en
suero/plasma y metastasis (Kopreski et al. 1997; Jahr et al. 2001; Anker, Mulcahy, and
Stroun 2003; Diehl et al. 2008; Guadalajara et al. 2008; Holdenrieder et al. 2008; Gahan
2010; Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011; Mittra 2015; Ocafia et al. 2016).
Actualmente se sabe que el rango de concentracion de exDNA en el suero/plasma de
personas sanas esta en un rango entre 0.1 a 100 ng/ml mientras que en pacientes con
cancer va desde los 5 ng/ml hasta los 2 ug/ml (Gahan and Stroun 2010).

Todas estas observaciones clinicas hicieron que varios investigadores se preguntasen si
el exDNA era simplemente deshecho tumoral o si éste tenia implicaciones importantes en
el desarrollo del cancer. Asi en 1994 se descubri6 que el sobrenadante de células
cancerosas transforma lineas celulares. El grupo de Anker encontré que la linea celular
murina NIH3T3 incubada con el sobrenadante de una linea de carcinoma de colon
humana (SW480), produce la aparicion de focos transformados en el cultivo, similares a
los que se obtienen con la transfeccion con calcio del gen K-ras mutado.
Sorprendentemente, observaron que los focos de NIH3T3 transformados por el
sobrenadante también adquirieron las secuencias mutadas de K-ras, presumiblemente
mediante transferencia horizontal, sugiriendo que este intercambio genético fue el
responsable de la transformacién celular (Anker et al. 1994). Posteriormente otro grupo
observd un fendmeno similar en el que DNA, proveniente de cuerpos apoptéticos, podia
llegar al nucleo de las células que lo fagocitaron (fibroblastos, macréfagos y células
endoteliales) para permanecer de manera estable y transcribirse (Holmgren et al. 1999).
Otros experimentos que utilizaron cuerpos apoptoticos provenientes de lineas celulares
cancerosas mostraron que solo fibroblastos deficientes en p53 podian ser transformados
mientras que células normales no lo hacian, sugiriendo que sélo las células iniciadas son
susceptibles a transformacion y se propuso a la transferencia horizontal como un
mecanismo de inestabilidad genémica (Bergsmedh et al. 2001).

A pesar de la calidad y cantidad de experimentos que apoyan la transferencia de material
genético en cancer, todos ellos habian sido presentados en un contexto in vitro. En 1999
el grupo de Garcia Olmo presentd pruebas de que este mecanismo podria estar
sucediendo in vivo. El grupo de trabajo desarrolld6 un modelo experimental de cancer
usando células con una etiqueta o “tag” asociado al genoma. Transfectaron una linea
celular de carcinoma de colon (DHD) con un plasmido que incluia cDNA para el gen
bacteriano de cloranfenicol acetil transferasa (CAT) y un gen seleccionador de resistencia
a neomicina (NeoR) y obtuvieron una linea celular DHD con secuencias CAT (DHD-CAT).
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Posteriormente inocularon células DHD-CAT en ratas inmunocompetentes para generar
tumores. Una vez que el tumor se establecio, tomaron sangre de las ratas y obtuvieron
plasma para cultivar células DHD (sin marca). Lo que encontraron fue que estas células
adquirieron secuencias CAT. Asi pues, sefialaron que las células DHD podian adquirir el
marcador genético CAT y convertirse en una célula DHD-CAT de dos maneras: i) la
candnica, como resultado de la transfeccidon directa del plasmido con el marcador
genético o ii) mediante contacto directo de plasma de rata con cancer DHD-CAT (Figura
4). Cabe mencionar que uno de los cultivos que se co-cultivd con plasma de rata DHD-
CAT, presento resistencia a neomicina lo que indica que las secuencias de DNA no sélo
son capaces de transferirse in vivo, sino también de expresarse. Asimismo inocularon
cuatro ratas sanas con plasma de cuatro ratas con tumor DHD-CAT. De manera
interesante, en los cuatro animales se encontrd el gen marcador CAT en extractos de
pulmones, lugar al que las ratas inoculadas con DHD (de manera subcutanea o por
inyeccion en la pared del ciego del intestino grueso) siempre desarrollan metastasis
(Garcia-Olmo 1999).

DHD cells

Collection and ﬁ $
e O AR

centrifugation of blood,

Figura 4. Representacion esquematica de los experimentos de Garcia-Olmo. Células DHD
se convierten en células con tag (DHD-CAT) de dos maneras: mediante transfeccion directa o
como resultado de cultivo en medio con plasma de ratas con tumores DHD-CAT (Garcia-Olmo
1999).

En estudios posteriores, el mismo grupo utilizé el sobrenadante de otras lineas celulares
cancerosas, plasma de pacientes con cancer colorectal y personas sanas para cultivarlo
con células NIH3T3 y encontraron que estas células eran transformadas por el
sobrenadante de las células cancerosas y el plasma de pacientes con cancer, mientras
que el plasma de individuos sanos no lo hacia (Garcia-Olmo and Garcia-Olmo 2001;
Garcia-Olmo et al. 2010).
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En resumen, todos estos experimentos proponen que el exDNA puede transformar a
células susceptibles, presumiblemente mediante su transferencia horizontal y que este es
un proceso que puede suceder in vivo.

El origen del DNA extracelular es muy diverso. Puede provenir de cuerpos apoptoticos
(Bergsmedh et al. 2001; Holmgren et al. 1999; Samos et al. 2006), necrosis (Jahr et al.
2001; Li et al. 2003; Garcia-Olmo et al. 2008), diversas vesiculas extracelulares en las
que se incluyen microvesiculas, exosomas y virtosomas (Gahan and Stroun 2010;
Rykova et al. 2012; Cai et al. 2013, 2014; Minciacchi, Freeman, and Di Vizio 2015) asi
como de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) (Cools-Lartigue et al. 2014; Hawes
et al. 2015). A este respecto es importante mencionar que en afos recientes ha crecido el
numero de reportes apuntando a que en cancer al menos una parte del exDNA proviene
de NETs y que éste también esta asociado a la progresion tumoral. Ahora se sabe que la
inflamacién es un rasgo importante relacionado al desarrollo del cancer, a tal grado que
ha sido marcado como un sello caracteristico del cancer (Hanahan and Weinberg 2011) y
que los neutrdfilos estan fuertemente asociados a este proceso. De hecho, se sabe que
ciertos grupos de ellos pueden asociarse intimamente con los tumores promoviendo en
algunos casos la progresion tumoral (Quail and Joyce 2013). En un estudio reciente,
encontraron que pacientes con sarcoma de Ewig cuyos tumores fueron positivos a NETs
(un 25% del total) tuvieron una recaida temprana, a pesar de entrar en remision completa
después de un tratamiento de quimioterapia intensiva, por lo que sugirieron que la
presencia de NETs podria estar asociada a una mala prognosis (Berger-Achituv et al.
2013). En otro estudio, donde utilizaron ratones con leucemia, carcinoma de Lewis y
carcinoma mamario, encontraron mayores niveles de exDNA y un mayor niumero de
neutréfilos en circulacién. Ademas, cuando aislaron estos neutréfilos de circulacién, las
células eran mas susceptibles a formar NETs en comparacién a los neutréfilos de
animales sanos (Demers et al. 2012). En apoyo a estos resultados, el grupo de Wen
encontré que hay exDNA cubriendo células de cancer pancreatico y que éste es critico
para el comportamiento metastasico, asimismo encontré una via de retroalimentacion
entre este exDNA y la expresién de Interleucina 8 (IL-8), molécula que produce formacién
de NETs (Wen et al. 2013). Aunque el mecanismo de estos fendmenos no ha sido del
todo elucidado, se ha sugerido que las NETs ayudan a la adhesion de células cancerosas
a sitios distantes, evasion del sistema inmune, aumento en la proliferacion celular y
desarrollo de angiogénesis (Demers et al. 2012; Cools-Lartigue et al. 2014; Hawes et al.
2015; Kim and Bae 2016).

En resumen, todos estos experimentos llevaron a plantear la teoria de que el exDNA,
lejos de ser un deshecho bioldgico, esta implicado directamente en el desarrollo de
transformacion y metastasis, posiblemente mediante su transfeccion a células
susceptibles (Holdenrieder et al. 2011) y/o a través de inmunoedicion del cancer con la
formacion de NETs (Berger-Achituv et al. 2013).
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ANTECEDENTES

En el grupo de investigacion del Dr. Alfonso Duefas se estudia el papel que el exDNA
tiene en la progresién tumoral. En 2012 publicaron el trabajo titulado “Progresion del
cancer mediado por transferencia horizontal de genes en un modelo in vivo”. En este
trabajo se confirmd la habilidad del exDNA para inducir transformacion in vitro y se
demostré que la progresion tumoral horizontal por exDNA se da por la adquision de este
material genético a células iniciadas en un modelo in vivo (Trejo-Becerril et al. 2012).

Para demostrar la transformacion in vitro, los autores incubaron fibroblastos murinos
NIH3T3 con 1) el sobrenadante de la linea celular humana de cancer de colon SW480, 2)
suero de pacientes con cancer y 3) suero de personas sanas, para después inyectarlos
subdérmicamente en ratones inmunocompetentes. Se observd que las células cultivadas
con el sobrenadante y el suero de pacientes desarrollaron tumores muy parecidos a los
que se obtienen cuando se inoculan células NIH3T3 transfectadas con DNA gendmico de
SW480, mientras que con el suero de personas sanas no hubo desarrollo tumoral.
Posteriormente, se elimind el DNA presente en el sobrenadante de la linea celular
cancerosa y se encontrO que éste solo era eliminado cuando se trataba con una
combinacién de DNasa | y Proteinasa K. Esto no ocurria cuando era tratado unicamente
con DNasa | o Proteinasa K por separado (Figura 5A). También se demostré que si se
agregaba sobrenadante de SW480 tratado con estas enzimas al cultivo de los
fibroblastos, éstos no desarrollaban tumores al inocularse en los ratones (Figura 5B).

En el trabajo también se demostré que la transferencia horizontal ocurre in vivo. Para
probarlo utilizaron ratas inmunocompetentes y se formaron seis grupos: 1) Control
negativo (sin tratamiento); 2) ratas inoculadas con SW480; 3) ratas tratadas con el
carcinogeno de colon 1,2-dimetilhidrazina (DMH); 4) ratas con DMH y SW480; 5) ratas
con DMH, SW480, DNasa | y una mezcla de proteasas (tripsina, quimiotripsina y papaina)
y 6) ratas con DMH, DNasa | y proteasas (Tabla 1). Se encontré que el grupo cuatro tuvo
un mayor numero de ratas que desarrollaron tumores en colon (62.5%) comparado con el
grupo que solo fue tratado con DMH (16.6%). Ademas, las ratas de este grupo (cuatro)
desarrollaron diseminacion tumoral (metastasis) a nivel peritoneal y pleural, lo que sugeria
que la presencia del DNA exdgeno exacerba la carcinogénesis. Por otro lado, encontraron
que los animales del grupo cinco, a pesar de haber sido tratados con DMH y células
cancerosas, presentaron tumores solo en el 16.6% de los casos, porcentaje similar al
obtenido en el grupo que solo fue tratado con DMH (grupo tres). Por lo que propusieron
que las enzimas (DNasa | y proteasas), degradan el exDNA in vivo y que la eliminacién de
este complejo DNA-proteinas es la causa de una disminucién tumoral en los animales.
Esta conclusion es apoyada por un gran numero de articulos, mencionados a
continuacién con mayor detalle, que han mostrado la actividad anti-tumoral y anti-
metastasica de estas enzimas; sin embargo, en todos estos reportes, las enzimas han
sido administradas por separado y no en conjunto.
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Figura 5. Tumorigénesis resultante de la inoculacion de células NIH3T3 cultivadas con
diferentes sobrenadantes. (A) Electroforesis en gel de agarosa de DNA extraido del
sobrenadante (Sp) de SW480 o con tratamiento: sobrenadante tratado con DNasa | (Sp+D), con
papaina, tripsina y quimiotripsina (SP+P) y con todas las enzimas (Sp+D+P). (B) Crecimiento
tumoral de células NIH3T3 cultivadas con los sueros e inoculadas a ratones inmunocompetentes.
—Ctr: Células SW480, +Ctr: Células NIH3T3. (Trejo-Becerril et al. 2012)

Tabla 1. Resultados de tumorigénesis in vivo en ratas
Fisher inmunocompetentes.

|Grupo Tratamiento Animales Tumores
fi) Ninguno 6 0(0%)
(i) SW480 7 0 (0%)
(i) DMH 12 2 (16.6%)
(iv) DMH+5W480 16 10 (62.5%)*
v) DMH+SW480+D/P 6 1(16.6%)
tvi) DMH+D/P 6 2 (40%)

D/P significa tratamiento con DNasa |/Proteasas
*Estadisticamente significativo con el test de Fisher comparado con el grupo (iii).

(Trejo-Becerril et al. 2012)

DNasa l

El uso de la DNasa para el tratamiento del cancer no es nuevo, fue sugerido por primera
vez por un grupo de investigadores que observaron que la administracion de DNasa a
ratones con carcinoma de Ehrlich disminuia la proliferacién de las células cancerosas y
aumentaba su tiempo de vida (De Lamirande 1961). En otro estudio se le administro
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DNasa | a ratones con leucemia y se disminuyeron algunos sintomas caracteristicos de
esta enfermedad como lo son la proliferacion de células cancerosas y también hubo un
incremento importante en el tiempo de sobrevivencia (Salganik et al. 1967). Otro grupo de
investigacion observo que la administracion de DNasa | en ratas con cancer originados
por la inoculacion de lineas celulares de linfoma y ascitos de hepatoma, disminuye el
numero de metastasis y aumentaba el tiempo de vida (Sugihara et al. 1990, 1993). En
otro reporte se demostré que el tratamiento in vitro con DNasa |, disminuye la viabilidad
celular y proliferacion de lineas celulares de cancer de pulmén, cervicouterino y de
fibroblastos (Alcazar-Leyva et al. 2009). Finalmente Shklyaeva mostré que en ratones con
carcinoma de pulmoén de Lewis, los animales tratados con concentraciones bajas de
DNasa | disminuye el area de metastasis (Shklyaeva et al. 2007) y el grupo de Patutina
reforzd lo encontrado por ellos y observo los mismos efectos pero en hepatomas (Patutina
et al. 2010, 2011).

Efecto de las proteasas

En el caso de la tripsina, quimiotripsina y papaina también hay un gran numero de
publicaciones en las que se ha observado que tienen efectos antitumorales. Entre 1900 y
1910 se publicaron al menos 13 trabajos que reportaron la eficiencia del uso de enzimas
pancreaticas en diversos tumores (Beuth 2008). En un trabajo posterior, observaron que
la administracion rectal de papaina, tripsina y quimiotripsina en ratones con melanoma,
aumentd su sobrevida e inhibio el desarrollo de metastasis (Wald, Zavadova, et al. 1998).
En otro reporte, donde utilizaron el mismo tratamiento en ratones con carcinoma de
pulmon de Lewis encontraron que el numero de metastasis disminuyd, aumento tanto el
tiempo como la tasa de sobrevivencia y se modificd la expresion de algunas proteinas de
adhesion (Wald, Olejar, et al. 1998; Wald et al. 2001). En otro trabajo, se reporté que el
mismo tratamiento retardé el crecimiento de un adenocarcinoma pancreatico humano
trasplantado a un ratén inmunodeficiente (Wald et al. 1999). Por otra parte, se observo
que el tratamiento in vitro de varias lineas células cancerosas con tripsina y quimiotripsina
inhibe su proliferacién y metabolismo, ademas de disminuir su sobrevivencia y abolir la
migracion celular (Novak and Trnka 2005; Elzer et al. 2008). Asimismo, la administracion
in vivo de ftripsina y amilasa en ratones con melanoma y tumores inducidos por
metilcolantreno incrementé la sobrevivencia y propicid la generacidon de péptidos
angiostaticos (Novak and Trnka 2005). Sin embargo, los mecanismos por los cuales estas
enzimas ejercen sus efectos antitumorales es todavia desconocido. Con estos
antecedentes, en el presente estudio se plante6 la posibilidad de desarrollar una terapia
antitumoral basada en la administracion sistémica de DNasa |, papaina, tripsina y
quimiotripsina, asi como evaluar su papel en el contexto del exDNA.
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JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y los tratamientos
actuales son insuficientes. Estudios recientes sugieren que el exDNA podria ser un blanco
terapéutico novedoso. Por lo anterior es necesario investigar si la degradacion de este
material genético es de valor terapéutico.

HIPOTESIS

Se ha establecido que el exDNA juega un papel importante en el desarrollo del cancer.
Por ello se propone que la administracion sistémica de una mezcla de proteasas
(papaina, tripsina y quimiotripsina) y DNasa | puede degradar el exDNA e influir sobre el
desarrollo tumoral en modelos in vivo.

OBJETIVOS

Objetivo General

Demostrar que la DNasa | y la mezcla de proteasas (papaina, tripsina y quimiotripsina),
pueden degradar el exDNA y proteinas del suero de personas sanas, pacientes con
cancer y ratas Wistar asi como determinar si la administracion de la combinacion de estas
enzimas tiene un efecto antitumoral.

Objetivos Particulares
& Evaluar la capacidad de DNasa |, papaina, tripsina y quimiotripsina para degradar el
exDNA en el suero de pacientes con cancer y de personas sanas.

& Determinar el efecto de la administracién sistémica de DNasa |, papaina, tripsina y
quimiotripsina sobre los niveles de exDNA y proteinas séricas en ratas
inmunocompetentes.

& Establecer el potencial antitumoral del tratamiento enzimatico en un modelo de
ratones inmunocomprometidos.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se obtuvieron cuatro muestras de mujeres sanas y cuatro muestras de pacientes
con cancer de mama (carcinoma ductal infiltrante). La obtencién de las muestras
fue aprobada por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Cancerologia
cumpliendo los lineamientos de la Declaracion de Helsinki (World Medical
Association 2013).

Se utilizaron células SW480 que es una linea celular humana de cancer de colon
obtenida de la “American Type Culture Collection (ATCC)” (Rockville, E.U.A) # de
cat. CCL-228.

Se utilizaron células C6 de una linea celular aislada a partir de un glioma de rata
Wistar inducido por la inyeccién del carcindgeno N-nitrosometilurea (Benda et al.
1971), fue obtenida de la “American Type Culture Collection (ATCC)” (Rockville,
E.U.A) # de catalogo CCL-107.

Todos los experimentos, asi como la manipulacién y mantenimiento de los animales
fue de acuerdo con las especificaciones técnicas para el uso de los animales de
laboratorio de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO00-1999), vy
siguiendo las directrices y estdandares de Animal Research Advisory Committee
(ARAC) del NIH Office of Animal Care and Use (ORAC). Las cepas de animales que
se usaron fueron las siguientes:

a. Ratas Wistar; Se utilizaron ratas macho Hsd:WI de 5-6 semanas de edad con
aproximadamente 250-300 g de peso (Harlan Laboratories, # de cat.
RccHan:WIST). Antes y durante los experimentos, los animales se
mantuvieron con alimento para roedor y agua ad libitum, a una temperatura de
22°C, con un fotoperiodo 12 horas luz:12 horas obscuridad y una humedad
relativa de 50%.

b. Ratones BALB/c (nu/nu); Se utilizaron ratones hembras atimicos BALB/c
(nu/nu) de 5-6 semanas de edad (Harlan Laboratories, # de cat. Hsd:athymic
nude-Foxn1nu). Antes y durante los experimentos, los animales, su cama,
alimento y agua se mantuvieron en esterilidad a una temperatura de 22°C, con
un fotoperiodo 12 horas luz:12 horas obscuridad y una humedad relativa de
50%.
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Colecta y preparacion de sueros humanos

La sangre se obtuvo mediante puncion venosa de la vena cubital media (interior del codo)
ue colectada en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson, 368162) que contiene un activador
de coagulacion y un gel de polimeros que ayuda a la separacion del suero. Se obtuvieron
de 5 a 6 mL de muestras de sangre por individuo, las cuales se mantuvieron a 4°C hasta
su procesamiento, siempre dentro de las siguientes 24 h. Los sueros obtenidos fueron
centrifugados a 1,000x g por 20 min (Biofuge primo R, Heraeus) a 4°C. Una vez separada
la fraccion celular, el suero fue retirado manualmente vy filtrado con una membrana de 0.45
pm (Sartorius, 16555) con el objetivo de remover células y detritus celulares. Las
muestras fueron almacenadas a -80°C para analisis subsecuentes.

Colecta y preparacion de los sueros de rata

La extraccion de suero en las ratas Hsd:Wistar, se realizd6 por canulaciéon de la vena
caudal; 500 L de sangre fueron colectadas en tubos sin anticoagulantes (Terumo, T-M) a
los 7.5 min, 15 min, 30 min, 60 min y 6 h post administracion del tratamiento ademas de la
muestra 0 antes del tratamiento. Todas las muestras de sangre se incubaron a 4°C
minimo por 2 horas y luego se centrifugaron a 4°C a 1000g por 20 min. El suero fue
colectado vy filtrado con un filtro de 0.45 ym y se guardaron a -80°C para ensayos
posteriores.

Tratamiento enzimatico del suero in vitro

Se prepararon soluciones stock (10 mg/mL) de cada una de las enzimas: papaina (Sigma-
Aldrich, # de cat. P4762), tripsina (Sigma-Aldrich, # de cat. T1426), quimotripsina (Sigma-
Aldrich, # de cat. C4129) y DNasa | de pancreas bovino (Sigma-Aldrich, # de cat. D4263).
Las enzimas se pesaron y diluyeron en solucion salina (NaCl al 0.9%), la solucion madre
fue preparada al momento del experimento y el sobrante se descarté.

La digestion de las muestras se realizé incubando 100 pL de suero con las enzimas de
interés en las siguientes concentraciones: papaina (0.31 mg/mL), quimiotripsina (0.125
mg/mL), tripsina (0.125 mg/mL) y/o DNasa | (1.44mg/mL) durante 1 h a 37°C, en un
volumen final de 101.5-103.1 pL. Posteriormente se inactivaron por 30 min a 56°C.

Cuantificacion del exDNA en suero

Se utilizé el método descrito por Goldshtein (Goldshtein, Hausmann, and Douvdevani
2009) para cuantificar el exDNA directamente en suero (humano y murino) utilizando
SYBR® Gold (Invitrogen). Para ello se diluyé SYBR Gold con dimetil sulféxido (DMSO,
Sigma-Aldrich) en una proporciéon 1:1000 y esta dilucion a su vez fue diluida 1:8 en
amortiguador de fosfatos (PBS). Se prepard la curva patron a partir de un solucién madre
de DNA de timo de ternera y se realizaron las diluciones necesarias para obtener las
siguientes concentraciones; 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25 y 50 ng/uL en PBS con
seroalbumina bovina (BSA, Sigma-Aldrich) al 2% (v/v). Las muestras se prepararon
diluyendo los sueros al 20% en PBS (v/v). En microplacas de 96 pozos se afiadié por
pozo, 10 uL de solucién de DNA (curva patrén o muestra) mas 40 puL de SYBR Gold en
PBS. La placa se cubrié con papel aluminio para evitar el contacto con la luz y se midi6 la
florescencia en un fluorometro (Tecan Infinite® 200 PRO series) a una longitud de onda
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de excitacion de 488 nm y una longitud de onda de emision de 535 nm. Los sueros
hemolizados de se excluyeron de este estudio, ya que se observd que la hemdlisis
interfiere con las lecturas.

Cuantificacion de proteinas

Las proteinas séricas se cuantificaron utilizando el método descrito por Bradford (Bradford
1976). El reactivo de Bradford se preparé con azul brillante de Coomassie G-250 al 0.01%
(m/v), etanol al 4.7% (m/v) y Acido Fosférico al 8.5% (m/v). Para la curva patron se
disolvié Seroalbumina Bovina (BSA, Sigma-Aldrich) en H,O y se realizaron soluciones
madre de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 pg/yL. Las muestras de suero se diluyeron en una proporcién
1:200 con H,0. La reaccion se llevé a cabo en microplacas de 96 pozos y se agregaron
200 pL de reactivo de Bradford mas 10 pL de curva patrén o muestra por pozo. La lectura
se realizé en un espectofotdmetro (Labsystems, Multiskan MS) a una longitud de onda de
595 nm.

Peso molecular de proteinas séricas

El peso molecular (integridad) de las proteinas séricas se determind mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) al 7.5 0 12%
(v/v). Se cargaron 10 ug por carril y las muestras se corrieron a 115 mV durante 2 horas.
Posteriormente los geles se tifieron con azul de Coomassie, se fotografiaron, desecaron y
almacenaron. Para el analisis densitométrico de cada carril, en los geles SDS-PAGE se
usé el software Imaged (Rasband, W.S., Imaged, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2015) segun las especificaciones
de la Guia del Usuario.

Cultivo lineas celulares

Las células C6 y SW480 se cultivaron en botellas de 175 cm? (Corning, 431085), con 25
mL de medio de cultivo DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium-F12; Invitrogen) y
con 2% de suero fetal bovino (FBS, Gibco) al 10% (v/v). El cambio de medio fue realizado
cada 48 h. Ambos cultivos se mantuvieron en una incubadora (Thermo, Forma Series II-
3110) que mantuvo una temperatura constante de 37°C, humedad relativa del 98% y una
atmoésfera con CO, al 5%.

Tratamiento enzimatico in vivo con DNasa | y proteasas

Se utilizaron ratas Hsd:Wistar, las cuales se dividieron en dos grupos: A) grupo control y
B) grupo tumoral, cada uno con cuatro ratas. Los animales del grupo tumoral fueron
inoculados con la linea celular tumoral C6. Las células inoculadas fueron obtenidas de
cultivos al 75% de confluencia. Para despegar a las células, se les adicioné amortiguador
de fosfato salino mas etilen-diamino-tetraacético (PBS-EDTA) mas fripsina (Sigma-
Aldrich) y se incubaron por 5 min a 37°C. La reaccion se detuvo con medio DMEM-F12,
mas SFB al 5%. Posteriormente se centrifugaron (Biofuge primo R, Heraeus) a 1000 RPM
por 5 min y se lavaron en 3 ocasiones sélo con medio para eliminar el SFB.
Posteriormente se contaron con un hemocitémetro (TC10, BioRad) y se resuspendieron
en un volumen de 200 pL de medio sin suero. Finalmente 2x10° células se inocularon via
subcutanea en cada flanco (izquierdo y derecho) en el lomo de la rata.
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Después de 4 semanas de la inoculacion, las ocho ratas fueron tratadas con una dosis
unica de enzimas: papaina 25 mg/kg, tripsina 10 mg/kg, qumiotripsina 10 mg/kg y DNasa |
2.3 mg/kg. Todas las enzimas fueron administradas a través de una cénula que se coloco
en la vena caudal y se retird6 después de terminar el ensayo. Se obtuvieron muestras de
sangre antes del tratamiento y a los 7.5 min, 15 min, 30 min y 60 min después de la
administracién de las enzimas a través de una canula en la vena caudal. La Figura 6
muestra el disefio del experimento.

A) Inoculacion C6 B) Administracién de Enzimas C) Toma de muestra
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Figura 6. Disefio Experimental para evaluar el tratamiento enzimatico en un modelo in
vivo. A: Inoculacién subdérmica de 10° de células C6 por flanco, B: Administracién via
intravenosa de DNasa | (2.3 mg/kg), papaina (25 mg/kg), tripsina (10 mg/kg) y
quimiotripsina (10 mg/kg), C: Toma de sangre a los 7.5 min, 15 min, 30 miny 60 min.

Efecto antitumoral in vivo del tratamiento enzimatico

Se utilizaron ratones atimicos BALB/c (nu/nu) los cuales fueron inoculados via subcutanea
con 1x10° células SW480 por flanco, resuspendidas en 100 pL de medio DMEM-F12 sin
suero (el cultivo y procesamiento de las células para la inoculacién, fue similar al descrito
anteriormente para las células C6). Los 24 ratones se dividieron en 4 grupos con 6
animales cada uno. Los grupos fueron los siguientes:

I.  Inyeccion de células SW480 como control positivo no tratado.
II.  Inyeccion de células SW480 mas tratamiento con proteasas: tripsina (10 mg/kg),
quimotripsina (10 mg/kg) y papaina (25 mg/kg).
[ll.  Inyeccion de células SW480 mas tratamiento con DNasa | (2.3 mg/kg).
IV. Inyeccion de células SW480 mas tratamiento con Proteasas y DNasa | (con las
dosis anteriormente descritas).

La administracion de la DNasa | fue via intramuscular mientras que la mezcla de
proteasas se administré por via intraperitoneal. Todas las enzimas fueron diluidas en
solucién salina. El tratamiento enzimatico se administré diariamente por 63 dias, iniciando
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al dia 21 después de la implantaciéon del tumor. El crecimiento de los tumores y el peso
del animal fueron monitoreados y registrados semanalmente. El tamano del tumor se
midi6 con un vernier electrénico y se estimd el volumen tumoral utilizando la siguiente
férmula:

axb?x (T/g) =V(mm?)

donde a = diametro mayor, b = didmetro menor y V = volumen en milimetros cubicos
(Kjgnniksen et al. 1989). Después de 63 dias, los animales fueron sacrificados y los
tumores o sitios de implantacion fueron removidos y procesados para un analisis rutinario
histopatolégico con hematoxilina y eosina. Un patélogo realizé la evaluaciéon en ciego y se
definié como respuesta patolégica completa a la ausencia de células tumorales viables. El
disefio del experimento se muestra en la Figura 7.

A) Inoculacion SW480 B) Administracién C) Seguimiento D) Sacrificioy
Tratamiento remocion de tejido
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Figura 7. Diseno Experimental para determinar el efecto antitumoral del tratamiento
enzimatico en un modelo in vivo. A: Inoculacién subdérmica de 10° SW480, B: Administracion
diaria intramuscular de DNasa | (2.3 mg/Kg) e intraperitoneal de proteasas (papaina; 25 mg/kg,
tripsina; 10 mg/kg y quimiotripsina; 10 mg/kg), C: Medicion del tamafio tumoral y peso, D:
Sacrificioy remocion del sitio de implantacion o tumor.

Pruebas estadisticas

La elaboracion de las gréaficas, pruebas T de Student asi como el analisis de varianza
(ANOVA) de un factor seguido por la prueba de comparaciéon multiple de Dunnet o Tukey,
se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism versién 6.01 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California EE.UU., www.graphpad.com).
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RESULTADOS

Degradacion de exDNA in vitro

Como primer objetivo, se disefid un experimento in vitro con suero de sujetos sanos vy
pacientes con cancer de mama para probar el efecto que tiene el tratamiento enzimatico,

sobre los niveles de exDNA. De cada muestra de suero se formaron cuatro grupos:
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Figura 8. Concentracion de exDNA en suero de sujetos sanos (A) y pacientes con cancer
de mama (B) tratados in vitro con la mezcla enzimatica. C: Suero sin tratamiento, P:
papaina (0.31 mg/mL), Q: quimiotripsina (0.125 mg/mL), T: tripsina (0.125 mg/mL) y D:
DNasa | (1.44 mg/mL). Tukey’s test *p<0.001, **p<0.0005.
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1) suero + DNasa | (D); 2) suero +papaina + quimiotripsina + tripsina (PQT); 3) suero +
P+Q+T+D y 4) suero sin tratar (C). Los resultados se muestran en la Figura 8. De manera
general, se observa que la concentracion de exDNA es aproximadamente de 1 ng mayor
en los pacientes con cancer en comparacion con los sujetos sanos, pero el efecto tras el
tratamiento con las enzimas es similar en ambos grupos de sujetos.

En el grupo de sujetos sanos (Figura 8A), se observé que el tratamiento con las proteasas
(PQT) disminuyd un 31% los niveles de exDNA en comparacion con el control; el
tratamiento con DNasa | (D) en un 22% y el grupo que se tratd con todas las enzimas en
un 81% (PQTD). Se realizaron las pruebas estadisticas de Anova y de Tukey,
encontrandose que en comparacion al control, sélo los grupos PQT (p=0.0010) y PQTD
(p<0.001) presentaron diferencias estadisticamente significativas (Anexo 6). Asimismo
encontramos que entre estos dos grupos también hay diferencias estadisticamente
significativas (p<0.0001).

En el grupo de los pacientes con cancer de mama (Figura 8B), el suero tratado con
proteasas (PQT) disminuyd un 18% los niveles de exDNA, en tanto que el que fue tratado
con solo DNasa | (D) presenté un aumento del 15%; mientras que el suero tratado con
PQTD presentdé una disminucion del 93% en comparaciéon al control. Sin embargo, al
aplicar las pruebas estadisticas de Anova y de Tukey se encontré que solo los grupos
PQT (p=0.0005) y PQTD (p<0.0001) presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (Anexo 6). Asimismo, se observé que estos dos
grupos presentan diferencias estadisticamente significativas (p=0.0017).

En conclusion, el tratamiento que mayor efecto tuvo sobre los niveles de exDNA en
ambos grupos de individuos, fue el grupo de sujetos tratados con PQTD, seguido de PQT.

Degradacion de proteinas séricas in vitro

Una vez evaluado el efecto de las enzimas sobre el exDNA, se investigd el efecto de
éstas sobre las proteinas séricas. Como las proteasas utilizadas tienen distintos sitios de
corte (Anexo 1), se decidié evaluar el efecto de cada una de las proteasas por separado y
en combinacién. Se utilizdé otra alicuota de los sueros de las personas sanas y de las
pacientes con cancer de mama y se trataron con las proteasas. Se formaron ocho grupos;
1) suero + papaina (P); 2) suero + tripsina (T); 3) suero + quimiotripsina (Q); 4) suero +
papaina + tripsina (PQ); 5) suero + papaina + quimiotripsina (PQ); 6) suero + tripsina +
quimiotripsina (TQ); 7) suero + papaina + tripsina + quimiotripsina (PQT); y 8) suero sin
tratar (C). Una vez que los sueros se digirieron con las proteasas solas o en combinacién
se evalud el peso molecular de las proteinas séricas. Debido a que un decremento en el
peso molecular nos indica de manera indirecta si una proteina ha sido cortada por alguna
de las proteasas, este parametro fue utilizado como sinénimo de integridad proteica. Las
imagenes de los geles se analizaron mediante el programa ImageJ, el cual evalua las
intensidades de las bandas de cada carril y las representa como trazos densitométricos,
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como se muestra en las Figuras 9B y 10B. Para analizar la integridad de las proteinas, se
selecciond el carril completo, se obtuvieron los trazos densitométricos y posteriormente se
selecciond el area bajo la curva. Los analisis estadisticos se hicieron sobre estos datos.
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Figura 9. Degradacion de proteinas de suero de sujetos sanos. (A) Imagenes representativas de geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) de C: Suero control, y tratados con P: papaina (0.31 mg/mL), Q:
quimiotripsina (0.125 mg/mL) y T: tripsina (0.125 mg/mL). (B) Imagenes representativas de los trazos

densitométricos. (C) Analisis de las densitometrias de los geles, Tukey’s test *p<0.0004. IV:
Incremento en veces.
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En los sujetos sanos observamos que los grupos tratados con T, Q y TQ no hay cambios
en los niveles de proteinas y no existe una diferencia significativa con respecto al control
(Figura 9C). Sin embargo, en cualquiera de los grupos donde se adicioné papaina
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Figura 10. Degradacion de proteinas de suero de pacientes con cancer. (A) Imagenes representativas
de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de C: Suero control, y tratados con P: papaina (0.31 mg/mL), Q:
quimiotripsina (0.125 mg/mL) y T: tripsina (0.125 mg/mL). (B) Imagenes representativas de los trazos
densitométricos. (C) Analisis de las densitometrias de los geles, Tukey’s test *p < 0.0001. IV:

Incremento en veces.
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(P, PQ, PT o PQT), se encontré una disminucion significativa en la integridad de las
proteinas séricas de mas del 50% en comparacion al control (Figura 9C). En el gel de la
Figura 9A se observa la desaparicion de bandas de alto y mediano peso molecular y la
aparicién e incremento de bandas de menor peso, lo cual se corrobord en los trazos
densitométricos (Figura 9B). Se realizé también una prueba de Anova y de Tukey y se
encontré que solo los grupos P, PQ, PT y PQT presentan diferencias estadisticamente
significativos (p<0.004) con respecto al control y al comparar los cuatro tratamientos entre
ellos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Anexo 7).

En el grupo de pacientes con cancer de mama, se encontré el mismo efecto observado en
los sujetos sanos. Asi, los grupos T, Q y TQ no muestran cambios importantes en los
niveles de proteinas; pero en los grupos P, PQ, PT y PQT hay una disminucion de mas
del 60% en la integridad de las proteinas con respecto al control (Figura 10A), lo cual se
corroboré en los trazos densitométricos (Figura 10B). Se realizaron las mismas pruebas
estadisticas (Anova y Tukey) y se encontré que los grupos P, PQ, PT y PQT presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0.0001) con respecto al control, mientras
que entre ellos no hay diferencias significativas (Figura 10C y Anexo 7).

En resumen, la combinacién de enzimas que tienen un mayor efecto sobre la
concentracion de proteinas séricas in vitro tanto de personas sanas como de pacientes
con cancer de mama, son los sueros tratados con P, PQ, PT y PQT.

Degradacion de exDNA y proteinas séricas in vivo

Una vez que se demostré que el tratamiento con proteasas y DNasa | disminuye los
niveles de exDNA y afecta la integridad de las proteinas séricas in vitro; se decidio
analizar y evaluar el efecto de esta mezcla enziméatica pero en un modelo in vivo,
utilizando los mismos parametros: exDNA y proteinas séricas.

Para ello se utilizaron ratas Wistar sanas y con tumores generado con la linea celular C6.
En las ratas sanas el nivel promedio de exDNA detectado antes del tratamiento fue de 9.7
ng/mL; 7.5 minutos después de la administracién de las enzimas el promedio del exDNA
bajé a 9 ng/mL; a los 15 minutos disminuyé aun mas, alcanzando el valor mas bajo de 5
ng/mL (disminucién del 48% con respecto al control); a los 30 minutos subié a 8 ng/mL y a
la hora alcanzé los 7 ng/mL (Figura 11A). Se realizé una prueba de Anova seguido de una
prueba de Dunnett y se encontraron diferencias estadisticamente significativa (p<0.05)
con respecto al control en todos los grupos (Anexo 8).

En las ratas con tumor, la concentracién promedio de exDNA antes del tratamiento fue de
11.8 ng/mL (Figura 11B); a los 7.5 min después de la administracion de las enzimas la
concentracion disminuy6 hasta un 79% con respecto al control (2.5 ng/mL); a los 15 min
subi6é a 9 ng/mL; a los 30 min llegd a los 11 ng/mL y a los 60 min el promedio fue de 10
ng/mL. Se realizaron los mismos analisis estadisticos y se encontraron diferencias
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significativas en los grupos de 7.5 y 15 minutos comparados con el control (p<0.011); sin
embargo, en los grupos de 30 y 60 minutos no hubo diferencia significativa (Anexo 8).

En resumen, se demostré que al administrar la mezcla enzimética hay una disminucion en
los niveles de exDNA in vivo tanto en el grupo de animales sin tumor como el grupo con

tumor.
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Figura 11. Concentracion de exDNA en el suero de ratas Wistar normales (A) y con
tumor (B) tratadas con la mezcla de enzimas. Papaina (25 mg/kg) + tripsina (10 mg/kg)
+ quimiotripsina (10 mg/kg) + DNasa | (2.3 mg/kg). Las muestras de sangre se tomaron a
cuatro intervalos diferentes de tiempo después del tratamiento. 0: Concentracién de
exDNA antes del tratamiento. Dunnett’s test *p<0.05, **p<0.011.
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Con respecto a las proteinas, en la Figura 12A se muestra un gel de poliacrilamida
representativo de las proteinas séricas de las ratas normales y en la Figura. 12C los
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Figura 12. Degradacion de proteinas de suero de ratas Wistar sin tumor tratadas con la
mezcla de enzimas. Papaina (25mg/kg) + tripsina (10mg/kg) + quimiotripsina (10mg/kg)
+ DNasa | (2.3mg/kg). Las muestras de sangre se tomaron a cinco diferentes intervalos
de tiempo después del tratamiento. 0: Suero control sin tratar. A) Electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). B) Imagenes representativas de los trazos densitométricos. C)
Analisis de las densitometrias de los geles, Dunnett’s test *p<0.0001. IV: Incremento en
veces.
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resultados de la densitometria del mismo, lo cual se corroboré6 en los trazos
densitométricos (Figura 12B). Como se observa, después del tratamiento hubo una
disminucioén en la integridad de las proteinas séricas con respecto al control; a los 7.5
minutos hay una reduccién promedio del 30%, a los 15 min del 40%, a los 30 min del 37%
y a los 60 min del 36%. El valor mas bajo de proteinas séricas se detectd a los 15
minutos. Se realizé una prueba de Anova seguido de una prueba de Dunnett para todos
los valores y se encontraron diferencias estadisticamente significativas en todos los
grupos con respecto al control (p<0.0001) (Anexo 9).

Efecto antitumoral del tratamiento en un modelo in vivo

Una vez que se evalu6 el efecto del tratamiento enzimatico sobre los niveles de exDNA y
en proteinas séricas tanto in vitro como in vivo, se procedi6 a determinar si este
tratamiento tiene algun efecto sobre el crecimiento tumoral. Para ello se utilizaron ratones
BALB/c (nu/nu) a los cuales se les inoculd por via subdérmica, la linea celular de
carcinoma de colon humano (SW480) y después de 28 dias que ya habia desarrollo
tumor, se formaron 4 grupos de 6 animales cada uno y se les aplicé diferentes
combinaciones del tratamiento enzimatico: Grupo 1) papaina + quimiotripsina + tripsina
(PQT); Grupo 2) DNasa | (D); Grupo 3) papaina + quimiotripsina + tripsina + DNasa |
(PQTD) y Grupo 4) el grupo control (C).

La administracién fue diaria durante 63 dias utilizando la dosis descrita en Materiales y
Métodos para cada enzima (papaina 25 mg/kg, tripsina 10 mg/kg, quimiotripsina 10 mg/kg
y DNasa | 2.3 mg/kg). Cada semana los animales se pesaron y se les evalu6 el tamano
tumoral.

En la grafica de la Figura 13 se muestra que el grupo control crecié hasta alcanzar un
volumen final promedio de 770 mm?®. Mientras que en los grupos PQT y D se observé que
los tumores crecieron mas que el control sin embargo, al final del experimento el volumen
tumoral promedio de ambos grupos fue similar al del control y muy parecido entre ellos
(751 y 752 mm? respectivamente). De manera importante, el grupo de ratones tratados
con todas las enzimas (PQTD), presenté una disminucién en el tamafio tumoral, efecto
mayormente visible desde los 42 dias y el grupo finaliz6 con un volumen tumoral
promedio de 219 mm?®. Al realizarse las pruebas estadisticas pertinentes entre el grupo
control y los grupos con tratamiento, s6lo se encontré diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0118) en el grupo con la mezcla de las 4 enzimas (PQTD) (Anexo 10).

En la Figura 14 se muestran las fotos representativas de los animales de cada uno de los
grupos de estudio, en las cuales se observan claramente las diferencias en el tamafio
tumoral entre cada grupo. Cabe destacar que en el grupo tratado con todas las enzimas
(PQTD), el resultado del tratamiento fue muy importante; ya que 8 de los 12 animales, es
decir el 67%, presentaron una reduccion en el tamafo tumoral al final del tratamiento; y en
los 4 animales restantes (33%) el tumor fue eliminado (Tabla 2); resultados que fueron
confirmados por el andlisis histolégico, el cual mostré que la respuesta histopatoldgica fue
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completa. También es importante mencionar que la eficiencia en el desarrollo tumoral fue
del 100% y que el peso de los animales no fue afectado por el tratamiento, ya que los
pesos basales y finales del grupo control fueron 27.73+2.2 g y 28.2+2.97 respectivamente
mientras que los pesos basales y finales del grupo PQTD, fueron de 26.82+2.99 vy
26.36+2.29 g respectivamente (Tabla 3).
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Figura 13. Efecto antitumoral del tratamiento enzimatico en ratones atimicos. Se

muestra el efecto que tiene el tratamiento de la mezcla de enzimas (papaina, tripsina,
quimiotripsina y DNasa I) sobre el crecimiento tumoral. T student test *p<0.012

Figura 14. Potencial antitumoral del tratamiento enzimatico. Imagenes
representativas del desarrollo tumoral en los diferentes grupos. Las flechas rojas
sefnalan los tumores mientras que el circulo rojo muestra el sitios donde se observo
regresion tumoral. A: Control positivo (SW480), B: SW480 + proteasas, C: SW480 +
DNasa |, D: SW480 + proteasas + DNasa |.
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Tabla 2. Efecto antitumoral del tratamiento enzimatico.

Animales con

Animales con

Tratamiento Animales Eficiencia Reduccion Eliminacion
Inoculados
Volumen Tumoral tumor*
SW480 12 100% 0/12 (0%) 0/12 (0%)
SW480 + Proteasas 12 100% 0/12 (0%) 0/12 (0%)
SW480+ DNasa | 12 100% 0/12 (0%) 0/12 (0%)
SW480 + Proteasas 12 100% 8/12 (66%) 4/12 (33%)

+DNasa |

*Evaluacion histopatologica

Tabla 3. Peso de los animales al inicio y final del tratamiento

Tratamiento Peso Inicial Peso Final

SW480 27.73%2.20 28.2+2.97

SW480 + Proteasas 27.67+2.61 29.09+4.18
SW480 + DNasa | 27.0+2.37 28.91+2.30
SW480 + Proteasas +DNasa | 26.82+2.99 26.36+2.29
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran datos relevantes e interesantes
sobre el exDNA, su implicacion en el cancer y su eliminacion como estrategia antitumoral.

Dado que la mayoria de la literatura sugiere que el exDNA tiene un papel importante en la
progresion tumoral, ademas de los resultados que obtuvimos en el trabajo anteriormente
publicado (Trejo-Becerril et al. 2012), llegamos a la conclusion de que el exDNA podria
ser un blanco terapéutico. En este trabajo propusimos el uso de dos grupos de enzimas
para la degradacion de este complejo: 1) proteasas (papaina, tripsina y quimiotripsina)
que tendrian como objetivo la degradacién de las proteinas asociadas al exDNA y 2)
DNasa | que tendria como blanco al exDNA.

La idea de usar enzimas como farmacos esta fundada en dos caracteristicas importantes
de éstas moléculas: primero, las enzimas se unen y actuan en sus blancos con gran
afinidad y especificidad y segundo, son catalizadores que convierten multiples moléculas
blanco en productos deseados. Todo esto las convierte en drogas especificas y potentes
que pueden lograr lo que otros compuestos no pueden (Vellard 2003). El concepto de
combinar proteasas se basa en que la actividad proteolitica resultante de cada enzima
son mutuamente aditivas (Steffen and Menzel 1985). Asimismo, podemos trabajar con
estas cuatro enzimas y asegurar su estabilidad porque esta documentado que la DNasa |
normalmente es secretada al ducto pancreatico junto con altas concentraciones de
enzimas digestivas sin que ésta sea danada (Dayan 1994) y porque las secuencias de
aminoacidos de todas las enzimas usadas en el trabajo, no contienen sitios de corte para
ninguna de las proteasas empleadas (Swiss Institute of Bioinformatics 2016).

En los experimentos mostrados en este trabajo, si bien el tratamiento con DNasa |
disminuyé in vitro levemente los niveles de exDNA en algunos casos, cuando se analizan
los datos de manera individual, no produjo una diferencia significativa en los niveles de
DNA en el suero de personas y pacientes con cancer de mama (Figura 8). Sin embargo,
la administracion conjunta de DNasa | y proteasas disminuyé de manera significativa
estos niveles. Algo que llamé la atencion fue que el grupo tratado Unicamente con
proteasas fue capaz de disminuir de manera significativa los niveles de exDNA, inclusive
mas aun que en el grupo tratado con sélo DNasa | (Figura 8). Aunque este resultado
parece contradictorio, se explica de la siguiente manera: se sabe que en el plasma y en el
suero humano, hay DNasa | y que ésta presenta una actividad catalitica que varia entre
los 0.013 y 0.766 U/mL (Tamkovich et al. 2006; Cherepanova et al. 2008). Dado que el
suero que se tratd in vitro se inactivd hasta después de la incubacién con las enzimas,
sugerimos que probablemente el tratamiento con proteasas pudo haber liberado al exDNA
protegido por algunas proteinas, haciéndolo accesible a la DNasa endégena del suero lo
degradase. Asi que los resultados de este experimento sugieren fuertemente que el
exDNA se encuentra en un complejo DNA-proteinas. Algo similar se encontré en el
trabajo de Trejo-Becerril, ya que demostré que el exDNA de sobrenadante tampoco fue
digerido totalmente por DNasas, sino que también fue necesario el uso de proteinasa K
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para que fuera eliminado por completo. La existencia de un complejo DNA-proteina
también explicaria la resistencia a degradacion por nucleasas enddégenas que algunos
grupos han reportado (Vlassov, Laktionov et al. 2007; Rykova et al. 2012).

A pesar de que la naturaleza del exDNA es cada vez mas clara, todavia se desconoce la
composicion proteica del complejo que lo protege ya que las fuentes de éste son diversas.
Se ha propuesto que el exDNA proviene de cuerpos apoptoticos (Holmgren et al. 1999;
Bergsmedh et al. 2001; Samos et al. 2006), necrosis (Jahr et al. 2001; Li et al. 2003;
Garcia-Olmo et al. 2008), diversas vesiculas extracelulares en las que se incluyen
microvesiculas, exosomas y virtosomas (Gahan and Stroun 2010; Rykova et al. 2012; Cai
et al. 2013, 2014; Minciacchi et al. 2015) e inclusive de neutréfilos que secretan DNA en
forma de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) (Cools-Lartigue et al. 2014; Hawes
et al. 2015). Debido a que la naturaleza de cada uno de estos complejos es diferente, no
ha sido posible determinar a los componentes proteicos que se encuentran protegiendo al
DNA. Lo unico en lo que si hay consenso, es que este complejo DNA-proteinas transita
por el torrente sanguineo, por lo que las proteinas asociadas al exDNA deben de
encontrarse en el suero/plasma. Asi que el siguiente paso fue evaluar el efecto que la
mezcla de proteasas tuvo sobre el suero de pacientes con cancer de mama y sujetos
sanos in vitro.

Encontramos que los grupos tratados con papaina, redujeron de manera significativa la
integridad de las proteinas del suero, mientras que los grupos tratados sélo con tripsina o
Quimiotripsina, no las disminuyeron. Es posible que este efecto se deba a dos razones.
La primera causa es que los sitios de corte de la papaina son menos restrictivos y mas
diversos que los de la tripsina y la quimiotripsina (Anexo 1), lo que da como resultado que
la papaina corte de manera mas eficiente a un mayor nimero de proteinas. Sin embargo,
la razén mas importante es que la tripsina y la quimiotripsina interaccionan principalmente
con dos inhibidores proteicos denominados Alfa 1 anti-tripsina (a-1-AT) y Alfa 2
Microglobulina (a-2-M), de tal manera que la mayoria de su actividad proteolitica es
inhibida (Wald 2008), efecto que desaparece cuando el suero es inactivado previamente a
la incubacion con las proteasas (Anexo 2).

Una vez que se probd que la administracion de este grupo de enzimas disminuye los
niveles de exDNA y a las proteinas séricas in vitro, se decididé evaluar su efecto in vivo.
Para ello se administr6 una dosis uUnica de las cuatro enzimas y se evaluaron las
variaciones de estos parametros con el tiempo. Observamos que el efecto in vivo (Figura
11 y 12) es similar al observado in vitro (Figura 9 y 10); es decir, la administracion
intravenosa de la DNasa |, la papaina, la tripsina y la quimotripsina, disminuyd la
concentracion del exDNA y la de las proteinas séricas. Sin embargo, el efecto de la
DNasa | fue momentaneo, ya que hubo un restablecimiento en los niveles del exDNA a
los 30 min; mientras que el efecto de las proteasas sobre las proteinas séricas se
mantuvo al menos hasta los 60 minutos después de la administracion de las proteasas
(Figura 12).

En un estudio en el que se administr6 DNasa | recombinante (rhDNasa) a humanos con
lupus en dosis menores a las que se utilizd en nuestro estudio (25 o 125 pg/kg),
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encontraron que la vida media de esta enzima fue de 3-4 horas y que durante periodos
substanciales de tiempo se alcanzaban concentraciones seéricas iguales o mayores a 40-
100 ng/mL que se sabe tienen actividad hidrolitica (Davis et al. 1999). Ademas se conoce
que la vida media biolégica de las tres proteasas después de su reabsorcion (via oral) es
relativamente larga (12-20 horas para la tripsina) y aunque en torrente sanguineo se
encuentren unidas a sus inhibidores, se sabe que pueden liberarse y mantenerse activas
durante un periodo corto de tiempo o bien mantenerse unidas a la antiproteasa y trabajar
por un tiempo relativamente largo (Kolac, Streichhan, and Lehr 1996). Por lo que es
posible sugerir que ambas enzimas se encontraban activas en el suero de los animales y
ayudaron a degradar el exDNA y algunas proteinas del suero. No obstante, es necesario
realizar estudios de Farmacocinética y de Biodistribucién que apoyen esta sugerencia y
arrojen mas datos sobre la dinamica de las enzimas.

Una vez probado que este tratamiento disminuye el exDNA que esta en suero, se evalud
si la administracion de estas enzimas tenia un efecto anti-tumoral y lo que se encontro fue
notable. De los animales que recibieron DNasa |, papaina, tripsina y quimiotripsina un
66% mostrd una disminucion en el tamafo tumoral y en la mitad de ellos no se detectaron
células tumorales al final del experimento (Figura 13) hallazgo corroborado posteriormente
por pruebas histopatoldgicas. Es importante mencionar que este efecto no se debié a la
involucion espontanea de los tumores ya que los 48 animales utilizados en este
experimento desarrollaron tumores después de la implantacion de las células cancerosas.
Ni el tratamiento con las proteasas ni con la DNasa | por si sola logré disminuir el tamano
tumoral, lo que indica que la combinacion de ambos grupos de enzimas es la responsable
de la disminucion del tamafio tumoral y por ende, ambas enzimas tienen blancos
importantes que evitan el desarrollo de este cancer.

Desde la década de los sesentas se descubrio que la DNasa | tiene efectos anti-tumorales
y desde entonces un gran numero de estudios han corroborado sus efectos
anticancerigenos. Se ha reportado que la administracion de DNasa | a cultivos de células
cancerosas disminuye su viabilidad, proliferacién y capacidad de migracion e invasion
(Alcazar-Leyva et al. 2009; Wen et al. 2013). Por otra parte, la administracion sistémica de
DNasa | en ratones con distintos tipos de cancer, ha dado como resultado una
disminucion en la proliferacion de células malignas, asi como un aumento del tiempo de
sobrevida de los animales y una importante disminuciéon en el nimero de metastasis (De
Lamirande 1961; Salganik et al. 1967; Sugihara et al. 1990, 1993; Shklyaeva et al. 2007;
Patutina et al. 2010, 2011; Wen et al. 2013; Cools-Lartigue and Spicer 2013). A pesar que
los resultados de cada uno de estos experimentos son similares, en la mayoria de ellos se
desconocia cual era el mecanismo de accion de la enzima. No es hasta 2010 que
Patutina propone que el efecto antitumoral de la DNasa | esta dado por la eliminacion del
DNA extracelular.

En el caso de la tripsina, quimiotripsina y papaina también hay un gran numero de
publicaciones en las que se ha observado que tienen efectos antitumorales. Entre 1900 y
1910 se puede encontrar que en al menos 13 publicaciones se reporté la eficiencia del
uso de las enzimas pancreaticas en diversos tumores (Beuth 2008). Asimismo, se
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observé que la administracion rectal de 25 mg/kg papaina, 10 mg/kg tripsina y 10 mg/kg
quimiotripsina (dosis empleadas en nuestros experimentos) en ratones con melanoma,
aumentd su sobrevida e inhibid el desarrollo de metastasis (Wald, Zavadova, et al. 1998).
El mismo tratamiento aplicado a ratones con carcinoma de pulmén de Lewis disminuyo el
numero de metastasis, aumento tanto el tiempo como la tasa de sobrevivencia y modifico
la expresion de algunas proteinas de adhesion (Wald, Olejar, et al. 1998; Wald et al.
2001) y en otro trabajo también retardd el crecimiento de un adenocarcinoma pancreatico
humano trasplantado a un ratén inmunodeficiente (Wald et al. 1999). Por otra parte se
observé que el tratamiento in vitro de varias lineas celulares cancerosas con tripsina y
quimiotripsina inhibe su proliferacién y metabolismo, disminuye su sobrevivencia y abole
la migracion celular (Novak and Trnka 2005; Elzer et al. 2008). Ademas, la administracién
in vivo de ftripsina y amilasa en ratones con melanoma y tumores inducidos por
metilcolantreno incrementd la sobrevivencia y propicié la generacion de péptidos
angiostaticos (Novak and Trnka 2005). Estas enzimas también han demostrado tener
efectos positivos en estudios clinicos al administrarse junto con las terapias estandar
recomendadas. En un grupo de pacientes con cancer de mama la incidencia de efectos
secundarios fue menor y el tiempo de remision fue mas largo (Beuth et al. 2001), en otro
estudio con cancer de colon encontraron resultados similares (Popiela et al. 2001) y en un
grupo de pacientes con mieloma multiple observaron un incremento en el tiempo de
remision y el tiempo medio de sobrevivencia (Sakalova et al. 2001).

Es cierto que el uso de proteasas en el tratamiento de cancer puede llegar a ser
controversial, ya que se sabe que las metaloproteinasas (MMP) y otras proteasas se
encuentran sobre-expresadas en cancer y parecen ser importantes para la invasion a
tejidos cercanos y para el desarrollo de metastasis (Hanahan and Coussens 2012; Klemm
and Joyce 2015). Sin embargo, también es cierto que los farmacos inhibidores de MMPs
tales como Marimastat y Batimastat dieron resultados pobres en pruebas preclinicas o
bien tenian efectos altamente toxicos en los pacientes (Rothenberg, Nelson, and Hande
1999; Sparano et al. 2004). Mas preocupante aun, fue el resultado de dos pruebas en las
que se usé Tanomastat, otro inhibidor de MMP, ya que los estudios tuvieron que
detenerse precipitadamente porque los pacientes que recibian el inhibidor, mostraban una
sobrevivencia significativamente mas baja que la de los pacientes que recibieron el
placebo. Ahora se sabe que el papel de las MMPs es mas complejo, ya que también
participan en un numero importante de procesos “normales” como la escisién-liberacion
de receptores y activacidén-inactivacion de citocinas y quimiocinas, por lo que su inhibicién
podria afectar algunos procesos de defensa en el huésped que controlan el crecimiento
tumoral (Smyth 2003). Por ejemplo, se ha propuesto que la tripsina podria tener un efecto
antitumoral ya que se ha visto que en tejidos humanos cancerosos hay una disminucién
en su expresion ligada a la hipermetilacién de su promotor (Yamashita et al. 2003).
Asimismo se sabe que algunas proteasas de cisteina que se originan en plantas, como la
bromelina o la fastuasina, tiene efectos anti-inflamatorios y anti-tumorales (Zavadova,
Desser, and Mohr 1995; Desser et al. 2001; Guimaraes-Ferreira et al. 2007). Dados estos
descubrimientos, es razonable deducir que la actividad de proteasas podria tener
influencia en vias de regulacion necesarias para la homeostasis del organismo.
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Nuestros resultados apoyan todos los reportes en los que se ha encontrado que la
administracién de DNasa |, papaina, tripsina y quimiotripsina tiene efectos antitumorales,
sin embargo, hay que hacer énfasis que en nuestro modelo ninguna de las enzimas por si
solas mostraron tener efecto sobre el crecimiento tumoral a pesar de que las dosis usadas
fueron similares a la de algunos trabajos aqui presentados (Wald, Olejar, et al. 1998; Wald
et al. 1999, 2001; Patutina et al. 2010, 2011; Shklyaeva et al. 2007; Cools-Lartigue and
Spicer 2013); sino que el mayor efecto antitumoral ocurrié bajo la administracion de las
cuatro enzimas. Estas diferencias podrian deberse al modelo experimental por si mismo,
ya que se utilizan ratones desnudos inoculados con células cancerosas humanas, o bien
porque la ruta de administracion que utilizamos (intravenosa) logré6 una mayor
concentracion de enzimas en suero que la conseguida en los otros reportes
(administracién subcutanea o rectal).

Trejo-Becerril observd que el sobrenadante de células SW480 tratado con DNasa | y
proteinasa K evitdé la transformacion de células iniciadas y la formacién de tumores
cuando éstas eran inoculadas en ratones inmunocompetentes. De igual forma, sus
experimentos sugirieron que la administracién intramuscular de la DNasa | e
intraperitoneal de la papaina, tripsina y quimiotripsina disminuye la formacion de tumores
(Trejo-Becerril et al. 2015). A pesar de que se apuntaba al exDNA como el principal
causante, se necesitaba demostrar que el tratamiento disminuia los niveles de exDNA y
proteinas asociados a éste en circulacion. Este trabajo logré mostrar que el tratamiento
con estas enzimas puede disminuir los niveles de exDNA y proteinas del suero, sin
embargo, todavia queda muchas preguntas sobre el mecanismo de estas enzimas y mas
aun sobre el del exDNA en la progresién tumoral. Por ello tomando en cuenta los reportes
consultados durante la elaboracion de esta tesis y los resultados obtenidos en la misma,
planteo dos procesos que podrian estar ocurriendo en el modelo de los ratones desnudos
tratados con las cuatro enzimas.

1) Inhibicién de transferencia horizontal

Actualmente se sabe que los pacientes con cancer tienen un incremento en sus
niveles de exDNA y que parte de este DNA que se encuentra en circulacion
contiene secuencias mutadas de DNA que provienen muy posiblemente del tumor
primario (Kopreski et al. 1997; Jahr et al. 2001; Anker, Mulcahy, and Stroun 2003;
Diehl et al. 2008; Guadalajara et al. 2008; Holdenrieder et al. 2008; Gahan 2010;
Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011; Mittra 2015; Ocafa et al. 2016). Aunque el
mecanismo por el cual este exDNA llega a la circulacion es incierto, varios autores
han sugerido que proviene de células cancerosas y que éste tiene la capacidad de
transferirse al nucleo de células susceptibles, en muchos casos promoviendo su
transformacion (Anker et al. 1994; Garcia-Olmo 1999; Holmgren et al. 1999;
Bergsmedh et al. 2001; Garcia-Olmo et al. 2010; Gonzalez-Masia et al. 2011). En
este trabajo se demostré que la administracion de DNasa | y otras enzimas,
disminuyd los niveles de exDNA y proteinas séricas. Por ello, sugerimos que en
nuestro modelo, la disminucion en los niveles de exDNA y de proteinas asociadas a
éste por la administracion diaria de las enzimas, podria haber interferido con la
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transferencia horizontal de secuencias oncogénicas y la transformacion
subsecuente de otras células. Este mecanismo también podria explicar el
decremento de la tasa de crecimiento del tumor y su subsecuente desaparicion
(Figura 13 y Tabla 2). Esta idea es apoyada por los trabajos de Laktionov en el que
observé que el tratamiento con tripsina inhibe la incorporacién de acidos nucleicos
por las células (Laktionov et al. 1999) y el de Trejo-Becerril en el cual se demostré
que la administracion sistémica de las cuatro enzimas en un modelo de ratas
inmunocompetentes tratadas con el carcinogeno DMH, inoculadas con la misma
linea celular (SW480) o bien con ambos, disminuyé de manera importante el
numero de metastasis (Trejo-Becerril et al. 2012).

Para darle mas bases a estos argumentos, utilizando el mismo modelo y esquema
de administracién de enzimas de este trabajo, seria interesante obtener muestras
de sangre a lo largo del tratamiento y evaluar lo que sucede con los niveles de
exDNA. También seria conveniente evaluar mediante PCR cuantitativo la presencia
de secuencias mutantes especificas de la linea celular inoculada en los animales y
verificar si también hay una disminucion en los niveles de éstas en sangre. Debido
a que en nuestros experimentos solo se evalud el efecto del tratamiento en el
tamafo del tumor primario, seria interesante evaluar los niveles de proteinas
séricas, exDNA y secuencias tumor-especificas en un modelo de metastasis, ya
que se ha observado que los efectos de la DNasa | son mas importantes en el
desarrollo de metastasis que a nivel del tumor primario y también por los trabajos
que sugieren una relacion entre niveles de exDNA en pacientes y desarrollo de
metastasis.

2) Regulacion en la actividad de neutréfilos

La presencia de NETs (Trampas Extracelulares de Neutréfilos) en cancer se ha
asociado recientemente a una pobre prognosis (Berger-Achituv et al. 2013; Uribe-
Querol and Rosales 2015). Los mecanismos mediante los cuales se ha propuesto
que las NETs promueven la progresion tumoral son muchos incluidos la evasién del
sistema inmune, un incremento en la adhesion de células tumorales, el aumento en
la proliferacion celular y el desarrollo de la angiogénesis (Demers et al. 2012; Cools-
Lartigue et al. 2014; Hawes et al. 2015; Kim and Bae 2016). Es ampliamente
aceptado que en ausencia de bacterias, la formacién de NETs es causada por
algunas citocinas como el IL-8 y el TNF (Uribe-Querol and Rosales 2015), por lo
que la eliminacién de estas moléculas también resulta en la inhibicion de la
produccién de NETs. En este sentido es importante el descubrimiento de Wen, en
el que (al igual que nosotros) encontré que la administracion de DNasa | disminuye
los niveles de exDNA (posiblemente provenientes de NETs), asi como la
produccion de IL-8 a nivel RNAm y proteina (Wen et al. 2013). Dados estos
hallazgos y a que esta reportado que en ratones nu/nu hay un mayor niumero de
neutréfilos activos en comparacion con los ratones inmunocompetentes (Hazlett
and Berk 1978), es muy posible que en nuestro modelo la administracién sistémica
de DNasa | podria estar 1) destruyendo los NETs que se encuentran en circulacion
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y en el tumor, 2) evitando la produccion de novo de las mismas y 3) evitando el
desarrollo del tumor primario. Esta hipotesis es apoyada por los experimentos de
Cools-Lartigue en los que mostré que los efectos antitumorales logrados por la
DNasa | eran muy similares a los obtenidos con la administracion de inhibidores de
formacion de NETs (Cools-Lartigue and Spicer 2013).

A pesar de que las NETs tienen una influencia positiva sobre los tumores, la
presencia de neutrofilos no siempre es asociada a una pobre prognosis; de hecho
recientemente se han identificado dos grupos de neutréfilos asociados a tumores
(TANSs), la poblacion N1 que muestra funciones antitumorales y la poblacién N2 que
exhibe actividad pro-tumoral (Kim and Bae 2016). Aunque las sefales que llevan a
un grupo u otro de neutréfilos a tener alguno de los dos fenotipos son todavia
desconocidas, se ha observado que la ausencia de TGF-B aumenta el
reclutamiento de neutréfilos con una mayor actividad citotoxica hacia los tumores,
mientras que su presencia favorece el reclutamiento de la poblacion N2 (Fridlender
et al. 2009). Entonces, ya que los neutréfilos son importantes en la estimulacion de
otros linajes celulares como los macréfagos y linfocitos T, la disminucion en los
niveles de TGF-B daria lugar a la activacién del sistema inmune para la eliminacién
del tumor. A este respecto, es interesante hacer notar el efecto que tiene la
administracién de papaina, tripsina y quimiotripsina sobre los niveles de TGF-$, IL-
6, IL-1 en pacientes con cancer (Desser et al. 1997, 2001). Se sabe que estas
proteasas se unen en suero a su inhibidor y se producen complejos a-2-M-proteasa
que tienen una gran capacidad para unirse e inactivar de manera irreversible a
varias citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF- a, IFN-y y TGF-B (Lauer et
al. 2001; Wald et al. 2001), disminuyendo el estado de inflamacion sistematico. Otro
efecto interesante de la administracion de estas enzimas es que ademas tienen
efectos sobre varias células del sistema inmune, ya que se ha visto que tienen la
capacidad de estimular la capacidad citotéxica de los neutrdfilos (Zavadova et al.
1995) y acelerar la maduracién in vitro de las células dendriticas en pacientes con
cancer de ovario (Zavadova et al. 2001).

Con base en los reportes, se sugirid que la administracion las proteasas también
podria estar teniendo un efecto en el microambiente tumoral disminuyendo la
inflamacién general y promoviendo la activaciéon del sistema inmune contra el tumor
en desarrollo. Sin embargo, esta propuesta esta sustentada sobre lo reportado en la
literatura, por lo que seria necesario evaluar la concentracion de citocinas y
presencia de NETs en el tumor primario antes, durante y después del tratamiento
con estas enzimas para darle mayor solidez a estos argumentos.

Si bien se considera a las NETs como una fuente de DNA extracelular (Cools-
Lartigue and Spicer 2013; Wen et al. 2013; Cools-Lartigue et al. 2014), en éste caso
especifico es independiente del primer mecanismo propuesto, ya que el papel que
estd desempefiando este tipo de exDNA en este punto, lejos de ser el de
transformacién horizontal, es el de inmunomodulador del microambiente tumoral.

40



Es importante mencionar que dentro de la propuesta, ambos mecanismos de accion no
son mutuamente excluyentes entre si por lo que ambos podrian estarse llevando a cabo
en un mismo tiempo y espacio.

Finalmente, es importante mencionar que una de las primeras pruebas que un farmaco
tiene que completar antes de pasar a las fases clinicas y posteriormente a su lanzamiento
en el mercado, son las pruebas toxicolégicas, es decir, se tiene que demostrar que su
administraciéon no tiene efectos secundarios toxicos. Se considera que las pruebas
toxicoldgicas son las mas rigurosas, ya que del total de los farmacos que estan en fase de
experimentacion un 70% se quedan en esta etapa (DiMasi, Hansen, and Grabowski
2003), por lo cual es importante prestar atencion a los posibles efectos toxicos de un
farmaco que esta en fase de experimentacion.

En el caso de la DNasa I, su uso para el tratamiento de algunas enfermedades no es una
practica nueva ya que hay registros de su uso en pacientes con meningitis tuberculosa y
pulmonar, gota, abscesos de pulmoén y otras condiciones bacterianas supurantes. Un
aspecto que hay que hacer notar es el que la administracion intravenosa de la DNasa |
bovina fue muy bien tolerado, inclusive cuando las dosis usadas alcanzaban los millones
de Unidades (Johnson, Goger, and Tillet 1954; Ayvazian and Ayvazian 1960). En la
actualidad, hay una DNasa | recombinante humana que se vende en el mercado desde
hace mas de 20 afios bajo el nombre comercial de Pulmozyme® (F. Hoffmann-La Roche
SA, Basilea, Suiza) y es utilizada para tratar a pacientes con fibrosis cistica (Wagener and
Kupfer 2012). En nuestro caso, realizamos curvas de Dosis Maxima Tolerada (DMT) en
ratones BALB/c con dosis de 10, 50 y 100 veces mas de las empleadas en el
experimento sin registrar muerte alguna (Anexo 3A).

En el caso de la papaina, realizamos pruebas de DMT y encontramos que la
administracién intravenosa de concentraciones muy altas tiene un efecto deletéreo sobre
los animales (Anexo 3B). Estudios de sangre demostraron que hay un alargamiento de los
tiempos de coagulacién, posiblemente por la degradacion de las proteinas involucradas
en la cascada de coagulacion (Anexo 4 y 5). Estos hallazgos son similares a los
encontrados en conejos, a los cuales se les administr6 de manera intravenosa altas
concentraciones de papaina (Monkhouse 1955). Sin embargo, también es importante
mencionar que la combinacién de tripsina, quimiotripsina y papaina activas son
componentes del medicamento comercial Wobe-Mugos® (Mucos Pharma GmbH,
Geretsried, Germany), usada actualmente para disminuir procesos inflamatorios crénicos,
como los presentados en pacientes con cancer durante la radioterapia y quimioterapia.
Este medicamento ha sido administrado a humanos en dosis iguales a las que nosotros
empleamos en los animales, sin provocar serios problemas a la salud, ya que en estos
estudios solamente en el 3.6% de los casos, los pacientes presentaron problemas
moderados que desaparecieron una vez que se suspendioé el medicamento (Popiela et al.
2001; Sakalova et al. 2001). Tampoco en nuestro modelo observamos que los ratones
inmunodeficientes fueran afectados por la administracion diaria del tratamiento, por lo que
Su uso bajo este esquema de administracion y dosis son seguros.
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Para concluir, si el mecanismo de accion de estas enzimas es o0 no el propuesto en este
escrito, este trabajo probé que ambas enzimas tienen un efecto antitumoral notable y
dado que su toxicidad no es alta, su aplicacién como un farmaco anticancerigeno podria
ser factible en el futuro.
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CONCLUSIONES

*

El tratamiento enzimatico en conjunto, y no por separado, de DNasa |, papaina,
tripsina y quimiotripsina disminuye los niveles de exDNA en el suero de personas
sanas y pacientes con cancer in vitro.

La proteasa con una mayor actividad proteolitica en suero es la papaina, mientras la
actividad catalitica de la tripsina y la quimiotripsina es limitada debido a proteinas
endogenas del suero.

La administracion sistémica de las cuatro enzimas, disminuye los niveles de exDNA y
proteinas séricas in vivo.

La administracion continua de la mezcla de estas enzimas, y no por separado,
disminuye el tamafo tumoral de manera notable, presumiblemente mediante la
disminucion del exDNA.

Ningun animal, con los esquemas de tratamiento empleados en el trabajo, mostro
sintomas de toxicidad aparente por la administracion continua de las enzimas.

Este trabajo ha sido publicado en la revista “Integrative Cancer Therapies”. Se anexa
articulo.

PERSPECTIVAS

*

Utilizando el modelo de ratén inmunoincompetente:
o Determinar la dinamica de los niveles totales y tumor-especificos
(mutaciones en K-ras) del exDNA en el suero a lo largo del tratamiento
o Examinar la presencia de neutréfilos en circulacién
o Revisar la presencia de NETs en el TME

Evaluar el desarrollo de metastasis después del tratamiento con la mezcla de
enzimas, en un modelo de metastasis

Evaluar el perfil de citocinas antes y después del tratamiento, en especial de IL-8 y
TGF-B

Hacer un estudio completo de toxicidad por tratamiento con la mezcla de enzimas.

Evaluar la farmacocinética y farmacodinamica de las cuatro enzimas.
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Abstract

Background. Cell-free DNA circulates in cancer patients and induces in vivo cell transformation and cancer progression in
susceptible cells. Based on this, we hypothesized that depletion of circulating DNA with DNAse | and a protease mix could
have antitumor effects. Study design. The study aimed to demonstrate that DNAse | and a protease mix can degrade in vitro
DNA and proteins from the serum of healthy individuals and cancer patients, and in vivo in serum of Wistar rats,. Moreover,
the antitumor effect of the systemically administered enzyme mix treatmentwas evaluated in nude mice subcutaneously
grafted with the human colon cancer cell line SW480. Results. The serum DNA of cancer patients or healthy individuals
was almost completely degraded in vitro by the enzymatic treatment, but no degradation was found with the enzymes
given separately. The intravenous administration of the enzymes led to significant decreases in DNA and proteins from rat
serum. No antitumor effect was observed in immunodeficient mice treated with the enzymes given separately. In contrast,
the animals that received both enzymes exhibited a marked growth inhibition of tumors, 40% of them having pathological
complete response. Conclusion. This study demonstrated that systemic treatment with DNAse | and a protease mix in rats
decreases DNA and proteins from serum and that this treatment has antitumor effects. Our results support the hypothesis
that circulating DNA could have a role in tumor progression, which can be offset by depleting it. Further studies are
needed to prove this concept.
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absence of experimental models accounting for the systemic
nature and complexity of the phenomenon.

The current paradigm in cancer progression is that it
occurs via vertical gene transfer; this means that the off-
spring of an initiating tumor cell inherit the genetic and epi-
genetic alterations leading to tumor progression. This
model, however, ignores that horizontal or lateral transfer

Introduction

The current model for developing new cancer drugs is based
on targeting specific molecular alterations in tumors. In gen-
eral, this approach has yielded modest improvements in sur-
vival*®; therefore, it is clear that although efforts must
continue in this direction, new paradigms of cancer treatment
are needed. So far, most research in malignant tumors is
directed toward understanding how cancer cells grow and
metastasize, though most recently, the tumor microenviron-
ment, which comprises immune cells, vascular cells, lym-
phatic endothelial cells, and cancer-associated fibroblastic
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cells, is also the focus of intense research.* Beyond tumor
cells and the microenvironment, we suggest the presence of a
so-called malignant circulome, which may serve as a source
of systemic circulating molecules that could modulate tumor
growth. However, it is yet uncharacterized because of the
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of DNA, which is carried out by almost all cell types,
including tumor cells, may potentially act as an endocrine
or paracrine messenger, able to affect the functionality of
recipient cells.®Increasing evidence suggests a key role for
these messengers, which have been characterized as exo-
somes, microvesicles, apoptotic bodies, and virtosomes.”
Regardless of how extracellular DNA is present in circula-
tion, it has been proposed that circulating DNA could par-
ticipate in the development of metastases via passive
transfection-like uptake of such nucleic acids by susceptible
cells.’® In 1994, Anker et al' first demonstrated that the
supernatant of cultured human colon cancer cell line SW480
was able to transform recipient immortal murine NIH3T3
cells, which acquire human mutated K-ras. Transformation
of these recipient cells by plasma of colon cancer patients
has been reported as well."? Our research group has con-
firmed that the supernatant of malignant cells and serum of
patients with cancer transform immortalized murine cells
and that this process is associated with transfer of DNA.
Interestingly, we demonstrated that the depletion of DNA in
either supernatant or serum requires the concomitant use of
DNAse | and proteases because the circulating DNA is pro-
tected from DNAse for its association with lipoproteins in
virtosomes® and that its depletion offset its transforming
ability in vitro. In addition, we have demonstrated tumor
progression in immunocompetent rats xenografted with
human colon cancer cells as a source of circulating DNA,
which were pretreated with the carcinogen dimethylhydra-
zine. Furthermore, there was a suggestion that systemic
treatment with DNAse | and proteases prevents tumor pro-
gression in these rats.** Here, we demonstrate that the sys-
temic treatment with DNAse | and proteases has an
antitumor effect in a model of nude mice grafted with a
human malignant cell line.

Material and Methods

Serum Collection and Preparation From Healthy
Women and Breast Cancer Patients

Sera were extracted from the blood of 4 women with breast
cancer aged 40, 43, 45, and 49 years and 4 healthy women
aged 38, 42, 47, and 38 years. Blood was obtained from a
peripheral vein in 2 vacutainer tubes (Becton Dickinson,
368162) containing clot-activation additive and a barrier
gel to isolate serum. The blood was kept at 4°C, processed
within 2 hours, and centrifuged at 400g for 20 minutes
(Biofuge primo R, Heraeus) at room temperature; serum
was collected and passed through a 0.45-um filter
(Sartorius, 16555) to remove cells. The samples were
stored at —80°C for subsequent assays. Blood samples were
obtained with written consent from source patients and
healthy donors.

In Vivo Experiments in Rats

Male Wistar rats weighing 250 to 300 g (HSD: Wistar,
Harlan Laboratories) were divided into 2 groups of 4 ani-
mals each. Group 1 was inoculated (in each flank) subcuta-
neously with 2 x 10° C6 cells (C6 rat glioma cell line from
ATCC) resuspended in 100 pL of serum-free culture
medium (DMEM-F12). Group 2 corresponded to the con-
trol group, which was not inoculated with cells. Sizes of
tumors were measured with an electronic caliper, and tumor
volume was calculated using the following formula: V
(mm®) = axb®x (n/6), where V is the volume, a the major
diameter, and b the minor diameter. Extraction of serum of
rats was performed by bloodletting from the tail caudal vein
cannulation. Immediately, 500 pL of whole blood was taken
(in tubes without anticoagulants [Terumo]), and the enzyme
treatment was subsequently administered as described
below. After treatment, 500 uL of whole blood were taken
at increasing times: 7.5 minutes, 15 minutes, 30 minutes, 60
minutes,and 6 hours. For blood samples taken at 24, 48, 72,
and 96 hours, we used the retro-orbital under light anesthe-
sia. All blood samples were incubated at 4°C for 2 hours
and then centrifuged at 4°C at 1000g for 20 minutes. Serum
was collected and filtered with a 0.45-um filter. The sam-
ples were stored at —80°C for subsequent assays.

Enzymatic Treatment of Serum In Vitro

We first determined the concentration of total protein in
serum using the bicinchoninic acid assay,'* and then, serum
was digested with the protease mix. Briefly, 100 pL of
serum was incubated first with a mixture of papain (31.25
Mg/100 pL; Sigma) + chymotrypsin (12.5 pg/100 pL;
Sigma) + trypsin (12.5 pg/100 pL; Sigma) at 37°C for 1
hour, then inactivated at 56°C for 30 minutes. Then, the
sample was incubated with DNAse | (Sigma) at a concen-
tration of 143.75 pg/100 pL for 1 hour and immediately
inactivated at 65°C for 30 minutes. The integrity of the pro-
teins present in the serum at the end of the protein degrada-
tion assay was determined by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis at 7.5% or 12.5% concentration; then, gels
were stained with Coomassie blue and photographed.

For the analysis of serum DNA, its concentration was
determined using the modified technique of Goldshtein
et al™® to measure DNA directly in serum with SYBR Gold.
Briefly, samples were diluted to 40% with PBS and were
measured in a fluorometer (excitation wavelength of 488
nm and emission wavelength of 535 nm). In addition, serum
DNA was extracted by SDS/proteinase K digestion fol-
lowed by phenol/chloroform extraction as described by
Anker et al.** Briefly, 500 pLof serum was mixed with 500
pLof a solution of SDS/proteinase K (Invitrogen) and incu-
bated overnight at 55°C. An equal volume of phenol/chlo-
roform (1:1 v/v) was added, vortexed briefly, and centrifuged
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at 800g for 10 minutes (Biofuge primo R, Heraeus). The
aqueous phase was recovered and mixed with an equal vol-
ume of chloroform and centrifuged at 800g(Biofuge primo
R, Heraeus) for 5 minutes. The aqueous phase was precipi-
tated overnight at —20°C with 1/10 volume of 7.5M ammo-
nium acetate, 1 pLof glycogen, and 2.5 volumes of 100%
ethanol and then centrifuged at 1200g(Biofuge primo R,
Heraeus) for 45 minutes. The DNA pellet was washed with
70% ethanol, air dried, and resuspended in nuclease-free
water. Extracted undigested and digested serum DNA was
electrophoresed in 1.5% agarose gel stained with GelRed
(Biotium Inc) for visualization.

Treatment In Vivo With DNAse | and Proteases

Rats with and without tumor were treated with the enzyme
mix at doses previously reported®®: papain (25 mg/kg) +
trypsin (10 mg/kg) + chymotrypsin (10 mg/kg) + DNAsel
(2.3 mg/kg). The mean tumor volumes of tumor-bearing
rats were 1421 + 812 mm?® (left tumor) and 1665.06 *
673.34 mm?® (right tumor). Enzymes were administered
once through a stent in the tail vein, and blood samples from
all animals were obtained before treatment and at 7.5, 15,
30, and 60 minutes after treatment.

Antitumor Effect of Enzymes in Nude Mice

Athymic BALB/c mice (nu/nu) females (Harlan Laboratories)
of 6 weeks of age were divided into 4 groups. Each group
consisted of 6 animals injected subcutaneously with 1 x 10°
SW480 cells (human colon cancer cell line, American Type
Culture Collection) suspended in 100 pLof serum-free cul-
ture medium. The groups were as follows: (1) SW480 cells
injection as positive control; (2) SW480 cell injection plus
treatment with a protease mix (trypsin, chymotrypsin, and
papain: 5, 5, and 12.5 mg/kg,respectively)®; (3) SW480 cell
injection plus treatment with DNAse | (2.3 mg/kg)*’; and (4)
SW480 cell injection plus treatment with proteases mix plus
DNAse 1.** Treatment with DNAse | was intramuscular,
whereas the mixture of proteases was administered via the
intraperitoneal route. All enzymes were diluted with saline
solution. The enzymes were administered daily for 8 weeks
starting at day 21 after tumor implantation. Clinical signs,
weight, and tumor size were registered weekly. The size of
the tumors was measured with an electronic caliper and size-
volume was estimated using the following formula: V (mm?)
= axb?x (1/6), where V is the volume, a the major diameter,
and b the minor diameter. At the end of the treatment period,
mice were killed humanely, and tumors were removed; in
the absence of tumor, the entire site of implantation was sec-
tioned (at least 3 tissue sections) and processed for routine
histopathological analysis with hematoxylin and eosin stain.
Pathological complete response was defined as the absence
of viable tumor cells. An identical experiment using the

same number and groups of animals was repeated to confirm
the findings. The tumor growth curve includes the 12 ani-
mals by group because the results of the 2 experiments were
quite similar. Ethical approvals were obtained from the
Institutional Research Ethics Board for blood human sam-
ples and the Animal Care Committee.

Results

In Vitro Degradation of DNA and Proteins in
Serum From Healthy Individuals and Cancer
Patients

Previous studies have shown that supernatant DNA can be
degraded by in vitro treatment with a combination of DNAse
I and proteases. Figure 1A confirms that serum DNA of
healthy individuals is almost completely degraded by com-
bining DNAse | and proteases (P<0.001), whereas DNAse |
alone induces no or minimal degradation. Interestingly, the
proteases mix alone also induced degradation, which was
inferior to that achieved by both types of enzyme but still
statistically significant (P<0.001). A very similar picture
was observed when the serum of breast cancer patients was
digested as above, indicating that DNA degradation occurs
to the same degree, whether the serum comes from healthy
individuals or cancer patients. It can be observed that the
basal concentration of DNA in cancer patients was higher as
compared with healthy individuals (P<0.005; Figure 1B). To
corroborate these findings, DNAwas extracted from digested
and undigested serum and run in agarose gels. As can be
seen in FigurelC, lane 1 shows that most DNAwas degraded,
as compared with undigested serum in lane 2.

The protease mix also degrades serum protein as could be
expected, and Figure 2A demonstrates that serum proteins
from healthy individuals showed a significant decrease
(P<0.01), as measured by the bicinchoninic method (similar
results observed in the serum of cancer patients, Figure 2B).
The decrease was corroborated in acrylamide gels, which
showed the pattern of degradation in healthy individuals and in
cancer patients (Figures 2C and 2D). Interestingly, the effect is
most noticeable in the electrophoretic analysis, which shows
almost complete degradation, whereas the measurement by the
bicinchoninic method in both healthy individuals and cancer
patients shows only about half the degree of reduction.

In Vivo Degradation of DNA and Proteins in
Serum of Rats With and Without Tumors

As we have hypothesized that the circulating DNA in vivo is
responsible for tumor progression in the rat model,”* we
wanted to determine whether the systemic treatment of rats
with both DNAse | and the protease mix (papain, chymotryp-
sin, and trypsin) administered by the intravenous route is active
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Figure 1. A. DNA concentration in serum of healthy subjects (DNAc), treated in vitrowith the enzyme mix. Control serum without
enzymatic treatment (C); C + papain (31.25 mg/100 mL; P) + chymotrypsin (12.5 mg/100 mL; CT) + trypsin (12.5 mg/100 mL; T); C +
DNAse | (143.75 mg/100 mL; D); Dunnett’s test. B. As in Figure | A but in the serum of the breast cancer patients (Dunnett’s test). C.
Agarose gel electrophoresis of purified DNAc from the serum of a breast cancer patient. The serum from a breast cancer patient was
treated in vitro with the enzyme mix and then purified and gel electrophoresed.

Abbreviations: MW, molecular weight marker; |, serum of patient with breast cancer; 2, serum of patient with breast cancer, treated with papain
(31.25 mg/100 mL) + chymotrypsin (12.5 mg/100 mL) + trypsin (12.5 mg/100 mL) + DNAse | (143.75 mg/100 mL).

in reducing circulating DNA and proteins from serum. As
shown in Figure 3A, the treatment led to a mild but statistically
significant reduction starting at 7.5 minutes, which further
decreased almost to half the concentration at 15 minutes, and
then reaching almost basal levels at 30 and 60 minutes. As
observed in the in vitro digestion of serum (Figures 1A and
1B), in vivo treatment also statistically significantly reduced
serum DNA in the rats bearing C6 glioma tumors. In this case,
the maximum decrease was observed at 7.5 minutes. It should
also be noted that basal serum DNA was higher in the tumor-
bearing rats as compared with normal rats (P>0.2; Figure 3B).

The effect of the enzymatic treatment on serum pro-
teins was also evaluated in rats. As shown in Figure 4A,
when protein concentration was measured by bicincho-
ninic acid there was a decrease starting at 7.5 minutes,
reaching an almost one-third reduction at 15 minutes,and
then restoring to close-to-basal levels; all these differences
were statistically significant. These changes were well
correlated when proteins were analyzed by gel electropho-
resis (Figure 4B) at these time points. Similar effects on
proteins were shown in the rats bearing the C6 xenograft
(not shown). These data clearly demonstrated that the
enzyme combination of DNAse | and the protease mix
administered systemically decrease circulating serum
DNA and serum proteins.

Antitumor Effect of the Enzymatic Treatment in
Nude Mice

To demonstrate whether the enzyme combination could
have antitumor effects, nu/nu mice injected with human
colon cancer cells were treated with the enzyme combina-
tion systemically. All mice developed measurable tumors.
Figure 5 shows that whereas no difference in tumor growth
was observed with DNAse | alone or the protease mix alone
as compared with controls, the animals that received both
DNAse | and proteases exhibited a marked growth inhibi-
tion of tumors starting at day 21 of treatment (P = 0.011). In
fact, 40% (5 out of 12 mice) had a pathological complete
response as evaluated with 3 tissue sections. Under these
conditions of evaluation, no viable tumor cells and only
minimal fibrosis were found. All tumors showed epithelioid
histology, and in those treated with the protease mix and
DNAse I that did not have complete pathological response,
the percentage of necrosis varied between 80% and 90%,
and there were scattered viable tumor cells surrounded by
stromal atypia and lymphoid infiltrate. Tumors from the
protease mix alone exhibited a necrosis percentage between
10% and 30%, whereas in those treated with DNAse | alone,
the percentages varied between 5% and 20%, and no
changes in stroma were observed.
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Figure 2. A. Protein concentration in serum of subjects treated in vitrowith the enzyme mix. C: serum from healthy subjects;
P+CT+C: control serum treated with papain (31.25 mg/100 mL; P) + chymotrypsin (12.5 mg/100 mL; CT) + trypsin (12.5 mg/100 mL;
T); Dunnett’s test.B. As in Figure | A but in the serum of breast cancer patients (Dunnett’s test). C. Polyacrylamide gel electrophoresis
of the serum samples treated in vitrowith the enzyme mix; serum from healthy subjects. D. Polyacrylamide gel electrophoresis of the
serum samples treated in vitrowith the enzyme mix; serum from breast cancer patient.

Abbreviations: MW, molecular weight marker; |, untreated serum; 2, serum treated with papain (31.25 mg/100 mL) + chymotrypsin (12.5 mg/100 mL)

+ trypsin (12.5 mg/100 mL).

No differences in weight were observed among the
groups. Basal and final weights from untreated tumor-bear-
ing mice were 27.73 + 2.20 g and 28.2 + 2.97 g, whereas
these were 26.82 £ 2.99 g and 26.36 + 2.29 g in mice treated
with the enzyme combination. It is important to note that
this experiment was done twice under identical conditions,
and because the results were very similar, the tumor growth
curve is shown in a single figure.

Discussion

The results of this study show that the systemic administra-
tion of DNAse | and a protease mix containing trypsin, che-
motrypsin, and papain decreases the levels of DNA and
proteins in rats and that the enzymes have antitumor effects
in nude mice xenografted with a human colon cancer cell
line.

The rationale for use of the enzyme combination (prote-
ase mix and DNAse 1) was supported by our results in vitro
and in vivo. As shown in Figures 1A, 1B, and 1C, the
results clearly suggest the more effective degradation of
serum DNA with the combination as compared with either
proteases or DNAse | alone, supporting the view that circu-
lating DNA is protected from DNAse for its association
with lipoproteins in virtosomes.® The results in serum DNA
depletion in both healthy and tumor-bearing rats, as shown
in Figure 3, indicate that the enzyme combination is active
in vivo, though it is important to undertake pharmacoki-
netic and pharmacodynamic studies of both DNAse | and
proteases in vivo to better understand the kinetics of reduc-
tion in DNA in normal and tumor-bearing hosts. This
would help explain why there is an apparent difference in
the kinetics of DNA reduction (maximum decrease at 15
minutes in healthy and 7.5 minutes in tumor-bearing rats).
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Figure 3. A. DNA concentration in serum of Wistar rats treated with the enzyme mix (papain: 25 mg/kg + trypsin: 10/kg +
chymotrypsin: 10 mg/kg + DNAse I: 2.3 mg/kg). Blood samples were taken at 4 different time intervals after treatment. B. DNA
concentration in serum of Wistar rats with tumor treated with the enzyme mix (papain: 25 mg/kg + trypsin: 10 mg/kg + chymotrypsin:
10 mg/kg + DNAse I: 2.3 mg/kg). Blood samples were taken at 5 different time intervals after treatment.

Abbreviation: 0, untreated control serum (Dunnett’s test).
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Figure 4. A. Protein concentration in serum of Wistar rats treated with the enzyme mix (papain: 25 mg/kg + trypsin: 10 mg/kg +
chymotrypsin: 10 mg/kg + DNAse I: 2.3 mg/kg). Blood samples were taken at 4 different time intervals after applying the treatment.
B. Polyacrylamide gel at 12.5% from Wistar rats that were treated with the enzyme mix (papain: 25 mg/kg + trypsin: 10 mg/kg +
chymotrypsin: 10 mg/kg + DNAse I: 2.3 mg/kg) showing serum protein degradation. Blood samples were taken at 4 different time

intervals after applying the treatment.
Abbreviation: 0, untreated control serum (Dunnett’s test); MW, molecular weight marker.
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Figure 5. Antitumor effect of the enzymatic treatment in
athymic mice. The graph shows the effect on the tumor size

in tumor-bearing mice treated with the enzyme mix (papain:
12.5 mg/kg + trypsin: 5 mg/kg + chymotrypsin: 5 mg/kg +
DNAse I: 2.3 mg/kg). Statistically significant differences were
found between the untreated group versus the protease mix
plus DNAse | mix (P = 0.011) group but not against the groups
treated with either DNAse | alone or protease mix alone
(Student’s t test).

On the other hand, the biological meaning of serum protein
reduction in rats after the enzyme treatment is unknown.
Nevertheless, the fact that these enzymes degrade DNA
and proteins in vitro and in vivo suggest that the antitumor
effect could be related to depletion of circulating DNA.
The fact that treatment of mice with proteases only did not
exhibit antitumor effects further suggests that circulating
DNA could be mostly responsible for the phenomenon.
Nevertheless, our findings are solely hypothesis generating
because no experimental data are provided to demonstrate
that, indeed, the depletion of circulating DNA led to tumor
reduction.

A number of studies have demonstrated the ability of
extracellular DNA from cell culture supernatant, serum/
plasma, or apoptotic bodies to horizontally drive transfor-
mation and tumorigenesis. Using supernatant of cultured
SW480 cells Anker et al*! showed NIH3T3 transformation
associated with mutant K-Ras transfer.Garcia-Olmo et al*?
observed cell transformation and tumorigenesis of
NIH3T3 “passively” transfected with human plasma of
colon cancer patients. In addition, they showed that plasma
from healthy individuals was unable to do so. Similar
results have been obtained using apoptotic bodies as a
source of exogenous DNA. Bergsmedh et al*” used H-ras/
human c-myc-transfected rat fibroblasts as donor and
mouse embryonic fibroblasts as recipient cells, whereas
Gaiffe etal® demonstrated cell transformation using
human papillomavirus—positive cervical cancer cells and
human mesenchymal cells as source and recipient cells,
respectively. Taken together, these data suggest that
depleting the oncogenic DNA from circulation could have
antitumor effects.

To our knowledge, this is the first study evaluating the
systemic administration of this enzymatic combination
under the rationale that depleting circulating DNA could
have antitumor effects. Very early reports exist on the use of
intravenous bovine crystalline pancreatic desoxyribonucle-
ase for treating patients with meningeal and pulmonary
tuberculosis, lung abscesses, and other bacterial suppura-
tive conditions. Of note, treatment was well tolerated, even
using doses ranging in millions of units.**?° More recently,
recombinant DNAse | (rhDNAse) has also been tested.
Patients received rhDNAse at 25 or 125 pg/kg of rhDNAse
or placebo in a schedule comprising a single intravenous
dose followed by 10 subcutaneous doses. No adverse events
were registered, and serum concentrations of rhDNAse
(between 40 and 100 ng/mL) that have enzymatic activity
were achieved by substantial time periods; nevertheless, no
direct measurements of extracellular DNA were performed
in either of these studies.?* Systemic DNAse has also been
evaluated in a number of experimental systems. Alcazar-
Leyva et al”® showed that DNAse inhibits cell proliferation
in vitro, whereas in vivo, its systemic administration slows
the course of lymphatic leukemia in AKR mice? and also
prevents liver metastases in cutaneously transplanted tumor
cells in mice.**

Patutina etal™ reported that daily administration of
RNAse and DNAse, either alone or in combination, reduces
the pathologically increased level of extracellular DNA and
increased nuclease activity of the blood plasma of tumor-
bearing mice back to the level of healthy animals. This
decrease in circulating DNA, which was increased in tumor-
bearing animals, was associated with reduced formation of
metastases in 2 murine models using Lewis lung carcinoma
and HA-1 hepatoma xenografted in the thighs as well as in
a model of intravenously injected Lewis lung carcinoma
cells. The clinical use of proteases, specifically pancreatic
enzymes, has been pursued for many years. Between 1900
and 1910, at least 13 publications reported on the efficacy
of this treatment in a number of solid tumors.?® Currently,
active trypsin, chymotrypsin, and other proteases are also
components of the commercially available enzyme mix-
tures Wobe-Mugos E and Phlogenzym (Mucos Pharma
GmbH, Geretsried, Germany), which have been tested by
the oral route in cancer patients for relief of chemotherapy-
and radiation-related symptoms. There are no studies evalu-
ating possible therapeutic activities of proteases by
intravenous administration; however, it has been shown that
the subcutaneous administration of an enzyme mixture con-
taining trypsinogen, amylase, chymotrypsinogen, and traces
of the active chymotrypsin leads to a remarkable increase in
survival rate of female C57B16 mice injected subcutane-
ously with B16F10 cells.?’ Likewise, a mixture of amylase
and trypsinogen led to significantly slow growth of methyl-
cholantrene-induced tumors in mice.”® The protease mix
used in our work—trypsin, chemotrypsin, and papain—was

|25
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given by intrarectal administration, demonstrating growth
inhibition at the primary tumor, antimetastatic effect, and an
increase in survival in C57B16 mice with subcutaneous
implantation of B16F10 cells.>?"?® In this regard, our
results in the mice are noticeable because 40% of them had
complete, histopathologically evaluated eradication of the
tumor at the expense of no toxicity, as clinically and patho-
logically observed, suggesting that this treatment can be
feasible; but of course, much more work is needed before
the treatment can be clinically tested.

All together, our results support previous findings on the
antitumor effects of the combination of DNAse | and mix of
proteases; however, it is to be noted that in our model, neither
DNAse | nor the protease mix alone exhibited growth inhibi-
tion, despite the fact that the doses of DNAse | and proteases
used were similar to that in previous work.?>?"?® This result
may be related to the experimental model itself (nude mice
injected with human cancer cells), which is different from
that used in previous reports, or alternatively, because of the
administration route we used: where possible, the plasma
concentrations achieved in our model were higher.

Regarding circulating DNA, although it seems clear that
tumor cells in cancer patients shed DNA into the circulation
and that this correlates with the extent of disease,” and this
circulating DNA has neoplastic characteristics® and carries
the genetic alterations found in the primary tumor,* the bio-
logical meaning of circulating DNA is yet to be understood.
On this basis, more studies are needed to confirm that tumor-
shed DNA indeed drives tumor progression in patients. In
addition, it is important to understand how DNA travels in the
circulation to achieve its efficient depletion by pharmacologi-
cal or other means. On the other hand, the use of proteases as
cancer treatment seems counterintuitive to current knowledge
that metalloproteinases and other proteases are overexpressed
in cancer and seem to be critical for tumor invasion and metas-
tases.* However, this may not hold true in general because
phase 11 clinical trials of matrix metalloproteinase inhibitors
marimastat, prinomastat, and batimastat administered alone
or in combination with chemotherapy in patients with
advanced cancers (lung, prostate, pancreas, brain, gastrointes-
tinal tract) failed to show clinical efficacy.® In fact, the expres-
sion of certain matrix metalloproteinases, either at the primary
or the metastatic site, provides a beneficial and protective
effect in multiple stages of cancer progression.® In this sense,
it has been hypothesized that trypsin may have tumor suppres-
sive effects because it is silenced by promoter methylation,®
and several studies showed that high-grade tumors express
trypsinogen, whereas low-grade tumors harbor lower expres-
sion.*3® Furthermore, other cysteine proteases, fastuosain
and bromelain, were shown to have antitumor effects in a
B16F10 model of murine melanoma,* and other works dem-
onstrate that invitro treatment of several human cancer cell
lines with pancreatic enzymes suppresses the epithelial-mes-
enchymal transition and promotes cell differentiation.*

The field of the biological meaning of circulating DNA
as a therapeutic target is not new. However, studies on it are
very scarce, and the results of this work must be seen with
caution because we did not demonstrate that the treated
mice had a decrease in circulating DNA or changes in serum
protein levels. Nevertheless, that reduction occurred can be
suggested by the results obtained in rats, which showed a
decrease in both parameters. Again, the major weakness of
the study is that it is not mechanistic; hence, at this time, we
still do not know how the antitumor effect occurs. In sum-
mary, our results further support the concept that depleting
the circulating DNA by the use of DNAse | and a protease
mix containing trypsin, chymotrypsin, and papain, which
are needed to help DNAse | digest DNA, may have a role in
cancer treatment. Nevertheless, it is necessary first to under-
stand how circulating DNA drives tumor progression and
the pharmacokinetics and pharmacodynamics of the enzy-
matic combination resulting in serum DNA depletion. To
further complicate the picture, the effects of systemic prote-
ases most likely heavily influence tumor biology by altering
the balance between protumoral and antitumoral cytokines,
chemokines, growth factors, and other proteins.
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ANEXO

ANEXO 1. Sitios de corte de Papaina, Quimiotripsina y Tripsina.

P3 P2 P1 P1 P2

Papaina Xaa ANILNFIWIY R/IK noV Xaa
Xaa Xaa FILIY no P Xaa

Quimiotripsina Xaa Xaa w no M/P Xaa
Xaa Xaa M no P/Y Xaa

Xaa Xaa H no D/M/P/W Xaa

Xaa Xaa K/R no P Xaa

Tripsina Xaa W K P Xaa
Xaa M R P Xaa

Xaa = Cualquierresiduo
| =Sitio de corte
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ANEXO 2. Inhibicion en la actividad de Tripsina por componentes séricos. Electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) correspondientes de suero control (A) e inactivado mediante calor (B),
tratados posteriormente in vitro con concentraciones crecientes de papaina o tripsina.
Concentraciones: 1) 0.125 mg/mL, 2) 0.183 mg/mL, 3) 0.214 mg/mL, 4) 0.293 mg/mL, 5) 0.31
mg/mL, *p<0.0005
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ANEXO 3. Dosis maxima tolerada. Se utilizaron ratones BALB/c machos a los cuales
se les administré una dosis intraperitoneal Unica de DNasa | (A) o papaina (B). Para
DNasa | se hicieron 4 grupos, en los cuales se administré 2.3, 230, 1150y 2300 mg de
enzima por kg de peso del animal (mg/kg). Para papaina se hicieron también cuatro
grupos, en los que se emplearon las dosis de 25,50, 75y 125 mg/kg.
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Control | 3 Min | 30 Min 1 Hr 18 Hrs | 24 Hrs
T 1525s  +300s | +300s | +300s | +300s | 18s
TTPA 19.3s | +300s | +300s | +300s | +300s @ 205s
TP - - - - - -

ANEXO 4. Aumento en los tiempos de coagulacion posteriores a la administracion
de papaina. Se utilizaron once ratones BALB/c, los cuales fueron administrados via
intraperitoneal con papaina (25 mg/kg) y sacrificados a diferentes tiempos para
obtener sangre. Los sueros se llevaron al laboratorio clinico del Instituto Nacional de
Cancerologia y en un analizador de coagulacion (Sysmex CA-1500) se evaluaron los
tiempos de protrombina (TP), tiempos de tromboplastina parcial activada (TTPA) y
tiempo de trombina (TT). Por ratdon se utilizaron 500 pL de suero se para evaluar los
tres parametros.

A 12.5mg/kg B 25 mg/kg
[kDa] MPM C 12 24 48 h [kDa] MPM 12 24 48 h
250 | ¥ . ‘ —— 250 by BB
130 130 = P==-

100 100 . == BN

70 70 | .. ‘

55 55 & 4

35 35

25

25

- : 15

ANEXO 5. Degradacion de proteinas de suero de ratones BALB/c por accion de
papaina. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de suero de ratones
administrados intraperitonealmente con papaina; (A) 12.5 y (B) 25 mg/kg. Las
muestras de suero fueron obtenidas 12, 24 y 48 h posterior a la administracion.
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ANEXO 6. Resultados de la prueba ANOVA-Tukey [Concentracion DNA]

Sujetos Sanos

Pacientes con Cancer de Mama

Resumen ANOVA
F 73.64
P valor < 0.0001

Las diferencias entre los
promedios son

Resumen ANOVA
F 67.90
P valor < 0.0001

. Si
estadisticamente l
significativas? (P < 0.05)

R2 0.9485

Las diferencias entre los
promedios son

Comparacion Multiple Tukey

L. Si
estadisticamente l
significativas? (P < 0.05)

R2 0.9444

Comparacion Multiple Tukey

A?Lrgilac:iro ¢Significativo?
Cvs. PQT 0.0010 Si
Cvs.D 0.3277 No
Cvs. PQTD < 0.0001 Si
PQTvs. D 0.0203 Si
PQTvs. PQTD <0.0001 Si
D vs. PQTD < 0.0001 Si

AI;U\;:;ZL Significativo?
Cvs. PQT 0.0005 Si
Cvs.D 0.1679 No
Cvs. PQTD < 0.0001 Si
PQT vs. D < 0.0001 Si
PQT vs. PQTD 0.0017 Si
D vs. PQTD < 0.0001 Si
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ANEXO 7. Resultados de la prueba ANOVA-Tukey [Integridad proteinas]

Sujetos Sanos

Pacientes con Cancer de Mama

Resumen ANOVA
F 21.86
P valor < 0.0001
Las diferencias entre los
promedios son 5i
estadisticamente
significativas? (P < 0.05)
R? 0.8644

Comparacion Multiple Tukey

Resumen ANOVA
F 31.05
P valor < 0.0001
Las diferencias entre los
promedios son Si
estadisticamente
significativas? (P < 0.05)
R2 0.8717

A?Lrgilac:iro ¢Significativo?
Cvs. P < 0.0001 Si
Cvs. Q 0.9993 No
Cvs. T 0.9991 No
Cvs. PQ 0.0003 Si
Cvs. PT 0.0002 Si
Cvs. TQ 0.9987 No
Cvs. PQT < 0.0001 Si
Pvs.Q < 0.0001 Si
Pvs. T < 0.0001 Si
Pvs. PQ 0.7584 No
Pvs. PT 0.8154 No
Pvs. TQ < 0.0001 Si
Pvs. PQT 0.9999 No
Qvs. T >0.9999 No
Qvs. PQ 0.0011 Si
Qvs. PT 0.0008 Si
Qvs. TQ 0.9437 No
Qvs. PQT < 0.0001 Si
Tvs. PQ 0.0011 Si
Tvs. PT 0.0009 Si
Tvs. TQ 0.9383 No
Tvs. PQT < 0.0001 Si
PQvs. PT >0.9999 No
PQvs. TQ < 0.0001 Si
PQvs. PQT 0.9340 No
PTvs. TQ < 0.0001 Si
PT vs. PQT 0.9596 No
TQ vs. PQT < 0.0001 Si

Comparacion Multiple Tukey

A?L}Z:Lc:iro ¢Significativo?
Cvs. P < 0.0001 Si
Cvs. Q 0.9562 No
Cvs. T 0.9969 No
Cvs. PQ < 0.0001 Si
Cvs. PT < 0.0001 Si
Cvs. TQ 0.9940 No
Cvs. PQT < 0.0001 Si
Pvs.Q < 0.0001 Si
Pvs. T < 0.0001 Si
Pvs. PQ 0.9976 No
Pvs. PT 0.9972 No
Pvs. TQ < 0.0001 Si
Pvs. PQT 0.9986 No
Qvs. T >0.9999 No
Qvs. PQ < 0.0001 Si
Qvs. PT < 0.0001 Si
Qvs. TQ 0.5971 No
Qvs. PQT < 0.0001 Si
Tvs. PQ < 0.0001 Si
Tvs. PT < 0.0001 Si
Tvs. TQ 0.8298 No
Tvs. PQT < 0.0001 Si
PQvs. PT >0.9999 No
PQvs. TQ < 0.0001 Si
PQvs. PQT 0.9059 No
PTvs. TQ < 0.0001 Si
PT vs. PQT 0.9001 No
TQvs. PQT < 0.0001 Si
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ANEXO 8. Resultados de la prueba ANOVA-Dunnett [Concentracion DNA]

Ratas Sanas Ratas Tumor

Resumen ANOVA Resumen ANOVA
F 24.94 F 104.0
P valor < 0.0001 P valor < 0.0001
Las diferencias entre los Las diferencias entre los
promedios son 5i promedios son 5i
estadisticamente estadisticamente
significativas? (P < 0.05) significativas? (P < 0.05)
R2 0.9089 R2 0.9765
Comparacion Multiple Dunnet Comparacion Muiltiple Dunnet
P Valor P Valor
o o
irseds Significativo® irseds Significativo®
Ovs.7.5 0.2930 No Ovs.7.5 < 0.0001 Si
Ovs. 15 < 0.0001 Si Ovs. 15 0.0056 Si
Ovs. 30 0.0497 Si Ovs. 30 0.4973 No
Ovs. 60 0.0074 Si Ovs. 60 0.0996 No
ANEXO 9. Resultados de la prueba ANOVA-Dunnett [Integridad Proteinas]
Ratas Sanas
Resumen ANOVA
Comparacion Multiple Dunnet
F 67.82
P Valor
g _—
P valor < 0.0001 s ¢Significantivo?
Las d|fer.enC|as entre los Ovs. 7.5 < 0.0001 Si
promedios son 5i -
estadisticamente Ovs. 15 sl =
significativas? (P < 0.05) Ovs. 30 < 0.0001 Si
R2 0.9644 0O vs. 60 < 0.0001 Si
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ANEXO 10. Resultados de la prueba t Student [Crecimiento Tumoral]

Control vs PQT Control vs D
P valor < 0.0001 P valor 0.9499
¢ Significativamente No ¢ Significativamente No
diferente? (P < 0.05) diferente? (P < 0.05)
P valor de una o dos colas Dos colas P valor de una o dos colas Dos colas
t=0.08885 t=0.06352
e df=22 e df=22
Control vs PQTD
P valor 0.0118
¢ Significativamente 5
diferente? (P < 0.05)
P valor de una o dos colas Dos colas
t=2.746
t of df=22
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