INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

ESCUELA NACIONAL DE MEDICINA
Y HOMEOPATIA

SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BIOMEDICINA MOLECULAR

EFECTO DEL ESTER FENETILICO DEL
ACIDO CAFEICO (CAPE) SOBRE LA
PROLIFERACION Y APOPTOSIS EN

VARIAS LINEAS CELULARES IN VITRO.

T ES IS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS EN LA ESPECIALIDAD
DE BIOMEDICINA MOLECULAR

PRESENTA:

MARITERE DOMINGUEZ ROJAS

MEXICO, D.F. 2008




El presente trabajo se realiz6 en los laboratorios de Microbiologia Molecular en
la Seccion de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Escuela Nacional de Medicina
y Homeopatia del IPN y en el laboratorio de Citogenética L-521 de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

La realizacion del trabajo experimental a cargo de Maritere Dominguez Rojas
fue posible gracias al financiamiento parcial de los PROYECTOS SIP 20060975 y
SIP20070313 y a que se contd con los apoyos econémicos procedentes de:

BECA DE ESTUDIOS DE MAESTRIA otorgada por el CONACYT, y por
parte del IPN de las becas: INSTITUCIONAL y la del PROGRAMA PARA LA
FORMACION DE INVESTIGADORES (PIFI), otorgadas por la Secretaria de

Posgrado e Investigacion.



El presente trabajo contd con la valiosa asesoria de los Doctores Fernando
Enriquez Rincén y Saul Villa Trevifio del Centro De Investigacion Y Estudios

Avanzados Campus Zacatenco.



I. LISTA DE FIGURAS ....oooiiiieeteeeeeee ettt 111
II. LISTA DE TABLAS ..ot \Y
L. RESUMEN ..ottt s VI
IV, ABSTRACT ...ttt VII
V. INTRODUCCION.....ccttittiienitiienitenieeeeitese ettt 1
VL CANCET ettt ettt 1

V.1.1 Biologia molecular del desarrollo y progresion del cancer ........ 1
V.1.1.1 Genes tumorales .........ccccccvueieiiieeiiieeeiie e 2
V.1.1.2 Genes promotores de tumor: los oncogenes...................... 2
V.1.1.3 Genes de supresion tumoral............cceccveeeveieeiieeniiieeninenn. 5
V.1.1.4 Genes reparadores de errores replicativos del DNA ......... 7
V2. APOPLOSIS ..enieiiieiie ettt ettt ettt ettt et steeeteesateebeesaeeebeesneaens 9
V.2.1 Caracteristicas morfologicas y bioquimicas................c........ 10
V.2.2 Mecanismos moleculares durante la apoptosis.................... 11
V.2.2.1 Via EXtrINSECaA...cccvuiiiiiiiiiiieiiiieeeceeceee e 13
V.2.2.2 Via INtriNSECa.....ceeeeeiiieeeeciiiee ettt 14
V.2.2.3 CaASPASAS..cerurireruiiieriieeniieenieeenieeerteeeireesieeesaeeesaaeeenans 15
V.2.2.4 Papel de la mitocondria ...........ccceevveeeieenieecieenieeieennen. 17
V.2.2.5 APOPLOSIS ¥ CANCET......vveeerieeeiiieeriiieeniieeerireeeireeereeeneneees 18
V.3, ANtUMOTALES......cocviiieiiieciie e e 20
V.3.1 Antitumorales de origen natural .............ccccceevviierieniieennenne. 22
VLA CAPE L.t e 23
V4.1 PTOPOLEO ....ccoueiieeieeeeeee ettt 23
V.4.2 Ester fenetilico del acido cafeico (CAPE).........ccccceeeeenneene 24
V.4.3 Modelo de hepatocarcinogénesis qUImMIca..............ceveenneenee. 25
VI. ANTECEDENTES ......ooiiiiieeeeee ettt 27
VII. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ........cccooiiiiieiieeee 28
VIII. HIPOTESIS ...ttt 29
IX. OBJETIVOS ...ttt 30
IX.1. Objetivo Zeneral .........cceeeciieriiiiiieiieeie et 30
[X.2. Objetivos partiCulares..........cc.eecveereeeieerieeieeniesieesieeereeseeeeveens 30

INDICE



X. MATERIALES Y METODOS.......ooiiiiiieieeeeeeeeeeee e 31

X.1. Lineas celulares ..........cccoeiuiiiiiiiiiiiieiiieieeeee e 31

X.2. Cuantificacion de proliferacion celular ..........cocoocevviniiniicnnene 32

X.3. DetecciOn de APOPLOSIS ...ccveerureeueerieeiienieeniieeieenieeereesiaeereenenes 33

X.3.1 Tincién de anexina V-FITC/yoduro de propidio..................... 33

X.4. Intercambio de cromatidas hermanas .........c..ccocceeeveeniiinceniennen. 35

XI. RESULTADOS ...ttt ettt ae e snnens 39
XI.1. Determinacion de la proliferacion celular a diferentes

concentraciones del CAPE ..o 39

XI.2. Ensayo de apoptosis por la tincién con anexina V-FITC............ 43

XI.3. Resultados de la prueba de intercambio de cromatidas hermanas51

X1.3.1 Ensayo GENOtOXICO ..cuvveeuvieruieerieniieeieenireeiieseeeeseesneeeneenens 51

XI.3.1.1 Frecuencia de ICH.......ccccoieviriiniiniicienieeceseeee, 51

X1.3.1.2 Indice MItOtCO ..vvouvrverererreirreircriieeesee e 52

X1.3.1.3 Cinética de proliferacion celular: indice de replicacion 53

X1.3.2 Ensayo ANtiZeNOtOXICO ....ccvueeruveerueeeiieniieeiieeiieenieeseeenieeeene 54

XI1.3.2.1 Frecuencia de ICH.......cccccoieviiiinienicicnieccecceen 54

X1.3.2.2 Indice MItOtCO ..vvouvrvernreereirriieeeieeesee s 56

X1.3.2.3 Cinética de proliferacion celular: indice de replicacion 57

XII. DISCUSION ...ttt ettt ae s e sseenseeeeenes 59

XIII. CONCLUSIONES ...ttt 68

XIV. PERSPECTIVAS ..ottt 69

XV. BIBLIOGRAFTA ......ooieieeeeeeee et 70

II



I. LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fases del desarrollo tumoral ............cccoeoiiiiiiiiiiniiiiee e 8

Figura 2. Cambios morfoldgicos durante la apoptosis .........ccccevvereeruervenneenne. 11
Figura 3. Via extrinseca de 1a apoptoSiS........ccevveerieerirerieenieeiieeie e 13
Figura 4. Via intrinseca de 1a apoptosis........cccveevuieerciieeniieeniee e 14

Figura 5. Estructura Tridimensional de las caspasas 9 y 3 respectivamente.... 15
Figura 6. Proteolisis y activacion de las caspasas .........cccceeevveeveeniereeneeneennne. 16
Figura 7. Esquema representativo de las 12 caspasas descritas en humanos ... 17
Figura 8. Estructura quimica del CAPE ...........oooiiiiiiieeeeeeeee e 23
Figura 9. Representacion de un andlisis por citometria de flujo con células
marcadas con yoduro de propidio y anexina-FITC ...........c..ccccceuenee. 34
Figura 10. Esquema que muestra la tincion diferencial entre las cromatidas
hermanas al adicionar BrdU en tres ciclos celulares. ...........ccccccceeueee. 37
Figura 11. Representacion de los intercambios entre cromdatidas hermanas....37
Figura 12. Diagrama de flujo del procedimiento experimental
ESQUEMATIZAAO ..eeevevieeiiieeiiieeiee et e et e e tee e ree e e e e e e e 38
Figura 13. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
HeLa pre-tratadas con CAPE ........c.ccocoiiiiiiniiccee 40
Figura 14. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
VERO pre-tratadas con CAPE .........coooiiiiiiiieceeeeeee, 40
Figura 15. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
JURKAT pre-tratadas con CAPE ........cc.cociviiiiniiniiiiecceeeee, 42
Figura 16. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
K562 pre-tratadas con CAPE .........ccoiiiiiiiiiiiieeeeeee 42
Figura 17. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la induccion de
apoptosis en células JURKAT .........ccoovieiiiiiiieeeeeeeee e 44
Figura 18. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la induccion de
apoptosis en células células mononucleadas de sangre periférica........ 46
Figura 19. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la induccion
de apoptosis en cé€lulas HeLa..........cccovveviiiiniiiiinieeeeceeeeeeee 49
Figura 20. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la induccion
de apoptosis en células VERO..........cccoooiiiiiiiiiiiieieceeeeeeee 50

Figura 21. Frecuencia de ICH en los tratamientos con CAPE ......................... 52

III



Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.

indice Mitético de los tratamientos con CAPE...........cc.cocoovven.... 53
Indice de Replicacion de los tratamientos con CAPE..................... 54
Porcentaje de inhibicion de ICH del CAPE retado con ifosfamida 55
indice Mitético del ensayo de antigenotoxicidad..............c...co........ 56
indice de Replicacion del ensayo de antigenotoxicidad ................. 57
Metafase en primera diviSION.........cccuveerveeerieeeiiee e evee e 58
Metafase en segunda diviSION ..........cceeveeeiienieniiienieeieeee e 58
Metafase en tercera diviSION .........cceeeeveerieneenenieneeieeeeneeee e 58

1Y%



Il. LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Descripcion de ONCOZENES .....cccveveevieeriieeiieeriieeeieeeeieeesreeeevee e 4
Tabla 2. Descripcion de Genes Supresores de tumor.............ceeeveeeeeneeniennnen. 6
Tabla 3. FArmacos antineoplasiCoS.......ccueerueieviieriieeiiienieeiieree et 20
Tabla 4. Compuestos antitumorales provenientes de plantas.............c..c.......... 22
Tabla 5. Composicion promedio del propoleo .........ccoveevvveevieeeciieeiieeeieeee, 23

Tabla 6. Resultados del porcentaje de inhibicidon de la proliferacion en células
HeLa y VERO pre-tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE a
24 y 48 hrs. de INCUDACION .......ccueeeiieiieeiiieiieeie et 39
Tabla 7. Resultados del porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
JURKAT y K562 pre-tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE
a 24 hrs. de INCUDACION .....c.eevuiiiiiiiriieieeceeee e 41
Tabla 8. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células JURKAT
tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE.............c...c.ce.e. 43
Tabla 9 Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células mononucleadas de
sangre periférica tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE .45
Tabla 10. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células HeLa tratadas
con las diferentes concentraciones de CAPE ..o, 47

Tabla 11. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células VERO

tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE ...........c..cccccccl. 48
Tabla 12. Frecuencia de ICHs por metafase en cultivo de linfocitos............... 51
Tabla 13. Indice Mitdtico observado en cultivos de linfocitos humanos......... 52

Tabla 14. Indice Replicacion observado en cultivos de linfocitos humanos....53
Tabla 15. Indice de inhibicion del CAPE retado un ifosfamida....................... 55
Tabla 16. indice Mitotico observado en cultivos de linfocitos humanos......... 56

Tabla 17. Indice Replicacion observado en cultivos de linfocitos humanos....57



I11. RESUMEN

Los medicamentos que actualmente se proponen en el tratamiento de tumores
presentan complicaciones en su uso, tales como un estrecho margen terapéutico, su
elevada toxicidad y que pueden inducir la aparicion de resistencia de las células
tumorales. Por esta razon se ha promovido internacionalmente la biisqueda de nuevas
moléculas antitumorales de origen natural. Una molécula que ha mostrado actividad
antitumoral es el éster fenetilico del acido caféico (CAPE), que es el principio activo
mas importante del propdleo.

En estudios previos in vivo, empleando ¢l modelo de hepatocarcinogénesis
inducida en rata, se observd que en los animales tratados con CAPE se obtuvo una
disminucién en el tamafio de los nddulos tumorales. Por lo anterior, en el presente
trabajo, decidimos investigar el mecanismo por el cual esta sustancia pudiera estar
protegiendo contra los efectos carcinogénicos a nivel celular. Para tal fin se plantearon
los siguientes objetivos: 1) determinar el comportamiento de la proliferacion celular en
las lineas HeLa, Vero, Jurkat y K562 pre-tratadas con CAPE, 2) determinar la probable
actividad pro-apoptotica del CAPE mediante la prueba de anexina en lineas HeLa, Vero,
Jurkat y células mononucleares de sangre periférica y 3) determinar la probable
actividad genotdxica del CAPE. Las técnicas para investigar los objetivos mencionados
son, respectivamente: estimacion de la proliferacion celular mediante ensayos de MTT;
la capacidad inductora de apoptosis del CAPE se evalud con la tinciéon de anexina V-
FITC/yoduro de propidio y la genotoxicidad se valor6 usando la técnica de intercambio
de cromdtidas hermanas en células normales de sangre periférica. Se probaron
concentraciones de 2.5, 5, 7.5 y 10 pg/ml.

En este estudio, se observo una marcada disminucion de la proliferacion celular
dependiendo de la concentracion de CAPE, de la linea celular y del tiempo de
incubacion. El CAPE demostrd ser capaz de inducir apoptosis en las lineas tratadas
siendo las células Jurkat y las células mononucleares de sangre periférica las que
mostraron un mayor porcentaje de apoptosis, 55% y 65% respectivamente. Por ultimo
se determino la actividad genotdxica y antigenotoxica, encontrando que el CAPE per se
muestra un efecto genotoxico mucho menor al del control positivo (ifosfamida),
aumentando la frecuencia de ICH y disminuyendo los indices mitotico y de replicacion,
sin embargo al retarlo con un mutageno conocido como la ifosfamida en el ensayo de
antigenotoxicidad el CAPE mostro6 tener un efecto de inhibicion del dafio producido por
el mutageno. Los resultados de esta investigacion apoyan la validez del potencial
antitumoral que el CAPE ha presentado en otros modelos ya que inhibi6 la proliferacion
de las lineas celulares, present6 induccion de apoptosis sobre las mismas, mostroé poseer
actividad antigenotoxica al retarlo con un mutdgeno y evidencio que no posee efecto
genotoxico relevante. Lo anterior sugiere que se deberia proseguir con la fase
experimental para describir el mecanismo molecular por el cual el CAPE ejerce su
accion. Por lo tanto es necesario seguir estudiando modelos tanto in vitro como in vivo
para determinar el mecanismo de accion de esta molécula para eventualmente poder
implementar su uso estableciendo las indicaciones y las dosis pertinentes de
administracion y que finalmente sea un medicamento 1til en el tratamiento contra el
cancer.
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IV. ABSTRACT

Nowadays, there is availability of a variety of anti-tumoral drugs, they
unfortunately started to show serious inconveniences, such as: covering just a narrow
therapeutic window, high levels of toxicity and causing drug resistance during long
treatments. Because of the above reasons, an international interest started to develop
research focused on discovery of new anti-tumoral drugs, preferently from natural
sources. A molecule that has shown anti-tumoral activity is the phenethyl caffeic acid
(CAPE) which is the most important active component from propoleum.

Researchers have found that when the tumors induced in vivo with
hepatocarcinogenesis rat model, are treated with CAPE, these treatments diminished the
size of cancer nodules. Because of the above, this work was designed to investigate the
mechanism this substance would use, to apparently protect the cell against the
carcinogenic events occurring in cancer. To reach this goal the following objectives
were proposed: 1) determinate cell proliferation in cell lines like Hela, Vero, Jurkat and
K562 in pretreatment assays using CAPE; 2) determinate the probable pro-apoptotic
activity elicited by CAPE in the above mentioned cell lines, but also in peripheral blood
mononuclear cells and 3) determinate whether there is any genotoxic activity elicited by
CAPE. To set up experiments for pursuing the mentioned objectives the following
methods were chosen: MTT assay to determinate cell proliferation; annexin V-FITC to
evaluate the capacity of CAPE to induce apoptosis. To establish genotoxicity the
methodology was the sister exchange chromatide technique in normal peripheral blood
cells. Concentrations of CAPE used in all techniques were 2.5, 5, 7.5 and 10 pg/ml.

Results in this study observed a remarkable inhibition of cell proliferation
increasing with the concentration of CAPE. Levels depended on the cell line, the
concentration and incubation period. CAPE showed to be able to induce apoptosis in the
treated cell lines, being Jurkat together with mononuclear blood cells the ones showing
the highest rates of apoptosis 55% and 65% respectively.

The genotoxic and antigenotoxic activities were determined last, and the results
showed that CAPE elicits a low genotoxic effect, down bellow than the one from the
positive control (ifosfamide) this phenomenon was apparent due to the elevated
frequency of SCE and at the same time the mitotic and replication indexes were
diminished by treatments. Even more, when CAPE was challenged by the use of a
mutagenic substance (ifosfamide) in the anti-genotoxicity assay, it displayed the
capacity to counteract the damage normally produced by this mutagen.

Results from this research work further support the anti-tumoral potential that
CAPE has shown in several other models of study, since it was able to inhibit
proliferation of cell lines, immortalized and transformed, it also showed apoptosis
induction over the same cell lines and displayed antigenotoxic activity over the
challenge with a mutagen. Besides CAPE showed that the genotoxic effect that is
capable to elicit, is not relevant to be considered a deleterious, instead it is sufficient to
suggest that it may have something to do with the mechanisms that causes SCE events
to occur.

All the above results suggest that it would be wise to proceed with experimental
protocols to describe the molecular mechanisms by which CAPE is capable to display
such anti-tumoral activity. Therefore it becomes necessary to keep using in vivo and in
vitro models of study that help determine the mechanism of this molecule, in order to be
able to proceed with implementation of its medical use against cancer.
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V. INTRODUCCION
V.1l. CANCER

Después de un cuarto de siglo de avances, las investigaciones acerca del cancer
han generado una amplia y compleja informacion, revelando que el cancer es una
enfermedad que involucra cambios dinamicos en el genoma (Hanahan y Weinberg,
2000). Es claro que el cancer es una enfermedad multifactorial que puede aparecer en
diversos 6rganos, pero con una caracteristica comun, la mayoria de los tumores surgen
debido a que las células que les dan origen albergan una o mas mutaciones genéticas
que les permiten proliferar fuera de su crecimiento normal y sin las restricciones que

obedecen las células normales (Garrett 2001)

V.1.1 BIOLOGIA MOLECULAR DEL DESARROLLO Y PROGRESION
DEL CANCER

El origen del cancer es clonal, es decir una célula del tejido presenta cambios
mutacionales a nivel genético que conducen a su inmortalizacion y transformacion.

Profundizando mas acerca de los cambios genéticos que se presentan en el
cancer, encontramos que en las células tumorales existen dos tipos de inestabilidad
genética generada a partir de vias diferentes: la inestabilidad en el DNA (mutaciones
puntuales, o deleciones / inserciones de secuencias microsaltélites) y la inestabilidad a
nivel cromosomico (translocaciones, deleciones, duplicaciones, aneuploidias o
inversiones) (Lengauer, 1998)

En las células tumorales, se producen varias mutaciones somaticas y éstas se
acumulan a un ritmo significativamente mayor que en las células normales, es decir
presentan una propiedad denominada "fenotipo mutador". Esta capacidad de las células
tumorales de acumular mutaciones es fundamental para el desarrollo del cancer, asi
como para el rdpido desarrollo de resistencia ante tratamientos citotoxicos contra el
cancer. El fenotipo mutador puede ser causado por una serie de mecanismos alterados,
tales como defectos en la regulacion del ciclo celular, resistencia a la apoptosis,
alteracion en las vias especificas de reparacion del DNA, o altas frecuencias de errores

en la replicacion atribuibles a la DNA polimerasa. (Bielas, et al., 2006; Sandal, 2007)



Las mutaciones en las células tumorales que constituyen ya el tumor
propiamente dicho abarcan una amplia gama de alteraciones estructurales en el genoma,
incluidas las alteraciones en el numero de copias de cromosomas o alteraciones
cromosdmicas que abarca millones de pares de bases, como translocaciones, deleciones
o amplificaciones, asi como pequeiios cambios en las secuencias de nucleétidos, tales
como mutaciones puntuales que afectan a un solo nucle6tido en una posicion critica de
un gen relacionado con el cancer (Sugimura, et al., 1992). Estos diferentes tipos de
alteraciones a menudo coexisten dentro de un mismo tumor.

En las células tumorales no solo se han encontrado cambios genéticos si no que
también muestran varias modificaciones a su metabolismo en comparacion con las
c¢lulas normales. Al parecer, en todos los tipos de células tumorales estudiadas, las vias
metabolicas estimuladas anormalmente son la glicolisis, glutaminoélisis, sintesis de
acidos nucleicos, sintesis de lipidos y de colesterol, sin embargo, el comportamiento

metabolico puede variar segun el tipo de tumor.

V.1.1.1 GENES TUMORALES

Existen genes implicados en funciones celulares muy criticas como es la
regulacion del ciclo celular, la replicacion y la reparacion del DNA, cuyas mutaciones
hacen mas susceptibles a las células para que se transformen en neoplésicas. Estos son
los llamados genes tumorales de los cuales se identifican tres tipos: Oncogenes, genes
supresores de tumor y genes relacionados con la reparacion de errores replicativos en el

DNA. (McMahon, 1994)

V.1.1.2 GENES PROMOTORES DE TUMOR: LOS ONCOGENES

Se denomina oncogén a la forma mutada de un gen normal o protooncogén, el
cual codifica para una proteina normal, que actua solo cuando recibe sefales
reguladoras especificas. Estas moléculas, generalmente relacionada con la proliferacion
(comtinmente receptores o reguladores de la transcripcion) celular o con la apoptosis, al
sobreexpresarse se convierten en oncogenes. La forma mutada u oncogén puede sobre
expresar la proteina normal o bien expresar una proteina anormal que se mantiene activa

independientemente de las sefales reguladoras, por lo que el resultado neto es una
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ganancia de funcion. Esto conduce, segun el caso, a la proliferacion descontrolada o a
una apoptosis reprimida y en definitiva, a la aparicion del cancer.
De entre los genes que integran el genoma humano se han caracterizado unos
100 protooncogenes, generalmente son genes dominantes y se ha observado que sélo es
necesaria la mutaciéon de un alelo para producir alteraciones en el crecimiento y la
diferenciacion normal (Munnes, et. al., 1998). Se han identificado protooncogenes que
codifican proteinas muy diversas:
1) Factores estimuladores del crecimiento celular
2) Receptores de factores de crecimiento o de hormonas
3) Proteinas citoplasmasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccion
de sefiales
4) Factores de transcripcion que controlan la expresion de genes que codifican a
su vez proteinas implicadas en la sefializacion, el control del ciclo celular o la
apoptosis
5) Proteinas responsables de la activacion directa del ciclo celular o de la

inhibicioén de apoptosis

La activacion de un oncogén puede contribuir al desarrollo del cancer de dos
maneras: mediante la activacion de los procesos de proliferacion celular y mediante el
bloqueo de los procesos de senescencia y muerte celular. La activacion de un oncogén
es el resultado de una o varias mutaciones en un protooncogén que alteran estructural y
funcionalmente su producto, estas alteraciones pueden ser a nivel génico en donde el
gen puede sufrir mutaciones que afecten los exones de modo que se altere la estructura
de sus productos y con ello su actividad bioldgica (proteinas truncadas, proteinas mal
plegadas, etc) o la mutacion puede ocurrir sobre enhancers cercanos a la region del
promotor de modo que el producto normal se expresa en cantidades anormalmente altas.
Otra forma de alteracion es a nivel cromosdémico en donde puede ocurrir un rearreglo
del cromosoma, que traslada al oncogén desde una localizacion distante a un sitio
proximo a un promotor o un enhancer muy activo de la transcripcion, lo que conduce a
umentar su tasa de expresion o alterar el marco de lectura. (Gibas, 2000; Marshall,

2002).



Tabla 1. Descripcién de Oncogenes.
* Los tipos de cancer listados en esta Tabla son aquellos asociados predominantemente con cada oncogen
pero esta lista no es exhaustiva. (Cooper, 1995, Vogelstein, 1998)

Oncogen
abl

abl/ber

alk
ALK/NPM
amll
amll/mtg8

axl

bel-2, 3,6

ber/abl

c-myc

erbB

erbB-2

fos
HER2/neu
int-2

jun

MSH2

myb
N-myc

ost

raf
RAR/PML

rasH
rasK

rasN
ros
ski

Src

Funcién

Actividad tirosina quinasa
Nueva proteina causada por fusion

Codifica un receptor tirosina quinasa
Proteina nueva creada por fusion
Codifica un factor de transcripcion
Proteina nueva creada por fusion
Codifica un receptor tirosina quinasa

Bloquea la apoptosis (muerte celular
programada)

Proteina nueva creada por fusion

Proliferacion celular y sintesis de ADN

Tirosina quinasa

Tirosina quinasa

Osteosarcoma
Proteina nueva creada por fusion

Codifica un factor de crecimiento de
fibroblasto

Factor de transcripcion para API

Reparo de discordancia en el ADN

Codifica un factor de transcripcion con un
dominio de unién al ADN

Proliferacion celular y sintesis del ADN

Factor de intercambio de nucledtido de
guanina

Serina/treonina quinasa
Proteina nueva creada por fusion

Transduccion de sefiales celulares
Transduccion de sefales celulares

Transduccion de sefiales celulares
Tirosina quinasa
Factor de transcripcion

Tirosina quinasa

Cancer
Leucemia mielégena crénica

Leucemias mieldgena cronica y linfocitica
aguda

Linfomas

Linfomas de células grandes
Leucemia mieloide aguda
Leucemias agudas

Céanceres hematopoéticos
Leucemias y linfomas de células B

Leucemias mieldgena cronica y linfocitica
aguda

Leucemia; carcinomas del colon, estdbmago,
seno, pulmon, y cérvix; neuroblastomas y
glioblastomas

Glioblastomas y carcinomas de células
escamosas

Carcinomas del seno, ovario, y glandula
salivaria

2

Carcinomas del seno y el cervix
Carcinomas del seno y células escamosas

Sarcoma

Cancer colorectal hereditario no poliposis
Leucemias y carcinomas del colon

Neuroblastomas, retinoblastomas, y
carcinomas del pulmén

Osteosarcomas

Varios tipos de cancer
Leucemia aguda premielocitica
Carcinoma de la vejiga urinaria

Carcinoma del pulmoén, vejiga urinaria, y
ovarios

Carcinoma del seno
Sarcoma
Carcinomas

Sarcomas



V.1.1.3 GENES DE SUPRESION TUMORAL

La célula cuenta con moléculas que vigilan la secuencia normal de los
acontecimientos genéticos que permiten su proliferacion. Estos son los genes supresores
de tumor. Cuando los productos de los mismos no son funcionales o estan ausentes, la
célula pierde la proteccion que le brindan normalmente, lo cual conduce a la aparicién
de la célula tumoral y el desarrollo del cancer (Knudson, 1993)

En general los genes de supresion tumoral codifican proteinas que regulan el
ciclo celular, fundamentalmente paralizando o inhibiendo la proliferacion celular. A
diferencia del mecanismo de los oncogenes, en los cuales la carcinogénesis resulta de la
ganancia de una funcidn genética, en este caso el mecanismo de actuacion es la pérdida
de funcion de estos genes, afectando el control del crecimiento y subsecuentemente el
desarrollo del tumor (Yolota y Sigimura, 1993)

Para inactivar funcionalmente un gen de supresion tumoral ambos alelos
deberan estar afectados, por mutaciéon o delecién. Frecuentemente una mutacion
inactiva uno de los alelos, mientras que una delecion afecta el otro alelo como un
segundo evento. Al igual que los protooncogenes, los genes supresores de tumor
codifican proteinas que act@ian en distintos puntos de las rutas de senalizacion de control
y de la apoptosis:

1) Factores inhibidores del crecimiento celular, receptores de factores inhibidores
o de hormonas que frenan el crecimiento celular

2) Proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccion de
senales.

3) Proteinas que frenan el ciclo celular o producen apoptosis (Sherr, 2000; Sherr,

2004).



Tabla 2. Descripcion de Genes Supresores de tumor.

Supresor de
Tumor

APC

BRCAL, 2

CDKN2A
DCC

DPC4 (SMAD4)

MADR2/JV18
(SMAD2)

MENI1

MTSI

NF1
NF2

p53

PTEN

Rb

VHL
WRN

WT1

Funcién

Controla la funcion de factores de
transcripcion especificos

Reparo al dafio del ADN

Lugar del gen que codifica pl6y
pl4ARF

Funcion atn desconocida

Regula la senalizacion de
los receptores de factores de
crecimiento

Regula la sefializacion de
los receptores de factores de
crecimiento

Codifica la proteina menina que
interacttia con los factores de
transcripcion y previene la
trasncripcion de ciertos genes

Inhibidor de quinasas dependientes
de ciclina
Proteina activadora del RAS GTPasa

Proteina activadora del RAS GTPasa

Codifica un factor de transcricpcion
para p21 que detiene el ciclo celular
en la fase G1

Fosfatasa lipida que regula la
sobrevivencia celular

Altera la actividad de ciertos factores
de transcripcion que juegan papeles
importantes en la division celular
Puede marcar las proteinas para la
degradacion

Reparo del ADN

Represor transcripcional

Cancer *

Carcinomas familial adenomatosa y
colorectal no hereditada

Canceres hereditarios del seno y
ovarios

Tumores cerebrales
Carcinomas colorectales

Tumores colorectales, neoplasia
pancreatica

Cancer colorectal

Neoplasia multiple endocrina tipo 1

Melanomas

Neurofibromatosis tipo 1
Neurofibromatosis tipo 2

Carcinomas de la vejiga urinaria,
seno, colorectal, del es6fago, pulmon,
prostata, y ovarios; tumores del
cerebro, sarcomas, linfomas, y
leucemias

Sindrome Cowden; mayor riesgo de
canceres de tirodes y del seno

Retinoblastoma, sarcomas;
carcinomas de la vejiga urinaria, seno,
esofago, prostata, y pulmon

Carcinomas de células renales

Sindrome de Werner

Tumores de Wilms (cancer del rifion
pediatrico)

* Los tipos de cancer listados en esta columna son aquellos que estan asociados predominantemente con
cada supresor de tumor pero esta lista no es exhaustiva. (Cooper, 1995, Vogelstein, 1998)



V.1.1.4 GENES REPARADORES DE ERRORES REPLICATIVOS DEL
DNA

Son los genes responsables de mantener la integridad del genoma vy la fidelidad
de la informacion que transfieren, en la traduccion del DNA. El genoma humano
codifica para aproximadamente 60,000 proteinas necesarias para la funcion celular
normal y por lo tanto requiere una constante replicacion del DNA. La tasa basal de
errores de replicacion espontaneos del DNA se ha estimado en mas de 10,000
eventos/dia. Por otro lado, la exposicion a carcindgenos o un defecto subyacente en los
mecanismos de reparacion, aumentan significativamente los errores de replicacion y
facilitan la acumulacién de alteraciones en el DNA necesarias para que ocurra la

transformacion maligna (Sherr ,2000; Sherr ,2004).



1. El desarrollo del tumor
comienza cuando algunas
células (naranja) dentro de
una poblacion normal (color
beige) mantiene una
mutacion ~ genética  que
aumenta su propension a
proliferar

Hiperplasia

2. Las células alteradas y sus

descendientes se reproducen
de forma acelerada. Después
de afios, una en un millén de
estas células (rosa) sufre otra
mutacion que aumenta el
crecimiento celular

Fases del desarrollo tumoral

Displasia

3. Las células proliferan en
exceso y su apariencia es
anormal en la forma y en la
orientacion, el tejido ahora se
llama displasia. Una vez
mas, después de un tiempo,
una rara mutacion que altera
el comportamiento de células

Cancer invasivo

Céancer in situ

4. Las células afectadas se
observan atin mas anormales
en el crecimiento y
apariencia. Si el tumor no ha
roto ninguna frontera entre
los tejidos, se llama cancer.
Esta masa tumoral puede
permanecer indefinidamente.

5. Si los cambios genéticos
del tumor permiten invadir
los tejidos subyacentes y de
enviar células a la sangre o la
linfa, el tumor se considera
maligno. Las células que
invaden pueden establecer
nuevos tumores (metastasis)

Figura 1. Fases del desarrollo tumoral. Tomado de: Weinberg, 1996



V.2. APOPTOSIS

Desde el embrion hasta el organismo adulto fisioldgicamente sano, millones de
células mueren sin dejar cicatrices ni activar la respuesta inflamatoria. Este fendmeno
no tiene lugar de una forma aleatoria, sino que se trata de un proceso activo, bien
definido genéticamente, en el que las cé€lulas estan programadas para morir en un
momento pre-determinado de su existencia. Asi, los episodios que rodean el proceso de
muerte celular programada, entran a formar parte de los procesos fisiolégicos necesarios
para el funcionamiento normal de un organismo.

En la ultima década, hemos sido testigos de un crecimiento exponencial de los
trabajos de investigacion realizados sobre los procesos que rodean a la muerte celular y
al parecer se ha llegado al consenso de dividirlos en dos grandes grupos: necrosis y
muerte celular programada (Zhang, et al., 2004; Kanduc, et al., 2002)

El término necrosis considera los procesos repentinos y catastroficos, en los que
la degeneracion celular es pasiva sin requerimientos de energia en forma de ATP.
Aparece frecuentemente como consecuencia de un dafio traumético o por la exposicion
a toxinas. En ella tiene lugar la pérdida aguda de la regulacion y de la funcion celular
que conlleva un proceso osmotico desmesurado y finaliza con la lisis de la membrana
celular, liberando el contenido intracelular. Este fendmeno también conduce a las
células vecinas hacia la muerte, atrayendo, al mismo tiempo, a las células inflamatorias,
lo que hace que en las areas donde se observan células necroticas sea frecuente
encontrar nuevas células que desarrollan este tipo de muerte celular, ademas de originar
una reaccion inflamatoria y una cicatriz fibrosa que deforma el tejido y el organo
afectado. El segundo tipo de muerte celular se conoce como apoptosis o muerte celular
programada. En este proceso las células programan su autodestruccion  sin
desencadenar reacciones de inflamacion ni dejar cicatrices en los tejidos. La apoptosis
por tanto se considera una muerte fisioldgica natural, que el sistema inmune desarrollo
como un mecanismo de eliminacion de células no deseadas, dafiadas o reconocidas

como ajenas y que desempefia un papel protector frente a posibles enfermedades

(Jordan, 2003)



V.2.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

Los procesos apoptdticos se caracterizan por cambios morfologicos como:

1. Aumento brusco de la densidad intracelular. El reticulo endoplasmatico se
dilata, formando vesiculas y fusionandose con la membrana plasmatica,
eliminando asi su contenido al medio extracelular. Esta rapida, pero selectiva,
salida de fluidos de iones intracelulares se encuentra mediada por
transportadores i6nicos (cotransportador cloro-potasio-sodio, que inhibe Ia
pérdida de agua y sodio de las células afectadas).

2. Las células se retraen y pierden el contacto con células vecinas. Se han
descrito reducciones en el volumen celular de incluso el 30%.

3. Incremento moderado, pero sostenido, de la concentracion citoplasmatica de
calcio libre ([Ca+2]i), diferencia clara frente a los procesos de necrosis, donde
su aumento es drastico.

4. Cambios en la composicion de la membrana celular. Se observa translocacion
de glicolipidos de la cara interna de la membrana como la fosfatidil serina a la
superficie celular que van a actuar como sefal de reconocimiento, permitiendo
la unidn de fagotitos que procesan a los cuerpos apoptoticos resultantes y de
esta manera, evitan la liberacion del contenido celular y la posible reaccion
inflamatoria.

5. Alteracion en la conformaciéon de elementos del citoesqueleto. Como
consecuencia aparece una deformacion celular, resultado de la actividad de las
proteasas, modificAndose la transcripcion y el transporte intracelular
retrogrado de factores de crecimiento y de proteinas.

6. Activacion de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en las rutas
metabolicas de los procesos de muerte celular.

7. Fragmentacion nuclear por las endonucleasas endogenas que procesan el DNA
en fragmentos oligonucleosomales de entre 180-200 pb. Esto produce el
caracteristico patron de DNA escalera cuando se analiza en electroforesis y se

utiliza como marca bioquimica en el reconocimiento de la apoptosis.
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La membrana plasmatica comienza a tener circunvoluciones y adquiere una
apariencia vesicular caracteristica. Como resultado de las grandes
invaginaciones aparecen los cuerpos apototicos. Estos son cuerpos
membranosos impermeables a los colorantes vitales, mantiene sus
mitocondrias intactas y contiene cuerpos densos granulares que corresponden
a fragmentos nucleares, los cuales, también se producen por las grandes

invaginaciones de la membrana nuclear (Jordan, 2003, Kanduc, et al., 2002).

e
®

Figura 2. Cambios morfoldgicos durante la apoptosis.
1. Célula normal, 2. Condensacion, 3. Fragmentacion, 4.
Necrosis secundaria, 5. Micrografia que muestran los cambios
morfologicos durante el proceso de muerte.,

V.2.2 MECANISMOS MOLECULARES DURANTE LA APOPTOSIS

Desde el punto de vista molecular podemos considerar 3 fases dentro de la

apoptosis: iniciacion, ejecucion y degradacion celular. Las dos primeras pueden ser

reversibles gracias a mecanismos bloqueadores o reguladores.

Iniciacién

Aunque los mecanismos de activacion que conducen el inicio de la muerte

celular programada no son del todo conocidos, existen multiples factores inductores de

la apoptosis, algunos de ellos relacionados con la alteraciéon de las condiciones

ambientales como: la pérdida de factores troficos o de crecimiento, aumento de iones de

calcio, radicales libres, virus, radiaciones, quimioterapia u otros farmacos, pudiendo

utilizar cada factor una o varias de las vias de induccion de apoptosis como:

! Imagen tomada de: www.molbiol4masters.org/Apoptosis.htm
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a)  Activacién de receptores especializados de la membrana celular

Se lleva a cabo en elementos del sistema inmune, en el que la propia célula activa
directamente su destruccion. Los receptores que median la apoptosis pertenecen a la
gran familia de receptores de Factor de Necrosis Tumoral (TNF), entre los mejor
caracterizados se encuentra: CD 95 (Fas o Apol), TNFRI1 (p55 o CDI120a) y DR3
(Nagata, 1997)

b)  Alteracion mitocondrial

Existe otra via de activacion que tienen a la mitocondria como elemento central en el
proceso. Las proteinas inhibidoras mas representativas son la bcl-2 y la bel-x1 y ejercen
la proteccion sobre las membranas mitocondriales previniendo la tumefaccion osmotica
(Gottlieb, 2000).

c) Pérdida del contacto intercelular o del anclaje con la matriz extracelular

Una de las sefiales reguladoras mas importantes para la muerte celular procede de la
conexion con células vecinas (integridad de las uniones intercelulares tipo desmosomas
y cadherinas) o con la matriz extracelular (uniones tipo integrina).

d) Alteraciones graves en el DNA

Cualquier dafio del DNA puede ser detectado por las proteinas p53 y ATM

e) Via perforina-granzima B

Es la utilizada por los linfocitos citotoxicos. La perforina produce canales en la
membrana celular por lo que la granzima B se introduce en el interior de la célula diana
para activar directamente la procaspasa 3 (Green D.R., 1998)

f)  Via esfingomilinasa

Diferentes estimulos como la radiacion gamma, activarian las esfingomilinasas, capaz
de degradar la esfingomielina hasta ceramica, que es uno de los inductores de la

apoptosis.

Ejecucion
Las caspasas juegan un doble papel en el desarrollo apoptotico, actlian tanto
como mediadores de sefiales, asi como efectores bioquimicos. Estas participan en la
apoptosis como una cascada de sefializacion organizada: eliminan los contactos con las
células circundantes, reorganizan el citoesqueleto, entorpecen la replicacion y
reparacion del DNA, interrumpen el “splicing” de los mensajeros, destruyen el DNA,
alteran la estructura nuclear, inducen senales para atraer la fagocitosis y desintegran la

cé¢lula empaquetando su contenido en cuerpos apoptoticos (Shulze-Osthoff, et al, 1998)
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Degradacion celular
Se han identificado algunas moléculas en la superficie de los macrofagos y
células apoptoticas como mediadores importantes en el proceso de reconocimiento y
adhesion para la desintegracion de los cuerpos apoptoticos (Zhang, et al., 2004; Green
D.R., 2005)
V.2.2.1 VIA EXTRINSECA

La via extrinseca inicia con la sefal pro apoptptica que se desencadena por la
unién de Fas con su ligando. FasL (CD95L) es un trimero que al unirse con Fas (CD95
o APO-1) induce la trimerizacion de este. Esta union provoca el reclutamiento del
complejo DISC al dominio citoplasmatico de Fas. DISC contiene proteinas adaptadoras
que permiten la unién de la pro- caspasa 8 favoreciendo su auto activacion, la caspasa 8
puede entonces activar a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, ademas puede activar a Bid y
esta inducir la liberacion del citocromo C y Apaf-1 de la mitocondria para formar el

apoptosoma y activar también la via intrinseca (Adams J.M., 2003; Shi Y., 2004)

FASL Apo2L/TRAIL

TNFR1 CD9s/
Fas/

Apoil

DR4/5

Sy TRADD

ADD/ FADD/
ORT1 MORT1

dAP1/2 |

<A

APOPTOSIS

Figura 3. Via extrinseca de la apoptosis. La distinta composicion del DISC (complejo
sefializador inductor de muerte) dentro de la célula que recibe sefiales de varios receptores de muerte
como: TNFR1, CD95, y DR4/5. Tomada de: Nika N. D. and Stanley J. K., 2004
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V.2.2.2 VIA INTRINSECA

La via intrinseca o mitocondrial se activa por estrés y otras sefales que provocan
la translocacion a la mitocondria de miembros proapoptoticos. Lo anterior provoca la
liberacion de citocromo C al citosol, lo cual se acompafia de perdida del potencial de
membrana mitocondrial y desestabilizacion de la membrana externa de la mitocondria.
En el citosol el citocromo C se une a Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1)
que es una molécula adaptadora que en presencia de ATP y forma el complejo conocido
como apoptosoma (Yoshida H,1998), el cual activa a la pro-caspasa 9, la cual puede
activar a las caspasas 3, 6 y 7, estas son las principales responsables de los cambios
morfolégicos y bioquimicos que ocurren el la célula apoptdtica ya que entre sus
sustratos se encuentran proteinas del cito esqueleto, de la membrana nuclear y las

encargadas de la reparacion del DNA entre otras (Adams J.M.,2003; Shi Y., 2004)

MAMMALS
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Pro-apoptotic
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]
BID C\;tochromic (J =T Cs
Death receptors, | i Caz+ release - . _ .

7
59 e

L.A)l

Caspase-8
release
BCL-2 SMAC/DIABLO
k g .
BIM . ENDO A
: ot poptosome Effector
Cytokines BCL-X, : < (Apaf-1, Caspases
Caspase-9,
NOXA) ML Cytochrome c)
PUMA — R _
Dggﬂ_ d;ma%e- Multi-domain ) Mitochondrion —
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EGL-1——] CED-9 1 CED-4 —* CED-3

Figura 4. Via intrinseca de la apoptosis. Tomada de: Nika N. Danial and Stanley J. K. , 2004
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V.2.2.3 CASPASAS

Las caspasas son proteasas que cortan selectivamente después de un residuo de
acido aspartico, tienen un sito activo muy conservado. Las caspasas actian como una
cascada de sefalizacion y como substrato final tienen a proteinas que van a producir los
cambios morfologicos de la muerte celular. Actualmente se han descrito 12 miembros
en humano (Salvesen G.S., 2002).

Las caspasas se sintetizan en forma de zimogenos y para realizar su funcién
requieren de activacion proteolitica. La estructura tridimensional de las caspasas indica
su funcion y sus mecanismos de activacion: consta de un pre-dominio N- Terminal, una
subunidad larga (17-21 KDa) y otra pequefia (10-13 KDa), que a veces estan unidas por
un pequefio conector. (Wolf B.B. and Green D.R., 1999).

Figura 5. Estructura Tridimensional de las caspasas 9 y 3 respectivamente;

Las caspasas deben sufrir proteolisis para ser activas. Esta proteolisis se da en
dos fases: la primera protedlisis divide la cadena en la subunindad grande y la
subunidad pequena; la segunda protedlisis elimina el pre-dominio N-terminal. Esta
activacion da lugar a un heterotetramero activo formado por el ensamblaje de dos
subunidades grandes y dos pequefas, conteniendo dos sitos activos de catalisis con una
secuencia altamente conservada dentro de un residuo cisterna. Esta forma activa, a su
vez llevara a cabo la protedlisis de sus sustratos especificos después de un residuo de

aspartico (Salvesen G.S., 2002; Shi Y., 2004)

? Imagen tomada por el Dr. Mark J. Winter en Science Photo Library
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pro-dominio subunidad grande Subunidad
(3-24 kDa) (17-21 kDa) pequena

| (10-13 kDa)

Proteolisis

- heterodimero

subunidad grande / pequefa

S IF

- tetramero activo

Figura 6. Proteolisis y activacion de las caspasas. La proteolisis se da
en dos fases: la primera proteolisis divide la cadena en la subunindad grande y la
subunidad pequeifia; la segunda protedlisis elimina el pre-dominio N-terminal.

La activacion de las caspasas es fundamental para el proceso de muerte celular

por apoptosis. Existen tres tipos de caspasas:

1. Caspasas inflamatorias: participan en procesos de activacion de citocinas

(caspasas-1,-4,-5y -14) (Li H., et al.,1997)

2. Caspasas iniciadoras: son activadas en respuesta a sefales de stress o dano

celular o cuando la célula recibe una sefial que activa sus mecanismos de

apoptosis ( caspasas-8, -9, -10 y -12) (Cohen M.G., 1997)

3. Caspasas efectoras: sufren protedlisis para su activacion misma que se lleva a

cabo por las caspasas iniciadoras. Son las responsable de la protedlisis directa

de otros sustratos que producirdn el cambio morfologico en la células. La

principal caspasa efectora es la caspasa-3, aunque también ejercen funciones

ejecutoras las caspasas-6 y -7. la caspasa-3 es responsable de la condensacion

de la cromatina, la fragmentacion del DNA y la formacion de cuerpos

apoptdticos mediante la activacion y protedlisis de otros sustratos (Srinivasula,

etal., 1998; Adams J.M.,2003)
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Figura 7. Esquema representativo de las 12 caspasas descritas en humanos. Las
caspasas se dividen en tres grupos: inflamatorias, iniciadoras y efectoras.

V.2.2.4 PAPEL DE LA MITOCONDRIA

La mitocondria es el punto donde convergen las distintas rutas apoptoticas,
provenientes de distintos estimulos apoptoticos y a partir de ahi las células “deciden” si
se produce o no la muerte programada, es decir la fase de muerte mitocondrial es un
punto de no retorno. Aunque hay que destacar que no todas las rutas apoptoticas
involucran la mitocondria, como es el caso de la apoptosis inducida a través de la via
del receptor Fas (Carew J.S.y Huang P., 2002)

Entre los candidatos mas importantes que llevan a cabo la regulacion de esta
fase, estan los factores apoptogénicos liberados por la mitocondria tales como:

a) El citocromo C que participa en la activacion de caspasas a través de la
formacion del apoptosoma

b) Las procaspasas -2,-3 y -9, las cuales pueden activarse una vez liberadas
(Nguyen M, et al, 1993; Mannick J.B., et al., 2001)

C) Las proteinas de choque térmico hspl0 y hsp60, las cuales facilitan la
activacion de caspasa-3

d) Factor inductor de apoptosis (AIF). Es una flavoproteina que al liberarse
de la mitocondria se transloca al nucleo donde se ha demostrado que provoca la
condensacion y ruptura del DNA en fragmentos de alto peso molecular. Ademas, a nivel

de membrana activa a la flipasa e inhibe a la translocasa. Esto hace que los restos

-17 -



fosfatidilserina que en células normales se encuentre en la cara interna de la membrana
se expongan ahora al exterior (Susin, et al., 2000)

e) Smac/Diablo es un complejo inhibidor de las proteinas inhibidores de
apoptosis (IAPs) las cuales tienen la habilidad de inhibir caspasas activas; por tanto el
complejo Smac/Diablo previene la inactivacion de las caspasas (Roberts D. L., et al.,
2001)

f) Omi/HtrA2, posee un homologa (HtrA) en bacterias. Funciona también
como inhibidor de IAPs, mediante inactivacién por procesamiento proteolitico, ya que
se trata de una serin-proteinasa (Gray C.W., et al., 2000)

g) Endonucleasa G, tras liberarse de la mitocondria se transloca al ntcleo
donde parece estar involucrada en la fragmentacion del DNA junto con exonucleasas y
DNasa I, produciendo el patron de escalera tipico de apoptosis (Ishihara Y. y Norio
Shimamoto, 2006)

Es importante sefalar la razén por la cual la célula utiliza tantas proteinas
mitocondriales como factores apoptoticos, el hecho de que estén confinados en la
mitocondria y que sus sustratos se localizan en el citoplasma supone una garantia de que
unicamente van a ejercer su accion mortal cuando son liberados durante el proceso

apoptotico.

V.2.2.5 APOPTOSIS Y CANCER

Como se discutié anteriormente la carcinogénesis es un proceso en el que una
serie de cambios secuenciales en el genotipo celular transforma una célula normal en
célula tumoral unica. La acumulacion de mutaciones en varios genes que controlan el
crecimiento y la supervivencia celular, contribuyen de manera importante en la
transformacion. Entre estos procesos se incluye la apoptosis. Aquellas mutaciones que
inactiven la via proapotoptica favorecen la progresion tumoral. En condiciones
normales cuando la mutacion es irreparable la célula afectada entra en un programa de
apoptosis. No obstante si la célula escapa del control de la regulacion fisioldgica de la
apoptosis, se anula la posibilidad de que cambios deletéreos induzcan a la célula a
morir, por lo tanto hay oportunidad de que cambios adicionales produzcan una division
descontrolada que terminara produciendo crecimiento del tumor y mas adelante

metastasis. (Wickremasinghe G. y Hoftbrand V., 1999)
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Se podria describir el cancer, como una enfermedad en la que no sélo interfieren
una excesiva proliferacion de células, sino también, la disminucion de la capacidad de
las mismas para morir y en la cual los genes que regulan la apoptosis (por ejemplo:
familia bcl-2 o Apo-1) son tan importantes en la patogénesis molecular y genética de la
neoplasia, como los oncogenes (c-myc, ras, ABL) y los genes de supresion tumoral
(p53) (Budd R.C., 1992)

La apoptosis en los tumores aun puede estar regulada por los mecanismos de
autocontrol propios de los tejidos normales o bien estos pueden perder dicha regulacion.
La apoptosis puede ser inducida por diversos factores presentes en las neoplasias, como
la isquemia leve, el estrés oxidativo, la citotoxicidad linfocitaria, los factores de necrosis
tumoral, las interacciones o perdida de la relacién entre las células epiteliales y la
matriz extracelular, la radioterapia, las drogas citotoxicas o por la expresion de nuevos
oncogenes (Fukuda S. and Pelus L.M., 2006). La resistencia a la apoptosis en los
tumores puede explicar, en parte, la baja respuesta de esos tumores a la quimioterapia.
Se suponia que la quimioterapia destruye al tumor directamente por necrosis, pero se ha
visto que las células generalmente utilizan la via de la apoptosis. Actualmente se
estudian posibles terapias génicas para superar dicha resistencia a la apoptosis (Royds
J.A. and Lacopetta B., 2006; Elmore S., 2007)

Resumiendo podemos decir que, la apoptosis es un proceso de vital importancia
en la homeostasis tisular que esta involucrada en otros diferentes procesos fisiologicos y
en algunos procesos patologicos, entre los que destaca el cancer.

La importancia de la apoptosis en las neoplasias se basa en:

1. Su papel en la eliminacion de células pre-neoplésicas

2. Ser funcional en los tumores ya establecidos, como resultado de
procesos intrinsecos en las células tumorales o por factores externos
que tienen lugar en el tejido tumoral

3. Ser necesaria la respuesta terapéutica adecuada de las diferentes
armas farmacoldgicas antitumorales.

Es evidente que un mejor entendimiento de la forma en que se comporta la
apoptosis en las neoplasias, ampliaria los conceptos establecidos acerca de la cinética
celular tumoral, que ha estado basada durante mucho tiempo en los indices de
proliferacion celular y a su vez, aportaria métodos para conocer el prondstico del tumor
lo cual puede influir en las decisiones de las modalidades terapéuticas que se deberan

emplear (Royds J.A. y Lacopetta B., 2006; Elmore S., 2007)
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V.3. ANTITUMORALES

Los farmacos denominados antitumorales o antineoplasicos se definen como
aquellas moléculas capaces de interferir en el proceso de desarrollo de ciertos tumores
malignos (cancer) y por lo tanto presentan la posibilidad de ser administrados para

combatirlos (Kuckinsk, 2000)

Los farmacos anti-neoplasicos poseen caracteristicas especiales que los hacen
diferentes a otros grupos farmacoldgicos, son farmacos con un estrecho margen
terapéutico, elevada toxicidad y pueden inducir la aparicion de resistencia en las células

tumorales.

Segun la clasificacion que propone Martinez (2002), de donde se ha tomado la
Tabla 3 de acuerdo con su funcion dentro de la célula, los farmacos antineoplésicos se
podrian clasificar como:

1. Antineoplasicos que actuan sobre el ADN. Afectan a la integridad de las
cadenas de acidos nucleicos, fundamentalmente al ADN, impidiendo la
replicacion celular normal.

2. Antineoplasicos hormonales. Es un amplio grupo de farmacos que actuan
sobre tumores cuyo crecimiento depende del estimulo hormonal.

3. Antineoplasicos que actian sobre el sistema inmunitario. Los farmacos de
este grupo potencian la accion del sistema inmunitario, ya que éste es capaz de
reconocer y destruir las células.

4. Antineoplasicos que acttan sobre la cinética celular. Actian interfiriendo

en el proceso de la mitosis y por tanto, impiden la reproduccion celular,
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Tabla 3. Ejemplos de farmacos antineoplasicos (Martinez, 2002).

Grupo de Antineoplasicos

Antineoplésicos que actian sobre

el ADN

Antineoplasicos hormonales

Antineoplésicos que actian sobre

el sistema inmunitario

Antineoplasicos que actiian sobre

la cinética celular

Farmacos

Alquilantes : ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida,

melfalan, altretamina, dacarbazina, etc

Complejos de platino: carboplatino y cisplatino:

Antimetabolitos: citarabina, metotrexato,
mercaptopurina, fluorouracilo

Antagonistas de estrogenos: tamoxifeno, toremifeno,
aminoglutetimida

Antagonistas de androgenos: fosfestrol

Progestagenos: gestonorona y megestrol

Analogos de LH-RH: buserelina, goserelina, leuprorelina

Aldesleukina y Aldesleukina

Antibidticos citostaticos: daunorubicina, mitoxantrona,
bleomicina, mitomicina, etc

Inhibidores de la mitosis: vinblastina, vincristina,
docetaxel, paclitaxel, etc

Otra clasificacion que es posible realizar para clasificar a los farmacos anti-

neoplasicos es aquella que se establece de acuerdo con la actividad que ejercen sobre la

cinética celular:

1. Agentes fase especificos (ciclo dependientes y fase dependientes). Son

farmacos que actian sobre una fase concreta del ciclo celular.

2. Agentes ciclo especificos pero fase inespecificos (ciclo dependientes y fase

independientes). Son farmacos que destruyen las células que estan dentro del

ciclo celular, independientemente de la fase en que se encuentren.

3. Agentes ciclo inespecificos y fase inespecificos. Son efectivos tanto para

células en fase de division como en la fase de reposo (Kuckinsk, 2000).
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V.3.1 ANTITUMORALES DE ORIGEN NATURAL

Hacia finales de 1950, comenz6 una intensiva revision de plantas,
microorganismos y animales (estrellas de mar, corales, etc), respecto a su actividad
antitumoral. Ello debido, principalmente, a que el Instituto Nacional del Céancer de
Estados Unidos (INC) promovié y fundé un gran programa de deteccidon selectiva.
Desde el comienzo de dicho programa se ha ensayado la actividad antitumoral, un gran
numero de extractos de diversos origenes. Se han mostrado con actividad reproducible,
alrededor del 4 % de los extractos ensayados. Durante més de unos veinticinco afios se
han experimentado unas 114,000 muestras vegetales, estando representadas 40,000
especies.

Las moléculas antitumorales aisladas suelen ser productos naturales nuevos que
se extienden en un amplio margen de tipos estructurales. No obstante, varios de ellos, de
hecho, son principios naturales ya conocidos anteriormente, pero que, probablemente,
no habian sido sometidos a ensayos rigurosos respecto a su actividad biologica,
especialmente a su potencial antitumoral.

Tabla 4. Compuestos antitumorales provenientes de plantas. (Farre, 2004)

Clase Compuesto Fuente
Monoterpenos Alamandina Allamnada catértica
4-Tpomeanol Ipomea batatas
Sesquiterpenos Bacarina Baccharis megapotamica
Elefantopina Elephantopus elatus
Helenalina Helenium autumnale
Diterpenos Gnidina Gnidia lomprantha
Taxodiona Taxodium distichum
Taxol Taxus brevifolia
Cuasinésidos/Simarub | Bruceantina Brucea antidysenterica
Olidos Glaucarubinona Simatrouba glauca
Lignanos a- y B- Peltatina Podophyllum pletratum
Podofilotoxina Podophyllum hexamdrum
Podophyllum pletratum
Quinonas Jacaranona Jacaranda caucana
Lapachol Steganotaenia suaveolens
Alcaloides Emetina Cyclea peltata
Vinblastina Chataranthus lanceus
Vincristina C. roseus
Colchicina M. serrata
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V.4. CAPE
V.4.1 PROPOLEO

Ademas de los antitumorales procedentes de plantas, existen otros de origenes
diversos, por ejemplo los derivados de productos apicolas como es el propoleo.

El propdleo es una resina cérea, de composicion compleja y consistencia viscosa
que las abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes vegetales y que
utilizan en la construccion, reparacion y proteccion de la colmena. El propdleo ha sido
ampliamente utilizado desde la antigiiedad con diversas finalidades, actualmente se
investigan las acciones, efectos y posibles usos del propodleos en biologia y medicina,
destacando su utilizacion como suplemento dietético y en la industria farmacéutica
(Farre R., et al., 2004).

Se han aislado mas de 180 componentes asociados al propdleo. Sus principales
componentes son resinas y balsamos que contienen flavonoides y acidos fenolicos o sus
ésteres (50%); poseen ceras de naturaleza muy variable (7.5-35%) que afectaran a los
correspondientes componentes restantes; aceites volatiles (10%); polen (5%) e
impurezas (4.4-19.5%). El propoleo contiene ademas pequefias cantidades de terpenos,
taninos, restos de las secreciones de las glandulas salivales de las abejas y otros posibles
contaminantes ( Krell R, 1996; Durk E, 1997)

El propoéleo es un producto de interés en medicina y en la industria farmacéutica,
al cual se le atribuyen efectos tales como: anti-inflamatorio, inmuno-estimulante,
hepato-protector, carcino-estatico, anti-microbiano, antiviral, antifungico,
antiprotozoarios, anestésico y de regeneracion tisular (Krell R, 1996; Durk E, 1997,
Farre R, et al., 2004)

Tabla 5. Composicién promedio del propdleo

Composicién (%) Compuestos, caracteristicas y observaciones
Resinas 45-55 Flavonoides, acidos fenolicos y ésteres
Ceras 7.55a35 Mayoria cera de abeja, también de origen vegetal
Aceites esenciales 5-10 Volatiles
Acidos grasos 5 La mayoria proceden.de la ceray el resto depende del
origen botanico
Polen Proteinas del polen y aminoacidos libres. Predominan
5 arginina y prolina.
Otros compuestos 14 Oligoelementos Fe y Zn son los mas abundantes, otros:
P 5 Au, Ag, Cs, Hg, K, Sb. Cetonas, lactosas, quinonas,

organicos y

) esteroides, acido benzoico y ésteres, vitaminas, azucares.
minerales
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V.4.2 Ester fenetilico del &cido caféico (CAPE).
El éster fenetilico del acido caféico (CAPE), es un componente del propdleo,
que se encuentra en forma de polvo blancuzco, su formula molecular es C ; H 15 O 4,

con un peso molecular de 284.31

O

"o

HO
OH

Figura 8. Estructura quimica del CAPE

Al CAPE se le han atribuido préacticamente las mismas propiedades antes
mencionadas para el propdleo incluyendo la accién antitumoral. Existen numerosas
referencias a cerca de estas propiedades bioldgicas, para esta investigacion es
importante mencionar algunos de los trabajos que reportan la actividad antitumoral del
CAPE.

K. Natarajan y colaboradores en 1996 demostraron que el CAPE es un potente
inhibidor especifico de la activacion de NF-«kf3 en células U937, esta propiedad ha sido
ampliamente estudiada con el fin de explicar los mecanismos de inflamaciéon e inmuno-
modulacién que ejerce el CAPE en varios modelos. En el 2005 Wen-Xing Zhao y
colaboradores determinaron que en concentraciones bajas el CAPE inhibe la
proliferacion celular y la sintesis de colageno en células hepaticas de rata (HSC)
mientras que a concentraciones mayores es capaz de inducir apoptosis a los hepatocitos
en forma dosis dependiente.

Dong Wang y colaboradores en 2005 reportan que el CAPE inhibi6 la
proliferacion en células HCT116 e indujo la interrupcion del ciclo celular y apoptosis,
usando concentraciones de CAPE de 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 mg/L. Para el 2006 Hsing-
Chun Kuo y colaboradores reportan que el CAPE posee un potencial antitumoral en
células de glioma C6, el cape inhibi6 del crecimiento de estas células tumorales dosis y

tiempo dependiente, aumento el porcentaje de células en fase G¢/G; y indujo una
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significativa disminucidon dosis dependiente en el crecimiento tumoral de xenoinjertos
en ratones desnudos.

Como se puede apreciar el CAPE posee actividad antitumoral en diversos
modelos tanto in vivo como in Vitro, sin embargo es necesario seguir estudiando dicha
actividad del CAPE para poder explicar el mecanismo molecular con el cual ejerce su

accion.

V.4.3 MODELO DE HEPATOCARCINOGENESIS QUIMICA

Los modelos de carcinogénesis quimica como el de piel de raton y el de higado
de rata, han contribuido a identificar tres etapas en el proceso de desarrollo del cancer:
la iniciacion, la promocion y la progresion. La iniciacion explica que ¢l ADN es la
principal biomolécula blanco de los carcinégenos (mutagenos quimicos, virus y
radiaciones ionizantes). Las células iniciadas presentan un dafio genético permanente y
heredable, ademds de una inestabilidad genética que las hace susceptibles para adquirir
aberraciones cromosomicas. La promocion explica que la aparicion de las lesiones
pretumorales (noédulos, papilomas, polipos, etcétera) es a través de la proliferacion de
las células iniciadas. La progresion explica el desarrollo del cancer a partir de lesiones
pre-tumorales. Durante ésta etapa las células pre-tumorales sufren cambios estructurales
en la cromatina, acumulan mutaciones, modifican el perfil de expresion genético y el
metabolismo celular. Asi, el cancer es el resultante de un proceso de seleccion de
células aberrantes que lograron sobrevivir adquiriendo un control auténomo para
expandirse (Pere, et al., 2006)

El modelo en rata, conocido como del ‘“hepatocito resistente”, tiene como
ventaja poder separar operacionalmente las 3 etapas de la carcinogénesis. Con la
administracion de dietilnitrosamina a las ratas, es posible estudiar la iniciacion de las
células hepaticas. Con la admistracion del 2-acetilaminofluoreno y una hepatectomia
parcial, se induce la promocion de las células iniciadas para formar focos de hepatocitos
alterados o nédulos pretumorales. Las células de los nddulos tienen el dafio genético
suficiente que les permite conducirse autonomamente hacia una progresion tumoral

(Perez, et al., 2006)

_25.-



El CAPE ha sido probado como agente quimiprotector del cancer en el modelo
modificado del hepatocito resistente de  Semple-Roberts que induce
hepatocarcinogénesis quimica. En este modelo se administra una dosis de 200 mg/kg de
N-dietilnitrosamina (DEN) como carcinoégeno al dia cero, luego se administra una dosis
diaria de 20 mg/kg de 2-acetilaminofluoreno (2AAF) como promotor en los dias 7,8 y 9
del tratamiento, se realiza una hepatectomia parcial al dia 10 y finalmente las ratas se
sacrifican al dia 25 para observar la presencia de focos de hepatocitos alterados GGT +

(FHA-GGT+), los cuales se consideran posibles lesiones preneoplasicas.

DEN -AAF  HF SACRIFICIO
o 7T 8 9 10 .
FHA GGET+

Esquema de tratamiento del modelo de hepatocito resistente.

En este modelo se han observado resultados realmente prometedores, ya que al
usar el CAPE en ratas Wistar macho en una sola dosis de 20 mg/kg 12 horas antes de la
administracion de DEN, hay una inhibicion del 84% de las lesiones preneoplasicas y al
aplicarlo durante la etapa de promocion en varias dosis, se alcanza una inhibicion del

90% de las mismas (Carrasco, 2003; Carrasco, 2004; Beltran, 2005)
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VI. ANTECEDENTES

Las diversas actividades bioldgicas encontradas en el CAPE han sido estudiadas
a nivel mundial en modelos tanto in vivo como in Vitro entre estas actividades se
encuentra el efecto antitumoral que ha mostrado poseer. Sin embargo el mecanismo
antitumoral del CAPE aun esta siendo elucidado. Uno de los grupos de investigacion
que ha aportado estudios sistematicos que proponen explicacion acerca del mecanismo
de accion del CAPE, es el grupo del Dr. Saul Villa Trevifo.

En el 2003 el grupo del Dr. Villa Trevifio, demuestran que el CAPE posee un
efecto quimioprotector en la hepatocarcinogénesis experimental inducida por N-
dietilnitrosmina (DEN) en ratas Wistar, los resultados de este trabajo sugieren que el
CAPE ejerce una actividad quimioprotectora contra la induccién de lesiones
preneoplésicas, promocion y progresion del proceso de hepato-carcinogénesis. Una
probable explicacion del mecanismo de quimioproteccion seria a nivel del NF-xB ya
que el CAPE previene su activacion (Carrasco-Legleu, et al., 2003) lo que impediria
que los tumores presenten resistencia a farmacos, con estos resultados obtenidos del
modelo del hepatocito resistente y la evaluaciéon de marcadores enzimatico este grupo
de investigacion postulan a el CAPE como un agente quimioprotector que podria
utilizarse al inicio y durante el proceso carcinogénico en higado.

Para el 2005 Beltran y colaboradores presentan un trabajo que traté de dilucidar
si el mecanismo de accion del CAPE como quimioprotector involucra la modificacion
de las isoformas de citocromos (CYP) que pueden estar participando en el metabolismo
de N-dietilnitrosmina (DEN). Para esto se uso el modelo del hepatocito resistente y el
CAPE se administro 12 horas antes de la iniciacion, obteniendo como resultado que
una sola dosis disminuye en un 70% la posibilidad de que las ratas desarrollen tumores,
sugiriendo que un posible mecanismo quimioprotector es a través del metabolismo del
carcindgeno (DEN) pues el CAPE modifico la actividad de algunos CYP que prodrian
estar involucrados en su metabolismo, como el CYP1A1/1A2 y el CYP2B1/2B2.

Con los resultados obtenidos por Carrasco y Beltran, el grupo de investigacion
encabezado por el Dr. Saul Villa Trevifio ha explicado los posibles mecanismos por los

cuales el CAPE ejerce su accion quimioprotectora.
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VIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es importante el estudio in vitro de productos de origen natural para evidenciar
sus propiedades antitumorales, es necesario sustentar los mecanismos de accion de
estas sustancias, no solo in vivo, sino tanto a nivel celular como molecular.

El presente trabajo enfrenta el reto de evidenciar los efectos antitumorales del
éster fenetilico del acido caféico (CAPE) a nivel de biologia celular.

Por lo anterior, se decidi6 evaluar tres parametros de comportamiento: la
proliferacion, la apoptosis y genotoxicidad, en lineas celulares derivadas de tumores
humanos, lo que permitird proponer evidencia que apoye algun mecanismo que pueda
explicar algunos de los efectos antitumorales del éster fenetilico del acido caféico

(CAPE).
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VIIl. HIPOTESIS

Dado que se ha observado actividad antitumoral del CAPE en estudios in vivo
que emplean el modelo de hepatocarcinogenésis inducida en rata, suponemos que los
efectos que el CAPE es capaz de inducir in vitro, podrian ayudar a explicar el

mecanismo por el cual este compuesto presenta dicha actividad contra neoplasias.
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IX. OBJETIVOS

IX.1. Objetivo general

Determinar el mecanismo que da lugar a la actividad antitumoral del
CAPE, para apoyar su posible uso como sustancia de origen natural con utilidad en el

tratamiento antitumoral.

I1X.2. Objetivos particulares

Para a elucidar algunos de los efectos in vitro del CAPE en modelos celulares, fue
necesario:
1. Determinar el comportamiento de la proliferacion celular en lineas:

HeLa, VERO, JURKAT y K562 pre-tratadas con CAPE.

2. Determinar la probable actividad apoptotica del CAPE mediante la
prueba de anexina en lineas: HeLa, VERO, JURKAT y células

mononucleadas de sangre periférica.
3. Determinar la probable actividad genotdxica del CAPE usando la

técnica de intercambio de cromatidas hermanas en células normales

de sangre periférica.
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X. MATERIALES Y METODOS

X.1. LINEAS CELULARES

En la realizacion del presente trabajo se utilizaron cuatro lineas celulares entre
las que encontramos a la linea celular de cancer cérvico uterino HeLa (HPV-18), esta
linea crece en monocapa y se mantuvo y propagoé en medio de cultivo Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10 % de SFB, 2mM de L-Glutamina, 25 mM
de HEPES, 100pg/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina; mantenidas en
humedad con 5% de CO,-95% de aire a 37°C. Se propagaron los subcultivos
seriadamente después de cosecharlos con tripsina al 0.5% / 0.53 mM EDTA 4Na.
También se empleo células epiteliales de rifion de mono en este caso fueron las células
VERO, las cuales se propagaron en medio modificado Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con los mismos componente y las mismas concentraciones que

el medio utilizado para las células HeLa.

Como modelo de linfocitos T se utilizaron células JURKAT, estas células
derivan de leucemia, crecen en suspension y se mantuvieron y propagaron en medio
RPMI 1640 suplementado con 10 % de SFB, 2mM de L-Glutamina, 25 mM de HEPES,
100pg/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina; mantenidas en humedad con 5%
de CO»-95% de aire a 37°C. También se emplearon células mononucleadas de sangre
periférica que se aislaron de un individuo sexo femenino en condiciones saludables por
el método de Ficoll-Histopaque que se fundamenta en la separacion de las células por
medio del gradiente de densidad. Para llevarlo a cabo primero se obtuvo una muestra de
sangre por puncion venosa, por medio de una jeringa, la sangre se vacio a un tubo
falcon de 15 ml y se centrifugo a 3000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Se
obtuvieron las células blancas y se resuspendieron en un tubo que contenia 5 ml de
PBS frid, en otro tubo se agrego 3 ml del reactivo de Ficoll frid y procedi6 a agregar el
PBS que contiene las células blancas por la pared despacio al tubo con Ficoll, se
centrifuga a 1500 rpm por 15 minutos en frid. Por ultimo se toma el alo de células
blancas y se lava en dos ocasiones con PBS frio a 1500 rpm por 5 minutos y el
resultado final se resuspende en 1 ml de PBS para realizar el conteo con azul de tripano
y mantenerlas en medio RPMI 1640 suplementado con los mismos componente y las

mismas concentraciones que el medio utilizado para las células JURKAT.
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X.2. CUANTIFICACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Se utilizo el Kit Vybrant MTT Cell proliferation assay el cual usa el colorante
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, (MTT) como indice de la
integridad de la membrana mitocondrial interna. Las deshidrogenasas mitocondriales
transforman el MTT de color amarillo en un derivado del formazan insoluble de color
violeta que absorbe a una longitud de onda de 570 nm.

Para determinar la capacidad de la proliferacion celular que presenta el CAPE
sobre células tumorales se realizo el ensayo de MTT, se utilizaron cuatro lineas
celulares: HeLa, VERO, JURKAT, K562. Como control de proliferacion se utilizd
medio de cultivo conteniendo suero fetal bovino al 10 %, como control negativo se
utilizaron las células sin tratamiento y el control del vehiculo dado que el CAPE
requiere ser disuelto en DMSO al 0.1%. Las células HeLa y VERO que crecen en
monocapa se cultivaron hasta obtener una confluencia del 70-80 %, posteriormente se
tripsinizaron para poder realizar conteo y observacion de viabilidad celular por medio
de tincion con azul de tripan. Se colocaron 10,000 células por pozo en una placa de 96
empleando medio sin suero fetal bovino. La placa se incub6 a 37°C /5% CO, por dos
horas para que las células se adhirieran y entonces se agregaron las distintas
concentraciones de CAPE que fueron 2.5, 5, 7.5 y 10 pug/ml y se incubd por 24 o 48
horas en presencia del mismo.

Las Lineas JURKAT y K562 que son células que crecen en suspension, se
cultivan hasta obtener una confluencia del 70-80 %, se realiza el conteo y viabilidad
celular y se colocan 50,000 células por pozo en una placa de 96 en medio sin suero fetal
bovino para evitar induccion de proliferacion debida a factores del mismo. A
continuacion se agregaron las distintas concentraciones de CAPE: 2.5, 5, 7.5 y 10
png/ml. El tiempo de incubacion para las cuatro lineas celulares en un primer ensayo fue
de 24 hrs. Después de la incubacion se retiro el medio de cultivo y se les agreg6d 100 pl
de medio de cultivo fresco, se adicionaron 10 pl del reactivo de MTT 12 mM a cada
pozo. Se incubd a 37°C durante 4 horas. Posteriormente se adicionaron 100 pl de la
solucion de SDS-HCI y se incub6d nuevamente a 37°C durante 4 hr en una cédmara

htmeda.
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Por ultimo la placa se analizo en un lector de elisa a una longitud de onda de 570
nm. Los ensayos se realizaron por duplicado a 24 hr de incubacion y otros a 48 hr de
incubacidn, posteriormente cada experimento se repitid6 una vez mds para observar la
reproducibilidad del experimento y para colectar datos que permitieran llevar a cabo un

analisis estadistico.

X.3. DETECCION DE APOPTOSIS

X.3.1 TINCION DE ANEXINA V-FITC/YODURO DE PROPIDIO

En las células normales la distribucion de los fosfolipidos en la membrana
plasmatica es asimétrica, la membrana interna contienen fosfolipidos anidénicos como
fosfatidilserina y la externa fundamentalmente fosfolipidos neutros. En una célula
apoptdtica se produce una traslocacion de los residuos de fosfatidilserina de membrana
interna a membrana externa, exponiendo de esta manera los residuos de la
fosfatidilserina al exterior.

La Anexina-V es una proteina de union a fosfolipidos dependiente de calcio, la
cual tiene una gran afinidad de unién a los residuos de fosfatidilserina. Por tanto la
anexina puede unirse a los residuos de fosfatidilserina de las células apoptoéticas al ser
estos accesibles por estar en el exterior. De esta manera se puede discriminar entre
células apoptoticas y células normales.

Para detectar la apoptosis hemos usado el kit de deteccion de apoptosis con la
tincidon de anexina V-FITC y yoduro de propidio (Calbiochem), en el cual la anexina-V
estd conjugada con isiotiocianato de fluoresceina (FITC). Dado que la membrana de las
células necroticas se permeabiliza, estas pueden unir también anexina, para distinguirlas
de las apoptoticas se utiliza un colorante de uniéon a DNA, el yoduro de propidio. Sélo
las células con la membrana permeabilizada (necréticas) podran tomar este
fluorocromo.

De esta manera distinguimos:

a. Células viables: no unen anexina y excluyen yoduro de propidio

b. C¢lulas en apoptosis temprana: unen anexina y excluyen yoduro de propidio

c. Células en apoptosis tardia: unen anexina e incorporan yoduro de propidio

d. Células necroticas: unen anexina e incorporan yoduro de propidio, o solo

incorporan yoduro de propidio
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La tincion con anexina V-FITC y yoduro de propidio se realizé de la siguiente
manera, las cuatro lineas celulares se sembraron en placas de 24 pocillos. Las
concentraciones de CAPE que se utilizaron fueron: 2.5, 5, 7.5 y 10 pg/ml y el tiempo de
incubaciéon fue de 24 h. Después de la incubacion se colocod todo el volumen de los
pozos en un tubo para citémetro de flujo (Falcon de 5 ml) se centrifugé a 2000 rpm por
2 min a 4°C, el pellet celular se resuspendié en 500 pl de medio fresco sin suero. Se
adicionaron 10 pl del buffer de unién y 1 pl de anexina por tubo se incubd 15 min a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Se centrifugd a 2000 rpm por 2 min a 4°C para
retirar el sobrenadante por inversion del tubo y se adicionaréon 0.5 ml del buffer de
unién frio se agregaron 10 ul del reactivo conteniendo PI (Propidium lodide) y las
reacciones se dejaron incubar en hielo y en la oscuridad por 10 min. Por ultimo las
células se lavaron con 300 ul de PBS frio antes de analizar en el citometro de flujo y
posteriormente se colectaron las ultimas células para microscopia.

La sefial del FITC (fluorescencia verde) se detecto a 518 nm, el log de esta
fluorescencia se representd en el eje de las X. La sefial del yoduro de propidio se

detecto a 620 nm y log de esta se represento en el eje de las Y.

Apoptosis
Necrosis Tardia

2\ /

107

FL2-Height
102

1

10

102 103 104
FL1-Height

10!

Células Apoptosis
vivas Temprana

Figura 9. Representacion de un analisis por citometria de flujo con células
marcadas con yoduro de propidio y anexina-FITC
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De esta forma la grafica de puntos que se obtiene se puede dividir en cuatro
cuadrantes: en el cuadrante inferior izquierdo aparecen las células viables, en el inferior
derecho aparecen las células en apoptosis temprana, en el superior derecho apoptosis

tardia y en el superior izquierdo necrosis.

X.4 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

La prueba de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) es ampliamente
utilizada en el andlisis citogenético por su sensibilidad para detectar agentes que
inducen dafio genético y por lo tanto no deben ser administrados como farmacos en el
tratamiento de las enfermedades. Los ICH son intercambios reciprocos entre cromatides
de un mismo cromosoma. En esta prueba las células se replican durante dos
generaciones 0 mas en presencia de una base analoga, 5-bromo-desoxiuridina (5-BrdU),
que sustituye a la timina durante la replicacion celular. Se efectia un tratamiento con el
colorante Hoechst 33258, el cual no se incorpora al DNA normal, pero si a aquel cuyas
dos cadenas han sido sustituidas por la 5-BrdU y finalmente se lleva a cabo una tincién
con el colorante de Giemsa; el resultado de dicha tincion es que una cromatida aparece
oscura y la otra clara, facilitando su observacion, en caso de que existan, segmentos
intercambiados tratandose de un ICH.

La prueba de ICH se realizé de la siguiente manera: se obtuvo una muestra de
sangre por puncion venosa, por medio de una jeringa heparinizada. En un tubo estéril se
adicionaron 5 ml del medio de cultivo RPMI 1640, 4 gotas de fitohemaglutinina y 10
gotas de sangre. El contenido del tubo se mezcld bien y se incub6 en la estufa a 37°C
durante 24 hrs. Transcurrido este tiempo se agregaron 45 pl de 5-BrdU a una
concentracion de 1 mg/ml, ademds de las diferentes concentraciones de CAPE que
fueron: 2.5, 5, 7.5 y 10 pg/ml. Los tubos se incubaron nuevamente hasta completar 71
horas. Una vez transcurrido ese tiempo se agregaron 50 pl de colchicina a una
concentracion de 0.1 mg/ml en cada tubo. Se mezcl6 bien el contenido de los tubos y se
contintio con la incubacion por una hora mas.

Para la obtencion de las preparaciones cromosdmicas se centrifugaron los tubos
a 3000 rpm durante 10 min y se retird el sobrenadante. Se resuspendio el paquete celular
y se adicionaron 8 ml de KCI 0.075 M a 37°C, los tubos se incubaron durante 30
minutos a 37°C. Se centrifuga nuevamente durante 5 minutos y se desechd el

sobrenadante, el paquete celular se resuspendi6 en 5 ml de solucion fijadora de metanol-
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acido acético (3:1) recién preparada y fria con agitacion constante; se deja reposar por
alrededor de 15 min. Se repitio el procedimiento anterior dos veces mas. Después de la
ultima centrifugacion se dej6 un volumen de 0.5 ml de solucidon para hacer una
suspension celular adecuada y se realizaron las preparaciones cromosémicas por goteo
sobre portaobjetos limpios y frios. Las preparaciones se secaron al aire y se dejaron

madurar antes de la tincion.

Para la tincion diferencial en cada laminilla se colocaron 4 o 5 gotas de la
solucion de trabajo Bis-benzimida Hoechst y se colocd encima un cubreobjetos para
expandirlas. Las laminillas se mantuvieron en LA oscuridad por 20 minutos. Una vez
pasado el tiempo alrededor del cubreobjetos se colocaron unas gotas de buffer de
diferenciacion que contiene citrato trisodico y fosfato de sodio monohidratado. Las
laminillas se expusieron a luz UV por una hora y quince minutos, a una distancia no
mayor de 2cm de la lampara.

Se retira el cubreobjetos por inmersion con agua desionizada. Las laminillas se
sumergen en una solucion doble de salina-citrato a 60°C por 15 minutos, después se
enjuagaron con agua caliente y luego agua fria. Por ultimo se tifieron con Giemsa en
buffer de fosfatos pH 6.8 durante 10 minutos.

La observacion al microscopio se realizé de la siguiente manera:

1. Intercambio de cromatidas hermanas (ICH)
Para obtenerlo se procedid a localizar 25 metafases que se encontraran en segunda
division celular, observando en cada metafase el nimero de intercambios de cromatidas
hermanas en el objetivo de inmersion (100x), para cada uno de los diferentes
tratamientos

2. Indice mitético (IM)
Se realiz6 contando el numero de metafases que se encontraron en un total de 1000
células también por cada uno de los tratamientos

3. Indice de replicacién
Se obtiene al contar el numero de metafases en primera, segunda y tercera division
celular en un tota de 100 metafases por cada tratamiento.
(M, X1)(M,Xx2)(M ,X3)

100

I.R.=
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Figura 10. Esquema que muestra la tincion diferencial entre las cromatidas
hermanas al adicionar BrdU en tres ciclos celulares (Morales-Ramirez,
1988)
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Figura 11. Representacion de los intercambios entre cromatidas hermanas
(ICH) (Morales-Ramirez, 1988)
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Figura 12. Diagrama de flujo del procedimiento experimental
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XI. RESULTADOS

XI1.1 Determinacion de la proliferacion celular a diferentes

concentraciones del CAPE

En la Tabla 6 se presentan los resultados de la proliferacién celular con el
ensayo de MTT para las lineas celulares HeLa y VERO a 24 y 48 h de incubacion con
las diferentes concentraciones de CAPE usadas. Como se puede observar ambas lineas
celulares presentaron una inhibicién de la proliferacion en distintos porcentajes, los

cuales variaron dependiendo la concentracion y el tiempo de incubacion.

Tabla 6. Resultados del porcentaje de inhibicion de la proliferacion en
células HeLa y VERO pre-tratadas con las diferentes concentraciones de
CAPE a 24y 48 hrs. de incubacion.

Linea Tiempo de % Inhibicion de la proliferacion
Celular Incubacion | 2.5 pg/ml 5 pg/ml 7.5 ug/ml | 10 pg/ml
de CAPE | de CAPE | de CAPE | de CAPE
HeLa 24 hrs 0 0 7 9
HeLa 48 hrs 0 0 18 38
VERO 24 hrs 0 0 5 48
VERO 48 hrs 6 12 41 67

Las concentraciones de 2.5 y 5 ng/ml de CAPE no mostraron ningtn efecto en la
proliferacion celular en las células HeLa en los dos tiempos de incubacion usados,
mientras que las concentraciones de 7.5 y 10 pg/ml desde las 24 hrs mostraron efecto 7
vy 9 % de la inhibicion de la proliferacion celular y a las 48 h este efecto se incremento a

un 18 % y 38 % respectivamente (Figura 12).

Para la linea celular VERO nuevamente se observa que las concentraciones de
2.5 y 5 ug/ml de CAPE a las 24 h de incubacion no muestran un efecto en la
proliferacion celular, mientras que a las 48 h el efecto es de un 6 % y 12%
respectivamente. El efecto con mayor porcentaje de inhibicion de la proliferacion
celular se obtuvo con la concentracion de 10 pg/ml en esta linea siendo de un 48% a las

24 hy deun 67% a las 48 h (Figura 13).
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Figura 13. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
HelL a pre-tratadas con CAPE.

Las células HeLa se trataron con las diferentes concentraciones de CAPE (2.5, 5,7.5
y 10 pg/ml) a dos tiempos de incubacion que fueron 24 hrs y 48 hrs en placas de 96
DOZO0s.
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Figura 14. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
VERO pre-tratadas con CAPE.

Las células VERO se trataron con las diferentes concentraciones de CAPE (2.5,
5,7.5 y 10 pg/ml) a dos tiempos de incubacidon que fueron 24 hrs. y 48 hrs. en placas
de 96 pozos.
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En la Tabla 7 se presentan los resultados de la proliferacion celular
OBTENIDOS para las lineas celulares JURKAT y K562 a 24 h. de incubacion, como se
muestra en ella, las tres concentraciones de cape usadas presentaron valores que van
desde el 15% y hasta el 44% de inhibicion de la proliferacion en general los valores del
porcentaje de inhibicion de las K562 inician a un valor de 35, mas alto que el valor de

15 con el que inician las JURKAT.

Tabla 7. Resultados del porcentaje de inhibicién de la proliferacion en
células JURKAT y K562 pre-tratadas con las diferentes concentraciones de
CAPE a 24 hrs. de incubacion.

% Inhibicion de la proliferacion

Linea Tiempo de
Celular Incubacion | 5pg/mlide | 7.5 pug/ml 10 pg/ml
CAPE de CAPE de CAPE
JURKAT 24 hrs. 15 24 43
K562 24 hrs. 35 42 44

La concentracion de 10 ug/ml es la que presenta un porcentaje mayor en la
inhibicion de la proliferacion celular para ambas lineas celulares usadas, siendo minima
la diferencia que presentan ambas lineas celulares. Sin embargo en las dos
concentraciones menor que son la de 5 y 7.5 pg/ml se observa una diferencia mayor
entre las lineas celulares empleadas, para la células JURKAT el porcentaje de inhibicion
de la proliferacion fue de 15 % y 24% para las concentraciones de 5 y 7.5 pg/ml
respectivamente, mientras que para las células K562 el porcentaje de inhibicion de la
proliferaciéon fue de 35 % y 42% para las concentraciones de 5 y 7.5 pg/ml

respectivamente mayor que el presentado por las cedulas JURKAT (figurasl4y 15).
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Figura 15. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
JURKAT pre-tratadas con CAPE.

Las células JURKAT se trataron en placas de 96 pozos con diferentes concentraciones
de CAPE (2.5, 5,7.5 y 10 pg/ml) y se incubaron por 24 h.
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Figura 16. Efecto en el porcentaje de inhibicion de la proliferacion en células
K562 pre-tratadas con CAPE.

Las células K562 se trataron con las diferentes concentraciones de CAPE (2.5, 5,7.5 y
10 pg/ml) e incubadas a 24 hrs en placas de 96 pozos.
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X1.2. Ensayo de apoptosis por la tincion con anexina V-FITC

Una vez que los resultados con MTT no parecian mostrar un aumento, pero si
una inhibicién de la proliferacion celular, se decidid realizar ensayos de apoptosis
empleando la tincién con anexina V-FITC. Para este ensayo se utilizaron las lineas
celulares ya descritas: HeLa, VERO, JURKAT vy células mononucleadas de sangre
periférica. Fue necesario tripsinizar las lineas HelLa y VERO debido a que crecen en
monocapa, una vez que se evalud su viabilidad por medio de azul de tripano se
colocaron 300,000 células por pozo en una placa de 24 pocillos, con medio sin suero
fetal bovino. Se dejaron incubar a 37°C / 5%CO, durante dos horas para permitir que
adhirieran y se revisaron al microscopio invertido para comprobar que habia una buena
densidad de la monocapa aproximadamente del 80%. Posteriormente se agregan las
diferentes concentraciones de CAPE. Para este ensayo se us6 como control positivo
Actinomicina D a una concentracion de 3puM, ya que se tenia referencia de que es capaz
de inducir muerte celular via apoptosis en las lineas celulares usadas en el laboratorio.
Como control negativo se tenian las células sin tratamiento y el control de vehiculo fue
DMSO al 0.1%. La placa se dejé incubar 24 h para posteriormente realizar el ensayo de
apoptosis y la lectura al citdémetro de flujo.

Los resultados que se obtuvieron para las células JURKAT en este ensayo se
muestran en la Tabla 8 en donde se puede apreciar que el efecto de apoptosis va en
aumento con la concentracion de CAPE empleada (Figura 16).

Tabla 8. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células JURKAT
tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE

Tratamiento % Células | % Apoptosis | % Apoptosis | Apoptosis | % Necrosis

viables temprana tardia TOTAL

Control (-) 76 8 16 24 0

Control (+) 6 2 88 90 4

2.5 pg/ml 53 7 31 38 9
CAPE

5 ng/ml CAPE 42 4 37 41 17

7.5 pg/ml 42 9 43 52 6
CAPE

10 pg/ml 27 3 52 55 18
CAPE
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Figura 17. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la
induccion de apoptosis en células JURKAT.

Controles de induccién de apoptosis cuantificada por citometria de flujo
usando la tincion de anexina V-FITC/Yoduro de propidio. Células JURKAT
sin tratamiento, tratadas con 3uM de actinomicina D. Concentraciones de
CAPE usadas 2.5, 5,7.5 y 10 pg/ml disueltas en DMSO 0.1%.
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En lo que se refiere a las células mononucleares de sangre periférica los
resultados que se obtuvieron se muestran en la Tabla 9, para esta célula es importante
mencionar que al llevarse a cabo un procedimiento de extraccion estas células sufren

estrés y dafio por que es muy importante realiza la viabilidad celular con azul de tripano.

Tabla 9. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células
mononucleares de sangre periférica tratadas con las diferentes
concentraciones de CAPE

Tratamiento % Células | % Apoptosis | % Apoptosis | Apoptosis | % Necrosis

viables temprana tardia TOTAL

Control (-) 70 20 7 27 3

Control (+) 25 31 42 73 2

2.5 ug/ml 50 23 19 42 5
CAPE

5 pg/ml CAPE 46 25 24 49 5

7.5 pg/ml 33 15 37 52 15
CAPE

10 pg/ml 31 19 46 65 4
CAPE

En la Tabla 9 se puede apreciar el efecto del cape, en el cual el porcentaje de
apoptosis va incrementandose de acuerdo con el aumento de la concentracion. La
sumatoria del porcentaje de apoptosis temprana y tardia para la concentraciéon de 10
png/ml es de un 65 % lo que sugiere que mas de la mitad de las células tratadas sufrieron
apoptosis y para la concentracién menor se presenta un porcentaje de apoptosis del 42

% (Figura 17)
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Figura 18. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la
induccion de apoptosis en células células mononucleares de sangre
periférica.

Controles de induccién de apoptosis cuantificada por citometria de flujo
usando la tincion de anexina V-FITC/Yoduro de propidio. Células JURKAT
sin tratamiento, tratadas con 3uM de actinomicina D. Concentraciones de
CAPE usadas 2.5, 5,7.5 y 10 pg/ml disueltas en DMSO 0.1%.
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Los resultados que se obtuvieron para las células HeLa tratadas con las distintas
concentraciones de CAPE se muestran en la Tabla 10. Como se puede apreciar el
porcentaje de apoptosis es menor que el obtenido con las dos lineas celulares anteriores,
que fueron JURKAT y células mononucleares de sangre periférica que presentaron una
apoptosis total a la concentracion de 10 pg/ml de 55 y 65% respectivamente mientras que el

porcentaje de apoptosis total que presentaron las células HeLa fue del 17% (Figura 18)

Tabla 10. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células HelLa
tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE

Tratamiento % Células | % Apoptosis | % Apoptosis | Apoptosis | % Necrosis

viables temprana tardia TOTAL

Control (-) 90 4 3 7 3

Control (+) 69 25 4 29 2

2.5 ng/ml 85 7 4 11 4
CAPE

5 ng/ml CAPE 81 8 5 13 6

7.5 ng/ml 77 11 4 15 8
CAPE

10 pg/ml 76 12 5 17 7
CAPE
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En cuanto a los resultados que se obtuvieron para las células VERO tratadas con
las distintas concentraciones de CAPE se presentan en la Tabla 11, como se puede
apreciar el porcentaje de apoptosis es menor que con las dos anteriores lineas celulares

y muy similar al presentado por las células HeLa (Figura 19)

Tabla 11. Resultados del ensayo de Anexina V- FITC en células VERO
tratadas con las diferentes concentraciones de CAPE

Tratamiento % Células | % Apoptosis | % Apoptosis | Apoptosis | % Necrosis

viables temprana tardia TOTAL

Control (-) 93 3 1 4 3

Control (+) 71 25 3 28 1

2.5 ng/ml 79 9 5 14 7
CAPE

5 pg/ml CAPE 83 9 4 13 4

7.5 ng/ml 81 10 4 14 5
CAPE

10 pg/ml 74 15 6 21 5
CAPE
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Figura 19. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la
induccién de apoptosis en células HelL a.

Controles de induccién de apoptosis cuantificada por citometria de flujo
usando la tincidon de anexina V-FITC/Yoduro de propidio. Células JURKAT
sin tratamiento, tratadas con 3uM de Actinomicina D. Concentraciones de

Anexina V-FITC

CAPE usadas 2.5, 5,7.5 y 10 pg/ml disueltas en DMSO 0.1%.
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Figura 20. Efecto de las diferentes concentraciones de CAPE en la

induccidn de apoptosis en células VERO.

Controles de induccién de apoptosis cuantificada por citometria de flujo
usando la tincidon de anexina V-FITC/Yoduro de propidio. Células JURKAT
sin tratamiento, tratadas con 3uM de actinomicina D. Concentraciones de
CAPE usadas 2.5, 5,7.5 y 10 pg/ml disueltas en DMSO 0.1%.
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X1.3. Resultados de la prueba de intercambio de crométidas hermanas
X1.3.1 Ensayo de Genotoxicidad
X1.3.1.1 Frecuencia de ICH

En la Tabla 12 se presentan las frecuencias de ICH por metafase (media +
desviacion estandar) obtenidas en el ensayo de genotdxicidad. Se realizo un control del
vehiculo que fue DMSO al 0.01%, el cual presento 2.52 intercambios por metafase muy
similar el control negativo que fue de 2.6 intercambios por metafase, lo cudl se
considera dentro del rango aceptable para las condiciones de este estudio y se tomo
como parametro basal, por tanto fué posible comparar el nimero de intercambios
inducidos por el CAPE. La sustancia mutagénica utilizada como control positivo fue la
ifosfamida a una concentracion de 40 pg/ml, dicha sustancia indujo un aumento de 12.3
intercambios por metafase, que es estadisticamente significativo con respecto a los
demads tratamientos. En la Tabla 12 se muestra la frecuencia de ICH después de
exponer los cultivos a diferentes concentracion del CAPE. En el grafico correspondiente
(Figura 21) se aprecia como las frecuencias de ICH tienen diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control positivo evaluado estadisticamente por un analisis
de varianza y una prueba de Tukey en donde se obtiene un coeficiente de variacion de

2.34 yunaF de 1270.17.

Tabla 12. Frecuencia de ICHs inducidos por diferentes concentraciones de
CAPE, en cultivo de linfocitos humanos de donador femenino sano.

Tratamiento X de ICH * Desviacion
estandar
Control positivo 12.3 + 0.11
Control negativo *2.6 + 0.11
Control del vehiculo *2.52 + 0.2
2.5 pg/ml de CAPE *2.8 + 0.11
5 ng/ml de CAPE *3.24 + 0.06
7.5 ug/ml de CAPE *3.5 + 0.03
10 pg/ml de CAPE *3.8 + 0.0

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo,
ANOVA, Tukey's a =0.05
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Figura 21. Frecuencia de ICH en los diferentes tratamientos con CAPE.
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo, ANOVA,
Tukey’s a0 =0.05

X1.3.1.2 Indice Mitoético

La determinacion del indice mitdtico sefiala la capacidad de division celular, en
la cual una célula madre origina a dos células hijas. Como se muestra en la Tabla 13 el
indice mitotico + desviacion estandar y en su respectivo grafico (Figura 22) hay
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo para las
concentraciones de 7.5 y 10 pg/ml de CAPE determinado por un analisis de varianza
(ANOVA) en donde se obtuvo una F de 23.742 y una prueba de Tuker - Kramer de
comparacion multiple con una P < 0.0001

Tabla 13. Indice Mitético observado en cultivos de linfocitos
humanos. Sometidos a diferentes concentraciones de CAPE.

Tratamiento I.M. £ Desviacion estandar
Control positivo *16 + 1.414
Control negativo 305 £ 0.7071

Control del vehiculo 3., = 2121
2.5 ng/ml de CAPE 28 + 1414
5 ng/ml de CAPE 265 £ 2121
7.5 ng/ml de CAPE *25 + 0.0
10 pg/ml de CAPE *22.5 = 0.7071

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control
negativo, ANOVA, Tuker-Kramer P < 0.0001.
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Figura 22. Indice Mitético de los diferentes tratamientos con CAPE.
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo, ANOVA,
Tuker-Kramer P < 0.0001.

X1.3.1.3 Cinética de proliferacion celular: indice de replicacién

La cinética de proliferacion celular se refiere al comportamiento de las
poblaciones celulares que estan en division y de esta forma nos permitié evaluar el
impactd del CAPE sobre el ciclo celular. Los resultados se muestran en la Tabla 14, el
analisis estadistico que se realizé a este parametro fue un andlisis de varianza en donde
se obtuvo una F de 73.009 y una prueba de Tuker - Kramer de comparacion multiple
con una P < 0.0001.

Tabla 14. indice Replicacion observado en cultivos de linfocitos
humanos. Sometidos a diferentes concentraciones de CAPE.

Tratamiento I.R. £ Desviacion estandar
Control positivo *1.465 =+ 0.049
Control negativo 1.745 + 0.0

Control del vehiculo 1.680 + 0.007
2.5 ng/ml de CAPE *1.640 + 0.028
5 ug/ml de CAPE *1.5 + 0.0
7.5 ug/ml de CAPE *1.465 £+ 0.007
10 pg/ml de CAPE *1.420 + 0.028

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control
negativo, ANOVA, Tuker-Kramer P < 0.0001.
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Figura 23. Indice de Replicacion de los diferentes tratamientos con CAPE.
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo, ANOVA,
Tuker-Kramer P < 0.0001.

X1.3.2 Ensayo Antigenotoxico

X1.3.2.1 Frecuencia de ICH

Se realiz6 un ensayo de antigenotoxicidad retando las diferentes concentraciones
de CAPE con un mutageno conocido que fue la ifosfamida a una concentracién de 40
png/ml de cultivo celular. Con este ensayo se determinaron los siguientes parametros:
porcentaje de inhibicion de ICH, indice mitdtico y la cinética de proliferacion
determinando el indice de replicacion, estos pardmetros nos permitieron determinar la
actividad antigenotoxica del CAPE.

Para determinar el indice de inhibicion que ejercid el CAPE ante el mutageno

ifosfamida se realiz6 el siguiente calculo:

ICH (tratamiento) — ICH (control - negativo)
ICH (control - positivo) — ICH (control - negativo)

Indice.de.inhibicién =1- X100

Los resultados que se obtuvieron para el ensayo de antigenotoxicidad con
respecto al nimero de ICH se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Frecuencia de ICHs e indice de inhibicion del CAPE retado con
ifosfamida

Tratamiento ICH = Desviacion estandar % de Inhibicion
Control positivo 12.3 + 0.11
ifosfamida (40pg/ml)
Control negativo *2.6 + 0.11
2.5 ng/ml de CAPE + *7 56 + 0.17 49
ifosfamida (40pug/ml)
5 pg/ml de CAPE + *6,66 + 0.141 58
ifosfamida (40pug/ml)
7.5 ng/ml de CAPE + *5 58 + 0.085 69
ifosfamida (40ug/ml)
10 pg/ml de CAPE + %44 + 0.113 81
ifosfamida (40ug/ml)

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo, ANOVA, Tukey’s a =0.05
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Figura 24. Porcentaje de inhibicion de ICH del CAPE retado con ifosfamida
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo, ANOVA,
Tukey’s o =0.05
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X1.3.2.2 Indice Mitético
Los resultados del indice mitotico del ensayo de antigenotoxicidad del CAPE se

muestran en la Tabla 16 y su grafico respectivo (Figura 25). A este parametro se le
realizo un analisis estadistico donde se determino la varianza (ANOVA) en donde se
obtuvo una F de 23.742 y una prueba de Tuker - Kramer de comparacién multiple con

una P <0.0001.

Tabla 16. Indice Mitético observado en cultivos de linfocitos humanos sometidos
a diferentes concentraciones de CAPE y retados con ifosfamida.

Tratamiento I.M. £ Desviacion estandar

Control positivo *16 + 1414
ifosfamida (40ug/ml)

Control negativo 30.5 = .07071
2.5 pg/ml de CAPE + *20.5 = 0.7071
ifosfamida (40pug/ml)

5 pg/ml de CAPE + *23.5 + 0.7071
ifosfamida (40pug/ml)
7.5 pg/ml de CAPE + 27 + 1.414
ifosfamida (40pug/ml)

10 pg/ml de CAPE + 28 + 1.414
ifosfamida (40pug/ml)

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control
negativo, ANOVA, Tuker-Kramer P < 0.0001.
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Figura 25. Indice Mit6tico del ensayo de antigenotoxicidad
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo,
ANOVA, Tuker-Kramer P < 0.0001.
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X1.3.2.3 Cinética de proliferacion celular: indice de replicacion

Los resultados se muestran en la Tabla 17, el analisis estadistico que se realizd a
este parametro fue un analisis de varianza en donde se obtuvo una F de 73.009 y una

prueba de Tuker - Kramer de comparacion multiple con una P < 0.0001.

Tabla 17. indice Replicacion observado en cultivos de linfocitos humanos sometidos
a diferentes concentraciones de CAPE y retados con ifosfamida.

Tratamiento I.R. £ Desviacion estandar
Control positivo *1.465 + 0.049
Control negativo 1.745 £+ 0.0

2.5 pg/ml de CAPE + *1.580 £ 0.0
ifosfamida (40pg/ml)

5 pg/ml de CAPE + *1.605 <+ 0.007
ifosfamida (40pg/ml)
7.5 ng/ml de CAPE + *1.665 =+ 0.007
ifosfamida (40pg/ml)

10 pg/ml de CAPE + 1.770 = 0.0
ifosfamida (40pg/ml)

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control
negativo, ANOVA, Tuker-Kramer P < 0.0001.
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Figura 26. Indice de Replicacion del ensayo de antigenotoxicidad
Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo, ANOVA,
Tuker-Kramer P < 0.0001.
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: Figura 27. Metafase en primera division
La tincion diferencial utilizada en la técnica de
ICH permite distinguir la metafase en primera
division debido a que los cromosomas se
encuentran tefiidos uniformemente.

¢

Figura 28. Metafase en segunda division P "
La tincion diferencial permite distinguir una
cromatida tefiida y otra no lo que facilita el
conteo de ICH. Las flechas indica ICH . 0 'i

a Figura 29. Metafase en tercera division
. ¢ En esta metafase se pueden distinguir dos tipos
-’ . de cromosomas unos totalmente claros y unos
con una cromatida clara y otra obscura.
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XI11. DISCUSION

La naturaleza esencial del cancer en seres humanos o en animales continua
siendo un reto para los cientificos interesados en la biologia, prevencion y terapia de la
enfermedad. Sin embargo, uno de los principales impedimentos del analisis cientifico de
las neoplasias malignas es la escasez de modelos en los cuales las diferentes sefales
fenotipicas del cancer pueden ser variables independientemente, debido a la diversidad
fenotipica y heterogeneidad de las poblaciones celulares que aparecen en la mayoria de
los canceres (Carrasco-Leglue, 2003). Por esta razén es importante el estudio en
diversos modelos tanto in vivo como in vitro de nuevos antitumorales de origen natural
para evidenciar sus propiedades, comprender su mecanismo de accidon molecular y asi
proponer nuevas alternativas para el tratamiento del cancer.

Nuestro grupo de investigacion se ha interesado en la actividad antitumoral que
se ha observado del CAPE en estudios in vivo que emplean el modelo de
hepatocarcinogénesis inducida en rata, suponemos que los efectos que el CAPE es
capaz de inducir in vitro, podrian ayudar a explicar el mecanismo por el cual este
compuesto presenta dicha actividad contra neoplasias. Por esta razén en este trabajo
investigamos la posible accion del CAPE en lineas celulares de origen tumoral.

Para elucidar el mecanismo antitumoral del CAPE determinamos el
comportamiento de la proliferacion celular en las lineas HeLa, VERO, JURKAT vy
K562 pre-tratadas con CAPE a concentraciones de 2.5, 5, 7.5 y 10 ug/ml mediante el
ensayo de MTT y a continuacion se realizaron ensayos de anexina para conocer si esta
inhibicién de la proliferacion tan solo incluia el cese del crecimiento del cultivo o bien
al mismo tiempo se encontraba involucrado un mecanismo de muerte celular
programada, la apoptosis.

En este primer ensayo, el de MTT, en las cuatro lineas incluidas se observa una
inhibicion de la proliferacion celular, con un efecto dosis dependiente que varia segtn la
linea celular, la concentracion y el tiempo de incubacion, siendo las células VERO las
que presentan un mayor porcentaje de inhibicion de la proliferacion a las 48 hrs. a la
concentracion de un 10 pg/ml, siendo de un 67% (Figura 14).

Las células VERO son células de rifion de mono verde africano que han sido
inmortalizadas lo que significa que aunque no provienen de cancer, no son células
normales sino que su maquinaria celular ha sido alterada, por esta razon se podria

explicar el hecho de que el CAPE inhibiera su proliferacion celular.
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Este trabajo selecciono el uso de la linea celular VERO, debido a que es una
linea se utiliza frecuentemente en estudios de toxicidad y por lo tanto su uso aporta
datos acerca de sustancias que pudieran producir efectos citotoxicos o proliferativos
observables in vitro.

Por otro lado en el laboratorio de micro del PIBIOM-ENMH las células VERO
se utilizan de rutina para observar cambios microscopicos a nivel de su citoplasma,
inducidos por toxinas, ya que a una confluencia del 70-80% las VERO son células
extendidas que permiten la observacion de cambios celulares tales como picnosis de los
nucleos, retraimiento del citoplasma, vacuolizacion, etc.

En el caso del presente estudio las VERO permiten obtener resultados a partir de
células que no son de origen tumoral, pero que por asi decirlo, estdn en una posicion
limitrofe entre las células normales y las tumorales y se encontr6 que su proliferacion se
ve inhibida por tratamientos con CAPE.

Por otro lado las células HeLa que si provienen de carcinoma cervical mostraron
una inhibicion de la proliferacion celular de 48% a la concentracion de un 10 pg/ml
incubando 48 h (Figura 13). La linea celular HeLa es una representante cldsica derivada
de CACU Yy por tanto, se incluyé en este estudio para valorar si el CAPE es capaz de
ejercer sus efectos antitumorales sobre este tipo de carcinoma. Los resultados sugieren
que a concentraciones relativamente altas el CAPE inhibe la proliferacion de células
tumorales de Céncer Cervico-Uterino, aunque es necesario incluir en éste tipo de
estudio a otras lineas celulares con el mismo origen, para contribuir con mas elementos
que apoyen esta tesis.

Por otra parte los resultados de este trabajo, relativos a las células Hela,
correlacionan con los publicados por Orsolic y colaboradores en el 2005, que muestran
una inhibicién de la proliferacion celular en el ensayo de proliferacion con timidina
tritiada sobre células HelLa tratadas con CAPE a concentraciones de 6.25, 12.5, y 25
png/ml. Aunque estos autores midieron el comportamiento de la proliferacion, no
estudiaron la induccidon de muerte celular programada y por tanto no satisficieron la
necesidad de conocer si tan solo se inhibe la proliferacion celular, o bien intervienen
mecanismos de muerte en dicho proceso.

Con lo que respecta al uso de las células JURKAT, éstas provienen de una
leucemia aguda de células T y junto con ellas se estudiaron las K562 que provienen de
leucemia mieloide cronica. Se incluyeron estas lineas a fin de representar a las células

tumorales de origen linfoide, es decir, representan a las células derivadas de leucemia y
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sus resultados permitirian proponer la utilidad del CAPE en su tratamiento. Por otra
parte las JURKAT son ampliamente usadas en modelos que describen muerte celular,
por lo que en las perspectivas de este estudio se podria incluir la exploracién del
mecanismo de apoptosis inducida por los tratamientos con CAPE.

Estas dos lineas celulares, JURKAT Y K562, mostraron un porcentaje de
inhibicion de la proliferacion celular a una concentracion de 10 pg/ml del 43 y 44%
respectivamente (Figuras 15 y 16). Un efecto muy similar es el reportado por Chen y
colaboradores en 1996 en una linea celular de leucemia aguda (HL-60) se observd que
el CAPE a concentraciones de 0.71, 2.8 y 5.6 pg/ml inhibe el crecimiento celular
interfiriendo tanto con la sintesis de proteinas como con la sintesis de DNA y RNA, lo
que confirma el efecto del CAPE en nuestros estudios sobre lineas celulares de leucemia
tratadas. Con base en sus resultados Chen y colaboradores sugieren que el CAPE es
capaz de alguna manera de "reconocer" a las células en proliferacion, esto podria
deberse a la respuesta de sus receptores, por lo tanto estos autores proponen realizar un
estudio mas a fondo de como el CAPE afecta la respuesta ante factores de crecimiento y
diversas actividades enzimaticas en células normales y de origen tumoral.

Una vez observada su actividad de inhibicion de la proliferacion en el ensayo de
MTT, la siguiente pregunta fué si esta inhibicion se debia a muerte de las células
inducida por lisis o0 necrosis, o bien en otro caso que ocurriera una activacion de algin
mecanismo de muerte celular programada. Por tanto otro de los objetivos planteados
para elucidar el mecanismo de carcinogénesis del CAPE, fue determinar su probable
actividad apoptotica, lo cual se realiz6 mediante ensayos de anexina. En el ensayo de
anexina con las células JURKAT se observo induccion de apoptosis hasta del 55% a la
concentracion mas alta de CAPE empleada (10 pg/ml). Otra células empleadas son las
células monucleares de sangre periféricas obtuvo un porcentaje de apoptosis del 65 % a
la concentracion de 10 pg/ml.

Mirquez y colaboradores en el 2004 reportan el efecto del CAPE sobre la
proliferacion y la progresion del ciclo celular en células JURKAT vy células
mononucleares de sangre periférica, en donde usando el ensayo de timidina tritiada
observaron que al tratar a las células con distintas concentraciones de CAPE se aprecia
una inhibicion de la proliferacion, aun en presencia de estimulantes de la proliferacion
de células T, como la fitohemaglutinina, mientras que la progresion del ciclo celular
parece responder a tratamientos con CAPE, impidiendo que la célula pase a la fase de

sintesis del ciclo celular.
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Las otras lineas tratadas con CAPE y a las que se les evalud su actividad
apoptotica mediante la prueba de anexina, fueron las células HeLa y VERO las cuales
presentaron un porcentaje de apoptosis a la concentracion de 10 pg/ml de 17 y 21%
respectivamente, este efecto es menor al presentado por las células JURKAT y células
mononucleres de sangre periférica, lo que posiblemente indica que el efecto de la
inhibicién de la proliferacion celular observado en el ensayo de MTT no se debe
directamente a una activacion de la apoptosis de la célula sino a otro evento celular que
posiblemente tenga que ver con los receptores de la proliferacion como lo habia
sugerido en trabajo antes mencionado de Chen y colaboradores.

Zhao y colaboradores en el 2003 evaltian el efecto in vitro del CAPE sobre la
proliferacion mediante la incorporacion de timidina y prolina tritiadas y apoptosis en
lineas de células hepaticas. Estos autores evaluaron la proliferacion a concentraciones
de 0.71, 2.8, 5.6 y 11.37 pg/ml en este ensayo reportan un efecto de inhibicién de la
proliferacion que ocurre en forma dosis dependiente y que para la maxima
concentracion encontraron una inhibicion de la proliferacion del 38.46%, con esto
concluyen que el CAPE es un inhibidor de la proliferacion, por esta razén deciden
evaluar la apoptosis por medio del ensayo de TUNEL en donde observan que solo a las
concentraciones de 5.6 y 11.37 pug/ml se observa apoptosis que va del 5y 11%
respectivamente, estos resultados se asemejan a los porcentajes obtenidos en nuestros
ensayos para el control negativo lo que explicaria que la apoptosis depende
principalmente de la linea celular ya que Zhao y colaboradores. presentaron su control
negativo con apoptosis del 3%.

En el 2005 Wang y colaboradores, en el 2005 evaluaron el efecto del CAPE
sobre proliferacion y apoptosis in vitro en células de cancer colorectal (HCT116). En
esta investigacion evaluan la proliferacion celular por medio del ensayo de MTT a
diferentes tiempos de incubacion y a concentraciones de CAPE de 5.36, 6.47, 12.07 y
22.45 pg/ml obteniendo como resultado una inhibicion del crecimiento celular de la
linea HCT116 dosis y exposicion dependiente. A las 48 hrs observaron un porcentaje de
inhibicion de 48% a la concentracion de 12.07 y a las 24 h en esta misma concentracion
de un 21% aproximadamente.

Para evaluar la apoptosis se utilizo la tincion doble de anexina V y yoduro de
propidio en este ensayo los resultados que se obtuvieron fueron de un porcentaje de
apoptosis de un 21, 15 y 10 % para las concentraciones de 10, 5 y 2.5 mg/L

respectivamente. Wang y colaboradores, también evaltan el efecto del CAPE en el ciclo
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celular y encuentra que hay un incremento de células en fase Go/G; y un decremento en
la células que se encuentran en fase S de del ciclo celular este efecto es concentracion
dependiente, con todos estos resultados Wang y colaboradores, concluyen que el CAPE
inhibe la proliferacion de la células HCT116 asi como induce un arresto en el ciclo
celular y apoptosis y que estos hallazgos pueden ayudar a explicar algunas de las
caracteristicas del efecto antitumoral del CAPE.

Los resultados que este trabajo proporciona acerca del efecto del CAPE en la
induccién de apoptosis son congruentes con los trabajos publicados antes mencionados,
ya que en nuestro caso la induccion de apoptosis varié dependiendo la linea celular y la
concentracion de CAPE empleada. En las células HelLa el porcentaje de apoptosis total
que se presenta a la dosis maxima empleada fue del 17%, mientras que para las células
VERO fue de 21% a la misma concentracion. Por otro lado las células de origen
linfoide muestran un efecto mayor de apoptosis en esta concentracion que fue del 55 y
65% para las células JURKAT vy las células monucleares de sangre periférica
respectivamente. Estos resultados sugieren que el CAPE induce muerte celular del tipo
de apoptosis en las células que ignoran las sefiales de crecimiento normal, inclusive de
células blancas de sangre periférica, esto indica que al inducirles apoptosis, se previene
una excesiva liberacion del contenido citopldsmico que ocurriria en el caso de
presentarse lisis o necrosis del tumor y que las células de la inflamacion se presenten a
combatirla, por lo tanto no causaria un shock en el paciente al que se le administre
directamente sobre la masa tumoral, como en el modelo de tumor inducido en rata del
Dr. Villa-Trevifio.

La administracion en humanos de toda sustancia, para uso terapéutico involucra
un riesgo, mismo que se minimiza al estudiar sus propiedades genotoxicas.

Por lo anterior, otro de los objetivos planteados fue la determinacién de la
probable actividad genotoxica del CAPE usando la técnica de intercambio de
cromatidas hermanas en células nucleadas de individuos sanos, es decir células
normales de sangre periférica, este objetivo nos permitié determinar si el CAPE per se
induce un dafo genotoxico a las células. Por otro lado al retar el efecto del CAPE con
un mutageno como la ifosfamida, permitié determinar su accidon como antigenotoxico.
Para ambos ensayos se determinaron tres parametros que fueron: el numero de ICH, el
indice mitético y el indice de replicacion.

Para el ensayo de genotoxicidad se utilizé como control positivo la ifosfamida a

una concentracion de 40 pg/ml, como control negativo se tuvo el cultivo sin
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tratamiento. La ifosfamida dio como resultado una frecuencia de ICH de 12.3 por
metafase, lo que comprueba lo reportado por Natarajan (Benedict, et. al., 1978, Krishna,
et. al., 1986) de que la ifosfamida es un buen inductor de ICH. Para el analisis
estadistico de la frecuencia de ICH se realizo un analisis de varianza que dio como
resultado un coeficiente de variacion de 2.34 y una F de 1270, posteriormente se realizo
una prueba de Tukey’s usando como variable el numero de ICH. Este anélisis
estadistico mostro que tanto el control negativo como los distintos tratamientos con
CAPE presentaron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
control positivo, sin embargo solo la concentracion de 2.5 pg/ml de CAPE no mostro
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo, mientras
que las tres concentraciones restantes si lo presentaron. De este resultado se podria
interpretar que el CAPE no induce un numero de ICH tan alto como el control positivo,
pero si el suficiente para inducir diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el control negativo. Para el analisis del indice mitotico se realizo un
analisis de varianza (ANOVA) obteniendo una F de 23.742 una P<0.0001, también se
realizo una prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer, encontrando que existen
diferencias estadisticamente significativas contra el control positivo a las
concentraciones de 7.5 y 10 pg/ml de CAPE con respecto al control negativo mientras
que hay una diferencia estadisticamente significativa de las cuatro concentraciones de
CAPE empleadas, con respecto al control positivo. Este resultado nuevamente, sugiere
fuertemente que el CAPE per se muestra un efecto en el ciclo celular a las
concentraciones de 7.5 y 10 pg/ml sin llegar a comportase como el mutageno utilizado
como control positivo.

Para el ultimo parametro evaluado en este ensayo, el indice de replicacion, se
realizo el mismo analisis que con el indice mitotico y los resultados que se obtuvieron
fueron los siguientes: primero, en cuanto a los controles, que se observa una diferencia
estadisticamente significativa del control positivo con respecto al control negativo y
segundo que las cuatro concentraciones de CAPE estudiadas también mostraron
diferencias al compararse con el control negativo. Al mismo tiempo, solo la
concentracion de 2.5 pg/ml de CAPE mostr6 diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control positivo.

El indice de replicacion nos permitié evaluar el impactd del CAPE sobre el ciclo
celular. Los resultados muestran que aparentemente el CAPE no permite que las células

transiten de la fase Go/G; a la fase de sintesis, esto se ve reflejado en la disminucion de
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los indices tanto de replicacion como el mitotico. Los resultados de este estudio son
consistentes con los antes mencionados de Wang y colaboradores en el 2005.

La importancia del aumento de ICH inducido por el CAPE, se puede explicar
mencionando los fundamentos de la prueba de ICH, ya que los ICH se llevan a cabo en
la fase G,y por lo tanto si el CAPE es capaz de arrestar a las células en esta fase es mas
probable que se lleven a cabo los mecanismos por los que se producen los ICH. Estos
mecanismos no se conocen con precision, pero se han postulado varias teorias como la
que propone que estos se originan en los puntos de replicacion que contienen
involucradas secuencias gendémicas conteniendo altas cantidades de guanina, otros
autores proponen que son causados por lesiones discretas al DNA (Latt, 1974; Kato,
1977)

El ensayo de genotoxicidad sugiere que el CAPE per se muestra un efecto sobre
el cultivo células blancas de sangre periférica aumentando el numero de ICH y
disminuyendo tanto el indice de replicacion como el mitdtico, lo que habla de un cierto
efecto genotoxico del CAPE. Por esta razon se decidid realizar un ensayo de
antigenotoxicidad.

En los ensayos de genotoxicidad, se ret6 al CAPE con un mutidgeno como la
ifosfamida, conocido por inducir altas tasas de dafio genotoxico, esto es con el fin de
determinar si el CAPE presentaria un efecto sinérgico con la ifosfamida aumentando el
dafio genotdxico producido por esta o por el contrario, seria capaz de disminuir o
amortiguar el dafio inducido por la ifosfamida.

Para analizar los resultados de esta prueba, se evalud el indice de inhibicion del
numero de ICH, nuevamente se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
comparacion multiple de Tukey-Kramer, obteniendo como resultados que los
tratamientos de CAPE que se retaron con el mutigeno mostraron diferencias
estadisticamente significativas con ambos controles tanto positivo como negativo y al
hacer el porcentaje de inhibicion de ICH se encontrd que las cuatro concentraciones de
CAPE mostraron un porcentaje de inhibicion que fue dosis dependiente partiendo de
39% para la concentracion de 2.5 pg/ml y 46, 55 y 64% para las concentraciones de 5,
7.5 y 10 pg/ml respectivamente. Estos resultados fuertemente sugieren que el CAPE no
mostrd un efecto aditivo o sinérgico con la ifosfamida sino que por el contrario, al
parecer revirtid su efecto. El hecho de que a pesar de la disminucion en el numero de

ICH se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control

- 65 -



negativo esto se deben al efecto per se del CAPE, sin embargo el numero de ICH no es
lo suficientemente alto para considerarlo deletéreo.

En cuanto al indice mitotico evaluado en el ensayo de antigenotoxicidad se
encontrd que el control positivo y las concentraciones de CAPE de 2.5 y 5 pg/ml
mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo.
Esto indica que el CAPE a las concentraciones de 7.5 y 10 pg/ml aparentemente
consigue contrarrestar el efecto de la ifosfamida, manteniendo sus valores de indice
mitdtico, sin diferencias significativas del indice mitotico con el control negativo,
mientras que las concentraciones de 2.5y 5 ug/ml no fueron suficientes para abatir el
efecto citotoxico de la ifosfamida, siendo la concentracion de 2.5 pg/ml la Gnica que no
mostrd diferencias con el control positivo.

Finalmente en el ensayo para determinar el indice de replicacion, se obtuvo
como resultado diferencias significativas con respecto al control negativo al tratar las
células con concentraciones de CAPE de 2.5, 5y 7.5 pg/ml, siendo la concentracion de
10 pg/ml la inica que aparentemente logro abatir el efecto del mutageno, sin embargo el
indice de replicacién no disminuyo ni en las concentraciones de 2.5, 5y 7.5 pg/ml ni
tampoco en el control positivo lo que apoya fuertemente que el CAPE presenta un
efecto protector contra el mutageno.

Los resultados anteriores confirman lo publicado por el Dr Villa-Trevifio en
donde al usar un mutdgeno que induce tumores en el modelo in vivo y realizar
tratamientos con este muestra un efecto antigenotdxico, por lo tanto el resultado
obtenido en este trabajo es consistente con los resultados obtenidos en el modelo in vivo
de hepatocarcinogénesis.

Con los datos obtenidos de los ensayos de genotoxicidad y antigentoxicidad
podemos sugerir que a concentraciones tan pequeiias como 2.5y 5 ug/ml, el CAPE se
comporta como un agente quimioprotector, cuyo uso terapéutico podria sugerirse tanto
al inicio como durante el proceso carcinogénico.

A concentraciones mayores como las empleadas aqui, el CAPE se podria utilizar
a otros niveles del proceso de carcinogénesis. Debido a que mostr6 no ser un agente
genotoxico con efectos aditivos potencialmente deletéreos, probablemente seria util
como profildctico para intentar reducir el riesgo de recurrencia de cancer,
administrdndose como tratamiento subsecuente a la extirpacion quirirgica de tumores

solidos o bien luego de un transplante de médula 6sea en el caso de las leucemias.
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Los resultados de esta investigacion apoyan fuertemente que el CAPE posee
caracteristicas que permiten sugerir su uso terapéutico como antitumoral, ya que mostrd
inhibir la proliferacion celular de las lineas inmortalizadas y las transformadas de origen

tumoral, asi también mostr6 induccion de apoptosis de estas mismas.

En los ensayos de este trabajo el CAPE present6 actividad anti-genotdxica al
retarlo con un mutdgeno y evidencié que no posee un efecto genotdxico suficiente como
para considerarse deletéreo, lo que sugiere que es posible usarse como un
quimioprotector. Por otra parte este trabajo presenta algunos resultados alentadores que
permiten suponer que es necesario continuar con esta linea de investigacacion para
contribuir en la elucidacién del mecanismo molecular por el cual el CAPE ejerce su
actividad.

Obviamente es necesario continuar estudiando la correlacion de los resultados de
loS modelos tanto in vitro como in vivo para determinar el mecanismo molecular por el
cual el CAPE es capaz de inducir proteccion antitumoral y de esta forma poder

implementar su uso de una forma segura en el tratamiento contra varios tipos de cancer.
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XI11. CONCLUSIONES

El CAPE inhibi6 la proliferacion celular en las lineas transformadas (HeLa, JURKAT y
K562) e inmortalizada (VERO) de forma dosis dependiente, lo que sugiere que podria

estar actuando sobre aquellas células que presentan proliferacion descontrolada.

En las lineas celulares (HeLa, JURKAT y células mononucleares de sangre periférica)
tratadas con CAPE se indujo apoptosis de manera dosis dependiente, lo que permite
sugerir que su uso, aplicandolo directamente sobre tumor en modelos in vivo previene la

necrosis de las células, evitando desencadenar un proceso inflamatorio indeseable.

Las actividades pro-apoptotica e inhibidora de la proliferaciéon que en los experimentos
de este trabajo muestra el CAPE, podrian interpretarse como cualidades especialmente
utiles para aquellas células tumorales que aun presentan intactas las vias normales de
apoptosis, ya que no solo inducen la muerte celular programada, sino que también

desaceleran su proliferacion.

Se sugiere que el efecto genotdxico presentado por el CAPE al ser evaluado a través de
la técnica de Intercambio de Cromatidas Hermanas, puede ser considerado no deletéreo,
porque en su magnitud no es comparable con el control positivo (ifosfamida); por el
contrario, permite proponer que esta sustancia interviene probablemente a nivel de los
mecanismos que dan lugar a la ocurrencia de dichos intercambios en el material

cromosomal.

Se observo que el CAPE posee un efecto inhibitorio en los indices de replicacion y

mitotico evaluados a través de la técnica de Intercambio de Cromatidas Hermanas.
El CAPE mostrdé un efecto antigenotdxico al retar su actividad contra un mutdgeno

(ifosfamida) disminuyendo el numero de ICH y aumentando los indices de replicacion y

mitdtico evaluados a través de la técnica de Intercambio de Cromatidas Hermanas.
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XIV. PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio apoyan otros trabajos in vivo afirmando que el
CAPE podria ser un buen agente antitumoral, debido a que present6 varios efectos que
indican a qué nivel podria estar actuando. Presentd efecto de inhibicion de la
proliferacion celular e induccion de apoptosis en las lineas celulares sometidas a
tratamiento. Sin embargo es necesario seguir investigando el efecto del CAPE en
modelos in vitro para de esta manera contribui a explicar mejor su mecanismo de

accion.

Para continuar con esta linea de investigacion es necesario considerar una serie
de experimentos en donde se evalue la proliferacion celular empleando un rango mas
alto de concentraciones, asi como diferentes tiempos de exposicion. Seria apropiado
sugerir el uso de otras lineas celulares de céncer cervical con caracteristicas
complementarias, a fin de apoyar con mayor fuerza las conclusiones de este trabajo. El
empleo de métodos con mayor sensibilidad para estudiar los mismos fendémenos,
(ensayo de carboxifluoresceina, incorporacion de timidina tritiada en el caso de
inhibicion de la proliferacion) permitiria mejorar la calidad de los reportes para

publicacion.

En cuanto a los resultados del proceso de apoptosis, del cual el CAPE mostro ser
inductor, seria util corroborarlo con una técnica como la de TUNEL, que evidencia

eventos finales de este fenomeno.

Una vez que se obtengan estos resultados un siguiente paso seria determinar la
via por la cual se induce la apoptosis, si es por medio de la via extrinseca o intrinseca,

esto se podria evaluar mediante el uso de inhibidores de caspasas.

Empleando lineas celulares resistentes a apoptosis seria posible evaluar la

capacidad del CAPE de inhibir la proliferacion celular.

Todos estos experimentos permitirian realizar una mejor descripcion del
mecanismo que da lugar a la actividad antitumoral del CAPE, para de esta manera
apoyar su posible uso como sustancia de origen natural, segura, con utilidad en el
tratamiento y en la prevencion de los canceres de los cuales se originan los modelos

celulares estudiados aqui.
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