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RESUMEN

QFB. Eder Ubaldo Arredondo Espinoza Fecha de Graduacién: Agosto 2011
Universidad Auténoma de Nuevo Leén Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de estadio: EVALUACION DEL EFECTO ANTICANCERIGENO Y
CITOTOXICO IN VITRO DE LA PORFIRINA NO SIMETRICA A3B NS1, EL
COMPUESTO HS01 DE LA PLANTA Hibiscus sabdariffa Y LA PROTEINA
QUIMERICA E2-1L-18.

Numero de paginas: 149 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
con Orientacion en Farmacia

Proposito y Método del Estudio: El cancer representa un problematica mundial. Tan
solo en 2007 la organizacion mundial de la salud reportd 7.9 millones de defunciones,
siendo la principal causa de muerte a nivel global. Los tratamientos contra el cancer
suelen ser invasivos, dolorosos y presentan multiples efectos adversos, ademas de no ser
siempre efectivos, lo que ha llevado a buscar nuevas terapias, farmacos y
procedimientos que puedan ayudar al tratamiento contra esta enfermedad. En este
proyecto estudiamos nuevos compuestos con posible actividad anticancerigena, uno de
ellos es la porfirina no simétrica A3B NS1 un agente fotosensibilizador. También se
analiz6 un compuesto obtenido a partir de extractos de la planta Hibiscus sabdariffa ain
no caracterizado al cual se le asigné arbitrariamente la clave HsO1. Finalmente, se llevo
a cabo la creacion de una proteina quimérica mediante la fusion de dos proteinas, la IL-
18 humana y la proteina E2 del virus del papiloma humano. Se evalué el efecto
citotoxico y anticancerigeno de los compuestos in vitro sobre células Chang y Hela,
utilizamos la vincristina un farmaco antineoplasico como referencia. También se realiz6
la determinacion del indice apoptdtico del compuesto que presentdé una mayor
citotoxicidad en este caso la porfirina no simétrica A3B NS1 por medio de la técnica de
T.UN.E.L.

Contribuciones y Conclusiones: Se logré la creacion de la proteina quimérica (E2-IL-
18) asi como la determinacion del efecto citotoxico y anticancerigeno de los
compuestos. El compuesto HsO1 no presenté un importante efecto anticancerigeno
comparado contra la vincristina. La proteina quimérica E2-IL-18 presento un efecto
citotoxico considerable sobre las lineas celulares estudiadas. Por otra parte la porfirina
no simétrica A3B NS1 presenté un efecto anticancerigeno importante similar a los
mostrados en otros estudios con diferentes porfirinas, también se observo la presencia
de apoptosis inducida por el tratamiento con la porfirina en células Hela lo cual
concuerda con estudios que indican que el tratamiento con porfirinas induce apoptosis y
por consiguiente muerte celular. En este trabajo, hemos aportado hallazgos importantes
en la busqueda de nuevas teraplas f4tmacps y procedimientos que puedan ayudar al
tratamiento contra cancer.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 EL CANCER

1.1.1 El Cancer una Problematica Mundial.

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial con 7.6 millones de

defunciones; que representan el 13% del total de muertes ocurridas en el afio 2008."

Aproximadamente el 72% de las defunciones por cédncer ocurridas en 2008 se
registraron en paises de ingresos bajos y medianos. Se prevé que el nimero de
defunciones anuales mundiales por cancer seguird aumentando y llegard a unos 12

millones en 2030."

Por otro lado, en México se report6 en el 2008 que los tumores malignos ocuparon el
tercer lugar entre las principales causas de muerte con 67,047 casos (12.5%), inferior a
los decesos de las enfermedades del sistema circulatorio y las enfermedades endocrinas,

nutricionales y metabélicas.’



1.1.2 Generalidades del Cancer.

El céncer es un proceso patolégico que tiene como principal alteracion la
proliferacion continua e incontrolada de las células dafiadas. La pérdida generalizada del
control del crecimiento estd dada por alteracion de los sistemas reguladores de la célula,

lo cual desencadena el proceso canceroso.’

Existen muchos y diferentes tipos de cancer, dado por la proliferacién anormal en los
distintos tipos de células del cuerpo, pero conviene distinguir entre tumores benignos y
malignos. Un tumor benigno es aquel que no invade el tejido sano adyacente y el cudl es
confinado en un solo sitio. Un tumor maligno tiene la capacidad de invadir tejido sano y
de propagarse por el cuerpo por un proceso llamado metéstasis, solo a éstos se les
denomina cancer y son los mds peligrosos que generan muchas muertes a nivel mundial.
Todos los cénceres se clasifican de acuerdo al tipo de célula de la cual que proceden y
conforme a esto, existen cuatro tipos principales: carcinomas, sarcomas, leucemias y
linfomas. Los carcinomas son tumores que comienzan en los tejidos que recubren los
organos del cuerpo e incluyen aproximadamente el 90% de los canceres humanos. Los
sarcomas son tumores que se originan en los huesos, musculos, cartilagos, tejido fibroso
o adiposo (graso). Las leucemias son canceres de la sangre o de los érganos generadores
de la sangre. Los linfomas afectan el sistema linfatico, tanto los vasos como a los

ganglios linfaticos.’

A nivel celular, el desarrollo del cancer se considera un proceso de multiples etapas
constituido por la mutacién y la seleccion de aquellas células con capacidad cada vez

mayor de proliferacion, supervivencia, invasion y metéstasis. El primer paso es la



iniciacion del tumor, este se debe a una alteracion genética que provoca la proliferacion
anormal de una célula. La proliferacion celular da lugar a una poblacién monoclonal de
células tumorales. La progresion del tumor es la siguiente etapa en el desarrollo tumoral,
ésta se debe a mutaciones adicionales en las células neopldsicas. Estas mutaciones le
pueden conferir una ventaja selectiva a la célula. En la etapa final del desarrollo del
cancer las células tumorales logran separarse del tumor e ingresar a la circulacion
linfatica y sanguinea y se extienden a sitios distantes del cuerpo, donde se establecen
tumores secundarios fatales ya que no son susceptibles a extirpacién quirtrgica, dando

fpacic 34
lugar a la metdstasis.™

Las células cancerosas presentan alteraciones en los mecanismos que regulan la
proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular normal. Las principales
caracteristicas de las células cancerosas respecto de las células normales son las

siguientes:

¢ Inhibicién dependiente de la densidad. Las células normales proliferan en cultivo
hasta alcanzar una densidad celular determinada y a partir de ahi permanecen en
reposo. Las células tumorales siguen proliferando independientemente de la
densidad celular alcanzada.

e (Cambios en el citoesqueleto. La distribuciéon y la actividad de los
microfilamentos y microtibulos suelen cambiar en algunos tipos de céncer.
Cambios en el citoesqueleto pueden modificar la adhesion celular y el
movimiento.

e Adhesién y movimiento celular. La reduccién de la adhesion entre dos células y

entre célula y matriz extracelular permite la formacién de grandes masas de



células. Las células cancerosas no muestran inhibicién por contacto, y asi
pueden continuar creciendo ain cuando estdn rodeadas por otras células. Estas
alteraciones en la adhesion celular también tiene efecto en la habilidad de las
células para moverse. Las células cancerosas tienen la habilidad de poder
moverse y migrar para asi poder propagarse.

Produccién de enzimas. Las células cancerosas frecuentemente secretan enzimas
que les permite invadir los tejidos vecinos, como la colagenasa.

Estimulacién autocrina del crecimiento. Las células cancerosas producen factores
de crecimiento que estimulan su propia proliferacion.

Angiogénesis. Las células cancerosas tienen la capacidad de formar nuevos vasos
sanguineos por medio de la secrecion de factores de crecimiento, como el factor
de crecimiento del endotelio vascular. Los nuevos vasos son indispensables para
la nutricién de las células tumorales y de la met4stasis.

Diferenciacion defectuosa. Se asocia a una proliferacién anormal, en la que no
se completa el programa de diferenciacién natural y las células cancerosas se
bloquean en un estado temprano de diferenciacion manteniendo una tasa de
proliferacion activa continua.

Evasién de la apoptosis. Muchas células cancerosas no sufren apoptosis, por lo

que tienen ciclos vitales mds largos en comparacién con las células normales.™”



1.2 LA GENETICA DEL CANCER

El céncer es una enfermedad genética que surge de la acumulacion de alteraciones

estructurales o funcionales en el dcido desoxirribonucleico (ADN) celular. El desarrollo

del cancer es un proceso multifactorial en el cual las células se transforman

progresivamente en “malignas” a través de la acumulacion de alteraciones (véase figura

I).

Cambios
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los miARN's

Inestabilidad

Figura 1. Alteraciones genéticas implicadas en el cancer.
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6,8,11




1.2.1 Activacion de oncogenes.

Los oncogenes codifican proteinas que promueven la pérdida del control de

crecimiento y desencadenan la conversion de una célula a un estado maligno. Los

oncogenes provienen de protooncogenes, estos son genes que controlan los procesos de

proliferacién y diferenciacién en células normales.

Existen diferentes mecanismos por los cuales un protooncogen se transforma en un

oncogén. Los protooncogenes pueden ser activados por los siguientes mecanismos

moleculares:

Mutaciones puntuales. Estas mutaciones suponen el cambio de un aminoécido
por otro en posiciones criticas de la proteina, generando una alteracion
estructural importante, de modo que su actividad bioldgica puede variar o
anularse.

Deleciones. Las deleciones parciales de secuencias de ADN del protooncogen
generan proteinas incompletas con actividad alterada o nula.

Translocaciones. La translocaciéon produce un protooncogen truncado que a
veces no afecta a su parte codificante, de modo que la proteina es la misma, pero
puede modificar su expresion, mientras que en otros casos la translocacion
provoca la aparicion de una nueva proteina.

Amplificacion. La amplificacion génica consiste en la repeticion del nimero de
copias del protooncogen, aumentando la concentracién de la proteina codificada.
Sobreexpresion. El aumento en los niveles de transcripcion se traduce en una

sobreexpresién de la proteina codificada por ese protooncogen.’



Los productos oncogénicos pueden ser clasificados en:

® Factores de transcripcion. Estos pueden activar o reprimir genes implicados en
la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis.

e Re-modeladores de la cromatina. Las modificaciones en el grado de
compactacion de la cromatina desempefian un papel fundamental en el control
de la expresion génica, la replicacion y reparacion del ADN vy la segregacion de
los cromosomas.

e Factores de crecimiento. La activacion constitutiva de un factor de crecimiento
puede contribuir a la transformacion maligna.

® Receptores de factores de crecimiento. Estos se encuentran alterados en algunos
tipos de cancer. Por lo general la alteracion de éstos provoca que el receptor este
activo constitutivamente.

e Transductores de la seiial. Muchos oncogenes codifican miembros de las vias de
transduccion de senales. Por lo general la alteracion de éstos provoca que la via
se encuentre activa constitutivamente.

e Reguladores de apoptosis. Miembros de la familia BCL2, BCL-XL y BCL2

inhiben la apoptosis y se encuentran sobreexpresados en vario tipos de cancer.’

1.2.2 Inactivacion de genes supresores de tumores.

Los genes supresores de tumores representan un mecanismo opuesto de control del
crecimiento celular, normalmente inhibiendo la proliferacién celular y el desarrollo del
tumor. En muchos tumores, estos genes estdn ausentes o inactivados, por lo cual no

pueden llevar a cabo su funcién, lo que contribuye a la proliferaciéon anormal de las



células tumorales. Los estudios moleculares han identificado hasta la fecha mas de 17

genes supresores de tumores implicados directamente en el cdncer humano (véase

cuadro I). Ellos codifican para una serie de proteinas localizadas en distintas regiones

dentro de la célula, tanto en el citoplasma como en el nticleo.®?

Cuadro I. Algunos genes supresores de tumores.
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Gen Funcion Tipo de cancer
p53 Factor de transcripcion, puede
detener la division celular e los cénceres.
inducir apoptosis.
RB Co-represor transcripcional, En la mayoria de los canceres.
control del ciclo celular.

INK4a (p16) Inhibidor de Cdk. En la mayoria de los canceres.
ARF Antagonista de MDM2. En la mayoria de los canceres.
APC Proteina de sefializacion. Céncer colorectal.

PTCH Receptor de la via de Rabdomiosarcoma,
seflalizacién Hedgehod. meduloblastoma y carcinoma de
células basales.
DPC4 Factor de transcripcion. Céncer pancredtico y de colon.
NF1 Proteina activadora GTPasa de Sarcomas y gliomas.
Ras.
ATM Sensor de dafio al ADN. Céncer linfoproliferativo.
BRCA1 y BRCA2 Reparacién de ADN. Céncer de mama y ovario.




El gen supresor de tumores p53 es uno de los ejemplos mds importantes de este
grupo de genes, considerado por varios autores como el guardidn del genoma. EIl
producto de este gen se activa cuando la célula va a dividirse, para vigilar el correcto
funcionamiento de los acontecimientos que conducen a la division celular. Si el material
genético de la célula se dafia o si algun sistema de control se desregula, la proteina p53
lo detecta e intenta corregirlo. Si la lesién no es grave, la proteina p53 detiene la division
celular y activa los genes reparadores del ADN. Si la proteina p53 estima que el dafio es
irreparable entonces ordena que se pongan en marcha los mecanismos genéticos para
que la célula entre en apoptosis. Si este gen sufre alguna mutacién, no permite que la
célula sea eliminada mediante la muerte programada, tampoco se encarga de reparar los

dafios en el ADN vy da lugar al inicio del proceso tumoral.® '°

Otro ejemplo de este grupo de genes es el gen supresor de tumores RB, el producto
de este gen interviene durante la primera parte de la fase G1 del ciclo celular, durante
este periodo el producto de este gen se une al factor de transcripcién E2F. Este complejo
tiene dos funciones en; primer lugar, muchos de los genes cuyos productos son
esenciales para la fase S de dicho ciclo dependen de la actividad del factor E2F, por
tanto el RB, mediante el secuestro de este factor de la transcripcién garantiza que la fase
S no pueda ser iniciada, en segundo lugar, el complejo E2F-RB reprime la transcripcion
de otros genes. En el punto de restriccion de la fase G1 del ciclo celular o cerca del
mismo, el RB es fosforilado por el complejo quinasa/ dependiente de ciclinas y esta
fosforilaciéon causa la liberacion del factor E2F por el RB, el cual entonces activa los
genes cuyas funciones son requeridas para la fase S. El retinoblastoma (tumor en la

retina) es causado por la pérdida de ambas copias del gen RB en la banda ql4 del



cromosoma 13. En la forma hereditaria un cromosoma tiene una delecion en esta region
y la segunda copia es perdida por deleciéon somadtica en el individuo. En la forma

esporddica, ambas copias se pierden por eventos somdticos individuales.’

1.2.3 Acumulacion de mutaciones.

La acumulacién de mutaciones es otra alteracion genética que tiene lugar en las
células neopldsicas. La alteracion en un solo gen suele no ser suficiente para dar lugar al
cancer. Para la progresion hacia la malignidad y la invasion son necesarias mas
mutaciones. Por lo tanto, el riesgo de desarrollar cincer depende no solo de las
mutaciones que inician la tumorigénesis, sino también de las mutaciones posteriores que
conducen a la progresién del tumor."’

El anélisis genético de las células neoplésicas ha demostrado que el cancer es un
proceso que implica la acumulacion de sucesivas mutaciones en uno o varios genes de
distintos tipos (oncogenes, genes supresores, genes de susceptibilidad, genes de los
sistemas de reparacion del ADN, entre otros) y la subsiguiente seleccion clonal de las
células portadoras de las mutaciones, esto conduce a que estas células alteren su
comportamiento incrementando su capacidad de proliferacion y de invasién."

El proceso comienza con una mutacion individual en una sola célula del organismo,
esta mutacion inicial contribuye a incrementar la tasa de crecimiento de la célula
portadora con respecto a las vecinas, favoreciendo la aparicién y seleccion de un nuevo
clon de células con una més elevada tasa de divisién, como consecuencia de su mayor
velocidad de divisién, la tasa de mutacion de las células portadoras de la mutacién

comienza a ser mayor a la de la células normales, provocando asi la aparicién y



acumulacién de una serie de nuevas mutaciones en su descendencia. La mayoria de estos
cambios normalmente provocan la muerte de la célula, sin embargo, estocasticamente
alguna de las mutaciones son capaces de mantener la viabilidad celular y conferir a la
célula una mayor velocidad proliferativa, por lo que sus descendientes terminan siendo
mayoritarias en el tumor. Este proceso puede repetirse numerosas veces, obteniendo en
cada paso clones celulares con mayor capacidad de division e invasion, a este proceso se

le denomina seleccién clonal.'”

1.2.4 Predisposicion hereditaria.

Se denomina cdncer hereditario al que se desarrolla en pacientes portadores de
mutaciones especificas presentes en sus células germinales y en consecuencia en todas
las restantes células somadticas (véase cuadro II). La proporcion directa de canceres
hereditarios en la poblacion es pequefia. En general se estima que alrededor de 1% de
todos los canceres son verdaderamente hereditarios."? Aunque este riesgo es variable
segun el tipo de cancer, por ejemplo esta presente en el 5 % del cdncer de ovario, del 5 al
10 % en el cancer de mama, el 25 % para el carcinoma medular de tiroides y del 40 a

50% para el retinoblastoma.'*



Cuadro IL Principales canceres hereditarios y los genes involucrados."

Tipo de cancer

Gen

Céncer de mama y ovario | BRCAI, BRCA2
Cancer colorectal MADH4
Cancer pancredtico DPC4
Retinoblastoma RB1
Melanoma CDKN2A
Leucemia ATM
Leucemia, linfoma BLM
Céncer hepdtico HPA
Glioma NF1

Predisposicion al cancer hereditario por lo general se produce debido a
alteraciones en la linea germinal de genes supresores de tumores u oncogenes. Los
canceres hereditarios son generalmente genéticamente dominantes a nivel familiar pero
recesivos a nivel celular. Un alelo mutado se trasmite de uno de los padres, por lo tanto,
la predisposiciéon se hereda como un rasgo dominante. Sin embargo el desarrollo del
tumor requiere de los dos alelos mutados. Entonces el siguiente paso para el desarrollo
del tumor es una mutacion somdtica en el alelo normal, dando lugar a la pérdida de la
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funcion del gen y la replicacion incontrolada, dando lugar a la formacion del cancer.

Un ejemplo de predisposicion hereditaria al cancer, lo constituyen los genes
supresores de tumores BRCAly BRCA2, que se estima que estdn presentes en el 2% de

todos los cdnceres de mama. El riesgo de por vida de contraer cancer de mama en los
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portadores de estos genes mutados es de hasta un 80%, y de cancer de ovario de hasta

60% para el gen BRCA1 y un 40% para el gen BRCA2.',
1.2.5 Inestabilidad genética.

La adquisiciéon de inestabilidad genética es un paso crucial en el desarrollo del
cancer, pues se cree que es un punto critico es este proceso multi-etapa del cancer ya que
favorece la acumulacién de mutaciones caracteristicas del estado canceroso. La hipétesis
del fenotipo mutador plantea que la inestabilidad genética surge a principios de la
tumorigénesis e incrementa la subsecuente apariciéon de mutaciones y lesiones genéticas.
Las mutaciones en los genes de estabilidad genética (fidelidad de la replicacion,
reparaciéon del ADN, segregaciéon cromosémica, vigilancia de dafios y genes de
respuestas celulares como apoptosis) puede tener diversas manifestaciones, tales como
mutaciones puntuales, inestabilidad de microsatélites y la pérdida de la heterocigosidad.
La inestabilidad genética se puede clasificar en dos grandes grupos, la inestabilidad a

. P . T 1
nivel cromosémico y a nivel nucleotidico. 6

La inestabilidad cromosOmica define la existencia de una tasa acelerada de

alteraciones cromosOmicas, que dan lugar a:

e La ganancia o pérdida de cromosomas completos (aneuploidia). Mas de 100
genes que conducen a la inestabilidad cromosémica se han identificado en
levaduras, incluidos los que afectan los microtibulos, cinetocoros, la
condensacion de cromosomas, la cohesion de croméatidas hermanas, y sitios de
control de la mitosis, alteraciones en estos genes conducen a la aneuploidia.

Estos cambios se encuentran en casi todos los tumores. Un ejemplo es la pérdida

13



del cromosoma 10 en los glioblastomas y la pérdida del cromosoma 7 en los
carcinomas papilares renales.

Translocaciones cromosdmicas. Dos patrones de translocaciones se han
observado en los cadnceres humanos. El primer patrén de tipo complejo es
observado en muchos tumores, éste puede dar lugar a ganancia o pérdida de
material cromosémico, asi como la generacidon de productos génicos nuevos, y
es probable que sea un componente importante en muchos tumores. El segundo
patrén de tipo simple, es caracterizado por reordenamientos distintivos de
segmentos cromosémicos. Los andlisis moleculares han determinado los puntos
de interrupcion en muchas translocaciones y han demostrado que en general
estos eventos ocurren dentro de los mismos segmentos en una pequefia porcion
de ADN. Los reordenamientos en general, conducen a la activacién de un
oncogén a través de su colocacion con un fuerte promotor o su fusién con otro
gen.

Duplicaciones cromosémicas. La amplificaciéon génica es un proceso importante
en los canceres humanos, ya que estd claramente asociada con la progresion del
tumor. La amplificacién de oncogenes se produce en la etapa tardia de los
canceres, y la amplificacion de los genes implicados en el metabolismo o en la
inactivaciéon de las drogas antineopldsicas es comun en muchos cédnceres y
desencadenan la resistencia a los agentes quimioterapéuticos.

Deleciones cromosémicas. La pérdida de un cromosoma puede poner de
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manifiesto genes recesivos, ademds de causar un desequilibrio cromosémico. "
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El otro gran grupo de inestabilidad genética es la inestabilidad a nivel nucleotidico,
estas afectan a una solo base o a algunas pocas bases en el ADN. La inestabilidad a este
nivel se produce por los defectos en la reparaciéon del ADN y los defectos en la
replicacion del ADN. La primera linea de defensa contra la inestabilidad genética es la
notable fidelidad de las ADN polimerasas y los complejos multienzimaticos que replican
el ADN. Ya que mutaciones en los sitios de la polimerizacién producen cambios en esa
fidelidad de la replicacion, asi como mutaciones en los sitios de revisién de la correcta
replicacion, tiene implicacion en la inestabilidad genética y por consiguiente en el

1
Proceso canceroso. ?

Los defectos en la reparacion del ADN, otra forma de inestabilidad genética, se
pueden clasificar en reparacion por escision de un solo nucledtido y en reparacién en
mismatch. La reparacién por escision de un solo nucleétido es responsable de reparar los
dafios causados por muchos mutdgenos. Las personas que nacen con defectos en los
genes de reparaciéon de un solo nucleétido desarrollan un sindrome conocido como
Xeroderma pigmentosa, estas personas tienen una alta susceptibilidad a desarrollar
cancer en las zonas que estdn expuestas al sol. La reparacion de ADN en mismatch tiene
un papel central en el mantenimiento de la estabilidad genémica mediante la reparacién
de los errores de la replicacion del ADN y la inhibicién de recombinacién entre
secuencias homdlogas. Defectos en este sistema de reparacion resulta en la inestabilidad
de los microsatélites (presentes en el 85% de los pacientes de cancer colorectal
hereditario no asociado a p6lipos), que se caracteriza por la expansiéon o contraccién del
nimero de repeticiones en tindem, debido al deslizamiento de la polimerasa sobre los

microsatélites, estos se producen en todo el genoma. La deficiencia en el sistema de



reparacién en mismatch dan lugar a canceres colorectales, del endometrio y géstricos.
También aumentan la probabilidad de mutaciones en los genes que contienen secuencias
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repetitivas que regulan el crecimiento, la diferenciacién y la apoptosis.'” '*

1.2.6 Desregulacion de los microARNs.

Los microARNs son ARNs regulatorios no codificantes con un tamafio de 17-25
nucledtidos, estos regulan negativamente al ARNm diana ya sea inhibiendo su
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traduccion o mediando su degradacion.

Los miARNs juegan un papel importante en el control de numerosos procesos
bioldgicos, tales como el desarrollo, la diferenciacion, proliferaciéon y apoptosis. La
expresion desregulada de los miARNSs ha sido descrita en una variedad de enfermedades,
incluyendo el céncer. Existe evidencia que los miARNs estdn expresados de forma
aberrante en el desarrollo del céncer, la invasién y la metdstasis.”' Los miARNs pueden
actuar como oncogenes 6 como supresor de tumores, la represion de la expresion de
miARNSs con actividad supresora de tumor puede aumentar la traduccién de oncogenes y
por lo tanto la formacion en exceso de proteinas oncogénicas dando lugar a la formacion
de tumores. Por otro lado la sobreexpresion de miARNs oncogénicos puede bloquear
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genes supresores de tumor y también llevar a la formacién de tumores.

La biogénesis de los miARNs comienza con la sintesis de un transcrito largo llamado
pri-miARN. Generalmente el pri-miARN es transcripto por la ARN polimerasa Il y este
mantiene las caracteristicas del ARNm como lo es el capuchén en 5" y la cola poli A en
3. En el nucleo el pri-miARN es procesado a pre-miARN(70-90 nucledtidos) por la

ARNsa II (Drosha) y DGCRS. El pre-miARN es exportado al citoplasma por la



exportina 5 y es convertido a miARN duiplex maduro por otra ARNsa III (Dicer). Las

dos cadenas del diplex son separadas por la RNA helicasa en el momento especifico de

ensamblaje del miARN. Los eventos moleculares durante el ensamblaje aun no estan del

todo claros.
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La expresion aberrante de los miARNs puede surgir a través de diferentes mecanismos:

Anormalidad genémica. La formacién de tumores suele estar acompafiada de
aberraciones cromosOmicas, tales como deleciones, amplificaciones,
translocaciones, etc. Los niveles de miARNSs se correlacionan con estos cambios.
Factores epigenéticos. Los factores epigenéticos también pueden alterar la
expresion de los miARNs. En muchos tipos de cédncer, la hipermetilacion de las
islas CpG en regiones promotoras resulta en silenciamiento hereditario de la
transcripcion de genes supresores de tumores.

Regulacion transcripcional. Los factores de transcripcion pueden inducir la
expresion de miARNs activando la transcripcion de pri-miARNs. Muchos
factores de transcripcion de miARNs han sido descubiertos en algunos tipos de
cancer.

Regulacion en el procesamiento de los miARNSs. El procesamiento del miARN y
la estabilidad del mismo son los factores mas importantes que determinan los
niveles de expresion. En general los miARNs disminuyen en los canceres con

respecto a los tejidos normales.



Es sencillo implicar a los miARNSs en el cédncer, si el blanco directo de un miARN es
un oncogén o un gen supresor de tumores. Los miARNs regulan la expresién de su
ARNm diana, de este modo si se sobreexpresa o se reprime la expresiéon del miARN, por

consiguiente existird mayor o menor cantidad del producto génico del ARNm diana.”

Si los perfiles de expresion global son comparados entre los cdnceres y los tejidos
normales, muchos miARNs y ARN’s mensajeros se encuentran desregulados. Por
consiguiente es muy probable que la carcinogénesis o la progresion de un cédncer sea el
resultado de los cambios en todo el miARNoma y no de un cambio en un solo miARN
que regula a un oncogén o gen supresor de tumor diana.”" # Algunos miARNs
desregulados aparecen en los cdnceres con mayor frecuencia que otros miARNs (véase

cuadro III).
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Cuadro ITI. MiARNSs sobreexpresados/reprimidos en varios tumores comparado

miARN Sobreexpresado/reprimido

con tejidos normales.”

Tipo de cancer

Sobreexpresado Céncer de colon
let-7 Reprimido Cancer de prostata
Sobreexpresado Céncer pancredtico
Sobreexpresado Hepatocarcinoma celular
Reprimido Cancer de pulmén
miR-9 Reprimido Céncer de mama
Sobreexpresado Neuroblastoma
Sobreexpresado Céncer de mama
Sobreexpresado Céncer cervical
miR-21 Sobreexpresado Cincer colorectal
Sobreexpresado Cancer de pulmén
Reprimido Adenomas en pituitaria
Sobreexpresado Tumor pancreético
miR-34s Reprimido Cancer de pulmén
Reprimido Neuroblastoma
miR-100 Sobreexpresado Tumor pancreético
miR-122 Reprimido Hepatocarcinoma celular
miR-205 Sobreexpresado Cancer de pulmén
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1.2.7 Cambios epigenéticos.

La epigenética se refiere a los cambios heredables reversibles en la funcién de los
genes que ocurren sin modificaciones en la secuencia de ADN. Los principales tipos de
informacion epigenética son: la metilacion de la citosina del ADN por medio de la
ADN-metiltransferasa y la modificacion de histonas. Las modificaciones quimicas del
ADN vy sus proteinas asociadas determinan la expresion selectiva de genes. Las
modificaciones epigenéticas del genoma regulan muchos procesos celulares. La
alteracion de las modificaciones epigenéticas o la pérdida de su control, pueden causar
enfermedades como el cancer y contribuir al desarrollo de enfermedades autoinmunes.
Por lo anterior, se ha propuesto que la identificacién de los patrones epigenéticos
heredables tales como la metilacion del ADN y la acetilaciéon de histonas seria una
herramienta util en el diagndstico y pronoéstico de las enfermedades causadas por errores

242
epigenéticos.** *°

La hipometilacion del ADN fue la primera anormalidad epigenética reconocida en
tumores humanos. La perdida de la metilacién se debe principalmente a hipometilacion
de secuencias repetitivas del ADN y desmetilacién de regiones codificantes e intrones
lo que provoca versiones alternativas del ARNm transcrito. Durante el desarrollo de un
tumor, el grado de hipometilacién del ADN gendémico se incrementa como progrese la
lesion, desde una proliferacion benigna de células hasta un cédncer invasivo. Tres
mecanismos han sido propuestos para explicar la contribucién de la hipometilacion del
ADN en el desarrollo de una célula de céncer: generacién de inestabilidad cromosémica,

reactivacion de elementos transpocisionables, y pérdida de impresion. Baja metilaciéon
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de ADN puede favorecer recombinacién mitdtica, llevando a deleciones 'y

translocaciones, y también puede promover redisposicién cromosémica.** %

La hipometilaciéon en regiones codificantes, puede fomentar la formacién y
progresion de los tumores de diversas formas. Algunos de los genes reguladores que se
encuentran hipometilados muestran aumento en la transcripcién, la hipometilacién y la
sobreexpresion, estos genes reguladores hipometilados estdn implicados en la
carcinogénesis. La hipometilacién de secuencias repetitivas de ADN en tdndem puede
promover la formacién o progresiéon del tumor, por fomentar el reordenamiento del

ADN.%¢

La hipermetilacion de las islas CpG en las regiones promotoras de genes supresores
de tumor es otra anormalidad epigenética, este cambio epigenético puede afectar genes
involucrados con el ciclo celular, reparacion de ADN, el metabolismo de Ila
carcinogénesis, interaccion célula- célula, apoptosis, y angiogénesis, los cuales estdn
involucrados en el desarrollo del cancer. Los perfiles de la hipermetilacion de las islas
CpG en genes supresores de tumores son especificos de el tipo de céancer (1,4) (véase

cuadro IV).24’ 27
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Cuadro IV. Hipermetilacion de genes supresores de tumores en varios tipos de

cancer.”
Cancer de mama BRCAI, E-cadherina, TMS1 y receptor de estrégenos
Glioma Enzimas de reparacion del DNA; MGMT, EMP3 y THBS1
Céncer de higado SOCS1 and GSTP1
Céncer de ovario BRCAI
Céncer de prostata GSTP1

La modificacién de histonas es otro mecanismo epigenético que se ve afectado en
algunos tipos de cancer. Las histonas son proteinas que conforman el nicleo del
nucleosoma, se componen de un dominio globular C-terminal y una cola no estructurada
N-terminal. Las colas N-terminal de las histonas pueden someterse a una variedad de
modificaciones post-traducionales covalentes como la metilacién, acetilacion,
ubiquitinacion y la fosforilacién en residuos especificos. Estas modificaciones regulan
procesos celulares como la transcripcidn, replicacion y reparacion del ADN. La mayoria
de estas modificaciones tienen lugar en lisinas, argininas y serinas en las colas de las
histonas.*®

La acetilaciéon de las lisinas estd asociada con la expresion de genes activos y la
cromatina relajada. La enzima acetiltransferasa de histonas utiliza la acetilcoenzima para
adicionar grupos acetilo a lisinas en las colas de las histonas. Acetilacion de la histona se

produce en los residuos de lisina en las histonas H2B, H3 y H4 (véase figura 2). Una vez
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acetilada, las colas de las histonas se convierten en sitios para las proteinas efectoras que
se unen a éstas y actian sobre el ADN o el nucleosoma. La acetilacion de las colas de las
histonas no es una modificacién permanente, ya que la histona desacetilasa elimina los
grupos acetilo de las histonas y de esta manera éste mecanismo de control epigenético
puede modificar la expresion génica. La pérdida de la acetilacién de las histonas, que

estd mediada por la histona desacetilasa, provoca la represion de la expresion. La histona

desacetilasa a menudo se encuentran sobreexpresada en varios tipos de cdncer.”® %
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Figura 2. Sitios donde la lisina puede ser acetilada o metilada. (*Indica el grado de

metilacion de la lisina mono, di o trimetilada).29

La metilacion de la histona es mds compleja debido a que el nitrégeno de la lisina
puede ser modificado por un méaximo de tres grupos metilo, creando asi varios grados de
metilacion de lisina (véase figura 2). La metilacion de histonas se asocia tanto a la
activaciéon como al silenciamiento de genes. Alteraciones en las histonas H3K9 y H3K27
en los patrones de metilacion estan asociadas con el silenciamiento génico en diversos

. . 2
tipos de cancer. ?

23



1.3 PRINCIPALES CAUSAS DEL CANCER

La transformacion de una célula normal en una célula tumoral es un proceso que
abarca varias fases y suele consistir en una progresion de una lesién precancerosa a un
tumor maligno. Esas modificaciones son resultado de la interaccion entre los factores
genéticos de una persona y los siguientes factores: fisicos, quimicos o bioldgicos.' Las
sustancias que causan cancer se denominan carcindgenos, estos se han identificado
mediante estudios en experimentos in vivo € in vitro, ademés de andlisis epidemiolégicos

de la frecuencia del cdncer en la poblacién humana.’
1.3.1 Factores quimicos.

Muchos canceres humanos estdn asociados a la exposicion a carcinégenos quimicos
(véase cuadro V). Generalmente hay un periodo largo de tiempo entre los primeros
eventos que incluyen la exposicién inicial a los carcindgenos, la aparicion de dafios en el
ADN vy la fijacion de las mutaciones y la posterior aparicion del tumor. El dafio sobre el
ADN es un importante paso en este proceso cancerigeno. Los carcindgenos quimicos
pueden ocasionar los siguientes dafios al ADN; la formacién de aductos con el dcido

7’ Ve . . 3
nucleico, rearreglos cromosdmicos, deleciones y roturas en la cadena del ADN. 0



Cuadro V. Algunas sustancias quimicas que producen cancer en humanos.’®>!

Carcinégeno quimico Tumor

Humo del cigarro Cancer de pulmén y otros.
Benceno Leucemias.
Aflatoxinas Céncer de higado.
Bencidina Céncer de vejiga.
Asbesto Mesotelioma pleural.
Pesticidas Linfoma, cdncer de mama, cdncer de estomago, entre otros.
Alcohol Cancer esofédgico, cancer de higado.

Entre los carcindgenos quimicos se encuentran compuestos orgénicos € inorganicos,
. ., e o1 . 1 . .
fibras y particulas, y compuestos biolégicos como las hormonas.” La diversidad de
productos quimicos orgédnicos que se ha demostrado que pueden causar cincer es muy

amplia (véase figura 3).
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Figura 3. Algunos compuestos quimicos organicos que pueden causar cancer en

1
humanos.’

Una de las primeras sustancias que se descubrié que podian causar cancer fueron los

hidrocarburos aromaticos policiclicos (PHA s por sus siglas en ingles). Estas sustancias

quimicas son los principales componentes de alquitranes de hulla y el hollin, la

aplicacion sobre la piel de roedores mostré que son poderosos cancerigenos. Muchos de

los PHA’s han sido identificados e incluyen al benzopireno, criseno, I-nitropireno,

dibenzoantraceno, entre otros. Los PHA s forman aductos con el ADN y de esta forma
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producen cambios sobre la molécula de ADN, provocando aberraciones en el proceso de
replicacion y transcripcion por lo cual se pueden producir mutaciones y de esta manera
conducir a cancer esofagico y cancer del pulm(’)n.30’ 3! Estos compuestos se encuentran
en el humo del cigarro, y estos entre otros compuestos (nitrosoaminas, aminas
aromadticas, aldehidos, drenos y otros compuestos organicos) también presentes en el
humo del cigarro son los responsables de producir cancer en humanos. El tabaquismo es
la principal causa de cancer de pulmdn, se estima que alrededor del 90% de defunciones
masculinas y el 75 al 80% de defunciones femeninas, en los Estados Unidos son
causadas por este hdbito. A nivel mundial el tabaquismo provoca a mas de un millén de

. )
defunciones cada afio.

Otro ejemplo de sustancias quimicas orgédnicas que producen cdncer son las
aflatoxinas estas son generadas por algunos hongos. Las aflatoxinas tienen efectos
téxicos inmediatos, actian como inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos y
carcinogénicos. El principal érgano diana de los efectos toxicos y carcinogénicos es el
higado. De hecho, la aflatoxina B1 es uno de los hepatocarcindgenos més potentes que
se conocen, capaz de induccién de tumores en roedores, peces, aves y primates,

. . 4 s e s~ 2 2 0
incluidos los seres humanos. Estas también inducen tumores en rifién, colon y pulmon.3 ’
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Otra sustancia quimica orgdnica asociada con el cdncer es el alcohol (etanol), se ha
establecido como causa de cancer de la cavidad oral, faringe, es6fago, higado, colon y
recto. El alcohol actiia como un disolvente que mejora la absorcion de cancerigenos en
la mucosa. El etanol puede facilitar la absorcidn de carcindgenos, especialmente el humo

del tabaco, a través de las membranas celulares que se encuentran dafiadas por el efecto



directo del alcohol. Otro mecanismo por el cual el etanol ejerce su efecto es la alta
concentracion del mismo sobre el epitelio, que altera la motilidad del es6fago y puede
producir reflujo que puede llevar a esofagitis y posteriormente a la neoplasia. Sin
embargo, hay una creciente evidencia de que el acetaldehido, en vez del etanol mismo,
es responsable del efecto co-cancerigeno de las bebidas alcohdlicas. El acetaldehido es
generado en la mucosa por alcohol deshidrogenasa del propio organismo o por bacterias
presentes en el tracto digestivo. El acetaldehido es altamente toxico, mutigeno y
cancerigeno. Este participa en muchos sitios de sintesis y reparacién de ADN y esto
puede en consecuencia desarrollar tumores. La unién al ADN puede dar la formacién de
aductos estables, un mecanismo por el cual el acetaldehido podria desencadenar la
aparicién de errores en la replicacion y por consiguiente sufrir mutaciones en oncogenes
o en genes supresores de tumores.>* >

Entre los cancerigenos inorganicos se encuentran el cadmio, cromo, niquel, arsénico,
entre otros. La exposicion al cadmio se ha asociado con el cancer de prostata, pulmén y
testiculo. El cadmio afecta la progresion del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion,
vias de reparacion del ADN, asi como la apoptosis. El cadmio también induce la
sobreexpresion de los siguientes protooncogenes C-FOS, C.MYC, C-JUN vy algunos
factores de transcripcion, y estos promueven la proliferacion de las células y el
desarrollo de tumores. Se han observado también roturas de cadena sencilla en el ADN

debido a la generacion de especies reactivas de oxigeno.3 6

1.3.2 Factores fisicos.
Entre los factores fisicos destacan las radiaciones ionizantes como los rayos X vy

rayos gamma entre otros, y las radiaciones no ionizantes como los rayos ultravioleta.



La radiacion ionizante tiene suficiente energia para quitar electrones a atomos y
moléculas (ionizacién). Cuando las moléculas estdn ionizadas son inestables y pasan por
cambios quimicos. Esto le pasa a la molécula de ADN, por lo cual puede sufrir
mutaciones, roturas ya sea de una sola hebra o ambas o entrecruzamiento entre ellas,
también puede presentarse transposicion, sin embargo, la célula posee sistemas
enzimaticos de reparaciéon de ADN, si estos sistemas no son capaces de reparar el dafio,
estos dafios conducen a la formacién de cdncer o a la muerte celular. Ademds de los
efectos directos de la radiacion ionizante sobre el ADN, esta también puede provocar la
formacidn de radicales libres en los tejidos, por lo cual estos radicales pueden interactuar
con la moléculas de ADN vy algunas macromoléculas y de esta forma conducir a
alteraciones moleculares, la combinacion de los dafios directos inducidos por la
radiaciéon mas los dafios generados a partir de especies reactivas secundarias derivadas
de acontecimientos posteriores a la ionizacién (dafios indirectos), son la causa por la

~ - - 7
cual el ADN es dafiado, dando lugar a las aberraciones antes mencionadas.’

Cabe senalar que la cantidad de dafio en la célula estd relacionada con la cantidad de
radiacion que recibe. En general, el riesgo de padecer céncer por exposicién a la
radiacién aumenta seglin aumenta la dosis de la misma. Del mismo modo, cuanto mas
baja es la exposicidon, menor es el incremento en el riesgo. Sin embargo no existe un
umbral debajo del cual se considere que la radiacion ionizante es completamente segura.
La leucemia es el tipo de cancer mds comunmente inducido por la radiacion ionizante, la

gldndula tiroides y la médula 6sea son dos de los tejidos més sensibles a la radiacién.®’
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Algunos otros tipos de cdncer que estin muy relacionados con la exposicién a la
radiacion incluyen:

e Cancer de pulmoén

e Cancer de piel

e Cancer de tiroides

e Mieloma multiple

e (Cancer de mama
 Céncer de estémago.’®

Las principales fuentes de radiacion ionizante a las cuales estdn expuestas las personas

son las siguientes:

¢ Laradiacion de fondo natural. Proviene de los rayos césmicos de nuestro sistema
solar y de elementos radioactivos presentes en la tierra.
e La radiacion médica. se usa en el diagndstico y tratamiento de ciertas
enfermedades.
e La radiaciéon sintética, no médica. Proviene principalmente de fuentes
. . 37
ocupacionales, como las plantas de energia nuclear.

Los rayos ultravioleta una forma de radiacion no ionizante, proveniente
principalmente del sol, aunque también pueden provenir de fuentes sintéticas tales como
camas solares y sopletes. Por lo general, los rayos UV tienen suficiente energia para
dafiar el ADN de las células, por lo cual pueden causar céncer. Sin embargo, debido a
que no tienen suficiente energia para penetrar profundamente en el cuerpo, su efecto
principal se presenta en la piel. La mayoria de los canceres de piel son el resultado
directo de exposicion a los rayos UV de la luz solar. Tanto el cancer de células basales

como el de células escamosas tienden a detectarse en las partes del cuerpo que han sido

expuestas al sol y su incidencia estd asociada con la exposicion al sol durante toda la



vida. El riesgo de melanoma, un tipo de cdncer de piel muy grave pero menos comun,

también estd asociado con la exposicién al sol, aunque no de manera rotunda.’”*’

La principal alteracion sobre el ADN de la radiacion UV es la dimerizacion de
pirimidinas lo que causa distorsiéon en la doble hélice del ADN impidiendo la correcta
replicacion y transcripciéon de ADN. Otras alteracién provocadas por la luz UV son:
entrecruzamiento entre proteinas y ADN, roturas de cadena sencilla y la formacién de
radicales libres (especies reactivas de oxigeno) generados por sensibilizadores
endégenos como las riboflavinas o las porfirinas, estas especies reactivas de oxigeno
generadas juegan un papel importante en el daio celular, dando lugar a la peroxidacion

lipidica y a la oxidaci6n individual de las bases del ADN.*

1.3.3 Factores bioldgicos.

Las infecciones por virus, bacterias y pardsitos son reconocidas como un factor de
riesgo para varios tipos de céancer en seres humanos. A nivel mundial, las infecciones
virales se relacionan con el 15% al 20% de todos los canceres. Algunas infecciones
pueden causar la inflamacién a largo plazo, suprimir el sistema inmunolégico de una

persona, o afectar directamente el ADN celular.*® 4!
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Cuadro VI. Virus humanos asociados con el desarrollo de cincer.*?

Virus Tumor

Virus del papiloma humano tipo 16/18 Céncer de cérvix.

Virus de hepatitis B Hepatocarcimoma

Virus de hepatitis C Hepatocarcinoma

Virus Epstein-Barr Carcinoma nasofaringeo, linfoma de Burkitt y linfoma de

Hodking’s.
Virus herpes humano tipo 8 Sarcoma de Kaposi.
Virus linfotrépico humano de células T Leucemia de células T
tipo I

El paso de la infeccién viral a la tumorigénesis es un proceso lento e ineficiente, y
solo una minoria de personas infectadas progresa hacia el cdncer, y por lo general el
proceso dura algunos afios o décadas. La infeccién viral no siempre es suficiente para
generar el cancer, se requiere de otros factores tales como inmunosupresién del huésped,
mutaciones somdticas adicionales, predisposicion genética y la exposicién a agentes
cancerigenos, todos estos factores juegan un papel importante en el desarrollo de un

. . . 42
tumor en las infecciones virales.

Algunas infecciones bacterianas estdn asociadas con algunos tipos de cdéncer.
Chlamydia pneumoniae es un tipo de bacteria que puede causar infecciones en los
pulmones. Los estudios exploran la posibilidad de que este germen pueda aumentar el
riesgo de cdncer de pulmén. Chlamydia trachomatis es una clase relativamente comun
de bacteria que puede infectar el sistema reproductor femenino. Generalmente se

propaga a través del contacto sexual. Es muy comuin en las mujeres jovenes que son
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sexualmente activas, y puede persistir durante ailos a menos que sea detectado y tratado.
Algunos estudios sugieren que las mujeres con la infeccion por C. trachomatis tienen un
mayor riesgo de cdncer cervical que las mujeres sin infeccion. Los estudios no han
demostrado que la C. trachomatis por si sola pueda causar cancer, pero puede trabajar

junto con el VPH de algiin modo para promover el cancer.*’

La bacteria Helicobacter pylori induce inflamacién gdastrica crdnica en todas las
personas infectadas, que con el tiempo dependiendo de la susceptibilidad del individuo,
puede progresar a la atrofia, metaplasia, displasia y finalmente al cdncer géstrico. Mds
de la mitad de todos los casos de cancer de estdbmago se cree que estdn vinculados con la
infecciéon por H. pylori. Sin embargo, la mayoria de las personas que tienen estas
bacterias en el estdmago nunca desarrollan céncer, de hecho la infeccion por H. pylori
conduce a céncer gastrico en solo el 0,1-0,5% de la sujetos infectados, esto pone de
relieve la importancia de otros factores en el desarrollo del cancer, como la
susceptibilidad genética del huésped y factores ambientales que entran en contacto con

el huésped y que influyen en el desarrollo del cancer.****

1.3.4 Envejecimiento.

El envejecimiento es otro factor fundamental en el desarrollo de cancer. La
incidencia de céncer aumenta espectacularmente con la edad, muy probablemente
porque con la edad aumenta la acumulacion de factores de riesgo de tipos especificos de
cancer. La acumulacion general de factores de riesgo se combina con la tendencia de los

mecanismos de reparacién celular a perder eficacia con la edad.'



Se han propuesto tres hipétesis para explicar la asociacion entre el cancer y el

envejecimiento.

1.

En la primera hipétesis se establece que esta asociacion es consecuencia de la
duracion de la carcinogénesis. Como se sabe la carcinogénesis consta de varias
etapas, durante las cuales se produce la transformacion neoplésicas de las células,
se dice que puede transcurrir entre 10 y 20 afios para que se lleve a cabo este
proceso.

La segunda hipétesis propone que los cambios que se producen en el medio
interno del organismo de forma progresiva, relacionados con la edad,
proporcionan un ambiente favorable para la aparicion de nuevos tumores. Se ha
demostrado que, con la edad existe un aumento de los radicales libres endégenos
en el organismo. Estos radicales libres contribuyen a la induccién del cancer
mediante la producciéon de mutaciones en el ADN. A deméds el sistema inmune se
encuentra disminuido con la edad, por lo cual los sistemas de inmunovigilancia
pueden fallar y no ser capaces de eliminar a los primeros clones de células
malignas.

En la tercera hipétesis postula que los tejidos envejecidos experimentan cambios

similares a los primeros cambios que aparecen durante la carcinogénesis.*



1.4 MECANISMOS DE EVASION Y DISEMINACION DE LAS

CELULAS CANCERIGENAS

1.4.1 Resistencia a los farmacos.

La resistencia a los farmacos por parte de las células neopldsicas es un problema
frecuente en el tratamiento del cancer. Existen varios mecanismos de resistencia a los

farmacos, por ejemplo:

e La célula puede impedir la entrada de los firmacos y por consiguiente no llevar
a cabo su accion.

e La célula puede bombear los firmacos hacia el exterior por sistemas de
transporte.

e Los farmacos pueden ser enzimdticamente inactivados como por ejemplo la
conjugacion con glutation.

e La actividad del farmaco puede ser reducida, ya sea por mutaciones o por la
expresion alterada de la diana del farmaco.

e La célula puede producir defectos en la apoptosis y de esa manera evadir la

muerte celular que provocaria el farmaco.*

1.4.2 Evasion de la apoptosis.

La apoptosis es una forma de muerte celular que estd regulada genéticamente,
durante la apoptosis se presentan diversas caracteristicas morfolégicas que incluyen
condensacion celular y nuclear, formacién de cuerpos apoptéticos y fragmentacion del

ADN. En los organismos multicelulares, la homeostasis es llevada a cabo por un balance



entre la proliferacion y la muerte celular; la apoptosis es el principal proceso que
mantiene este balance. Alteraciones en la apoptosis pueden contribuir a la patogénesis de
ciertas enfermedades como el cancer, infecciones virales, enfermedades autoinmunes y
desordenes neurodegenerativos. Defectos en las vias de induccién de apoptosis pueden
eventualmente conducir a una expansion de las células neopldsicas. La resistencia a la
apoptosis también puede aumentar la evasion de las células tumorales de la vigilancia
del sistema inmunol6gico. Como la quimioterapia y la radiacién actdan principalmente
como inductores de la apoptosis, y por consiguiente defectos en esta via, puede hacer
que las células cancerosas adquieran resistencia a la terapia. Por lo tanto la resistencia a
la apoptosis de las células tumorales es una caracteristica esencial en el desarrollo del

cancer. 47#

La resistencia a la apoptosis por parte de las células cancerosas se puede llevar a cabo

por los siguientes mecanismos:

e Expresion de proteinas anti-apoptéticas. El gen BCL 2 una proteina anti-
apoptética se encuentra sobreexpresada en muchos tumores y esta
relacionada con la malignidad del tumor. Otras proteinas anti-apoptéticas
estan involucradas en la resistencia de los tumores hacia la apoptosis.

® Otro mecanismo por el cual los tumores interfieren con la apoptosis es la
expresion de receptores solubles que actian como sefiuelos para proteina
apoptética CD93, hasta la fecha se han encontrado dos receptores solubles
el receptor soluble sSCD95 y DcR3, estos inhiben competitivamente la via
de sefalizacién de CD95, el receptor sCD95 se encuentra expresado en

varios tumores.
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e Lainactivacién de genes pro-apoptéticos. En ciertos tipos de cdncer BAX
un gen que pertenece a la familia de genes pro-apoptdticos se encuentra
mutado. La expresion del receptor de DC95 se reduce en algunos tumores
como en el hepatocarcinoma, cancer de colon, melanoma y otros tumores.

e Alteracién en la via de p53. Como p53 tiene una funcién central en la
induccién de apoptosis, alteraciones en esta via influyen en la sensibilidad

a la apoptosis de las células neoplasicas. 48

1.4.3 Telémeros y telomerasa.

Los telémeros constituyen estructuras especializadas que forman los extremos de los
cromosomas eucariontes que participan en funciones celulares como la mitosis, la
estabilidad cromosdmica y el tiempo de vida de las lineas celulares. Recientemente se ha
demostrado su relaciéon con algunas enfermedades, especialmente con el cincer. Su
funcién mas notoria es la de servir como un reloj mitético que mide y regula el nimero
de las divisiones celulares. Los telomeros se acortan con cada division celular y el
nimero de divisiones que la célula puede experimentar se correlaciona con la longitud
de los telomeros. Esta funcion de los telomeros los relaciona con el desarrollo de las
células tumorales, en muchos tumores se encuentra expresada la enzima telomerasa que
es la encargada de replicar los teldémeros. En diversos estudios se muestra que la
telomerasa presenta una actividad aumentada en cdncer de mama, prostata y otros. La
determinacion de la actividad de telomerasa pudiera ser utilizada para el diagndstico del
cancer y los inhibidores de la enzima pudieran ser usados como agentes antineoplasicos

. c foi o 49,50
con una selectividad para las células neoplésicas. o



1.4.4 Metastasis.

El proceso consiste en una serie de pasos los cuales deben llevarse a cabo con éxito
para dar lugar a la metdastasis del tumor. Estos incluyen la migracion de las células del
tumor primario hacia los vasos sanguineos o linféticos, la supervivencia de las células en
la circulacién, la localizacién en un nuevo tejido, la extravasacién en el tejido
circundante, la iniciacion y el mantenimiento del crecimiento y la vascularizacion del
tumor metdastico. Debido a esta capacidad de propagacion, el céncer es una enfermedad

potencialmente mortal.”!

Cuando el céncer se detecta en una fase temprana, antes de que se haya extendido, a
menudo se puede tratarse con €xito. Sin embargo, cuando el céncer se detecta después
de que se sabe se ha producido metéstasis, los tratamientos son mucho menos exitosos.
La mayoria de las muertes por cdncer se deben al desarrollo de metastasis, por
consiguiente, es muy importante prevenir la metdstasis para disminuir la morbilidad y la

mortalidad de los pacientes con este padecimiento.’’

Las células cancerosas para propagarse requieren de motilidad y de la capacidad
para degradar tejidos, la motilidad es asociada con el factor de motilidad autocrino y el
factor de crecimiento hepdtico y la capacidad de degradar tejidos se asocia a las enzimas

. . . 2
de degradacién como la serina proteasa, la tiol-proteasa, metaloproteasa y hepalralnalsal.5

1.4.5 Angiogénesis Tumoral.

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los
vasos preexistentes. La angiogénesis es un proceso normal durante el desarrollo
embrionario, el crecimiento del organismo y en la cicatrizacion de las heridas. Sin

embargo también es un proceso fundamental en la transformacién maligna del



crecimiento tumoral. La angiogénesis tumoral es la proliferacién de una red de nuevos
vasos sanguineos que penetra dentro del tumor, proporcionando nutrientes y oxigeno y

. 53
removiendo productos de desecho.

En muchos tipos de tumores la masa tumoral se expande mds alld de la capacidad de
nutriciéon y oxigenacion de los vasos existentes, lo que da lugar a la disminucién de
oxigeno y nutrientes y la acumulacion de desechos metabdlicos, esto es considerado el
primer paso en el proceso de angiogénesis tumoral. El segundo paso es la respuesta de
las células tumorales a este dafio, por lo cual, secretan factores angiogénicos como el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG), factor basico de crecimiento de
fibroblastos, el factor de crecimiento placentario y el factor de crecimiento endotelial
derivado de plaquetas, estos actiian activando las células endoteliales promoviendo su
migracion hacia el tumor. En el tercer paso las células endoteliales proliferan y se
establecen en el tumor y finalmente en el cuarto paso del proceso los factores

angiogénicos siguen influyendo en la formacién de los vasos sanguineos.” >*

La angiogénesis es un proceso altamente regulado donde activadores e inhibidores
angiogénicos (véase cuadro VII) estdn en equilibrio, mds sin embargo no es suficiente la
sobrerregulacién de los activadores angiogénicos, si no también se requiere de una baja
expresion de los inhibidores angiogénicos. El control de la angiogénesis del tumor es
una parte integral de la respuesta de defensa del huésped al crecimiento del tumor.
Pérdida de los inhibidores de la angiogénesis enddgenos, tales como la endostatina y la
trombospondina-1, conduce a aumento de la angiogénesis tumoral y acelera el

crecimiento tumoral. En cambio, cuando se altera la angiogénesis y la expresion de los



inhibidores de la angiogénesis end6genos se incrementa, los tumores pueden entrar en

, . 4
un periodo de latencia.’*’

Cuadro VII. Algunos de los reguladores endégenos de la angiogénesis.54’ 3

Activadores Inhibidores

VEFG Interleucinas 10y 12
Angiogenina Inhibidor tisular
Angioestatina Metaloproteasa
Factor de necrosis tumoral a pS53yRB
Factor de crecimiento epidérmico Endostatina
Interleucinas 1, 6 y 8 IFNa

Captesina Angiopoyetina II

Endotelina Angiotensina
Eritropoyetina Caveolina 1 y 2

Varios estudios indican que los activadores de la angiogénesis juegan un papel
importante en el crecimiento y diseminacion de los tumores. El VEFG y sus receptores
se encuentran expresados en casi la mitad de los canceres estudiados. Se sabe también
que los niveles de factores angiogénicos en tejidos reflejan la agresividad con la que las

células tumorales se propagan, y por lo tanto tienen un valor predictivo.”

1.5 TERAPIA ANTICANCERIGENA

El programa de tratamiento contra el cincer depende del tipo de céncer y del
estadio del mismo. Con frecuencia, el objetivo del tratamiento es curar el cancer. En
otros casos, el objetivo es controlar la enfermedad o reducir los sintomas el mayor

tiempo posible. La mayoria de los planes de tratamiento incluyen cirugia, radioterapia o
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quimioterapia. Algunos comprenden terapia hormonal o terapia biolégica. Los efectos
secundarios son frecuentes ya que los tratamientos para el cancer generalmente dafian
células y tejidos sanos. Los efectos secundarios dependen fundamentalmente del tipo y
extension del tratamiento. Es posible que los efectos secundarios no sean los mismos
para todos los pacientes que reciben el tratamiento, y los efectos pueden cambiar de una

sesién de tratamiento a otra.”®

1.5.1 Quimioterapia.

La quimioterapia consiste en administrar un fairmaco o combinacién de farmacos que
hay que elegir en funcién del tipo de tumor, de su localizacién y estadio o de la edad del
paciente. La mayoria de los medicamentos antineopldsicos destruyen las células del
tumor, alterando la sintesis o la funcién de los acidos nucleicos (ADN 6 ARN), también
pueden actuar sobre una o varias fases del ciclo celular o sobre los mecanismos de
control de la proliferacion celular. Frecuentemente, la quimioterapia se administra como
una combinacién de antineopldsicos para aprovechar los distintos mecanismos de accion
de cada farmaco. Ademas, asi disminuye la posibilidad de que el tumor presente

. . . , . 57
resistencia a los antineoplasicos a largo plazo. 8

Los farmacos antineopldsicos segtin su accion, pueden clasificarse en:

e Agentes alquilantes. Estos actian mediante la formacién de enlaces covalentes
entre sus grupos alquilo y diversas moléculas nucledfilicas presentes en las
células, especialmente las bases nitrogenadas del ADN. De este modo, bloquean
la replicacién del ADN celular y la transcripcién del ARN vy, por lo tanto, la

mitosis y la sintesis de proteinas. Ejercen su accién durante todo el ciclo celular,
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pero son mds activos sobre las células en rapida division. Ejemplos: bisulfan,
ciclofosmadida, clorambucilo, carmustina, dacarbacina, etc.

Antimetabolitos. Estos farmacos presentan una estructura andloga a pirimidinas,
purinas y al folato, que son componentes del metabolismo intermediario celular,
de modo que interfieren en su metabolismo y en la sintesis de acidos nucleicos.
Ejercen su accién principalmente sobre tumores de crecimiento acelerado. Los
farmacos de este tipo mds habituales son: metotrexato, citabirina, S-fluoroacilo y
la 6-mercaptopurina.

Antibidticos antitumorales. Son sustancias naturales producidas principalmente
por hongos capaces de alterar el crecimiento de otras células vivas, estas actian
principalmente sobre ADN y ARN inhibiendo su replicacion. Pertenecen a este
grupo de antineopldsicos la bleomicina, doxorubicina, actiomicina D,
mitomicina, entre otros.

Inhibidores mitéticos. Son principalmente alcaloides extraidos de plantas y otros
compuestos derivados de fuentes naturales. Estos farmacos pueden detener la
mitosis 0 a las enzimas que sintetizan las proteinas necesarias para la division
celular. Ejemplos: alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, vindesina,
vinorelbina) que se unen a la tubulina y bloquean su capacidad de polimerizarse
para formar los microtibulos por lo cual se detiene la division celular, y los
taxanos (paclitaxel y docetaxel) estos se unen a la tubulina favoreciendo la
polimerizacion de los microtibulos que son muy estables pero poco funcionales

de manera que detienen la division celular.



e Inhibidores de la topoisomerasa. Estos medicamentos inhiben a la
topoisomerasa por lo cual las dos hebras del ADN no pueden ser separadas en el
momento de la replicacion, resultando en la muerte celular. Ejemplos de estos
farmacos son: el irinotecan y topotecan que inhiben a la topoisomerasa I, el
etopdsido y el tenipdsido que a su vez inhiben a la topoisomerasa I1.

e Derivados del platino. El cisplatino y el carboplatino al  activarse
intracelularmente, quedan libres dos valencias del i6n platino, que forman dos
enlaces estables con componentes del ADN. El resultado es la alteracién de la
configuracién tridimensional del ADN, la produccién de errores de transcripcion
y la imposibilidad de que las cadenas se separen para la replicacion,
conduciendo a si a la muerte celular.

e Hormonas esteroideas y sus antagonistas. La Prednisona un corticoide
suprarrenal inhibe la proliferacion leucocitaria, por lo cual se utiliza para tratar
leucemias y linfomas. El tamoxifeno un antiestrogenico suprime los efectos
promotores del crecimiento de los estrégenos por lo que es usado para tratar el
cancer de mama estrogeno dependiente. El etenil estradiol y el dietilestilbestrol
dos estrogenos se utilizan en el tratamiento contra el cancer de prdstata por su

capacidad de inhibir el crecimiento del tejido prostatico.”” 58,59

Aunque la quimioterapia se administra para destruir las células neopldasicas, también
las células normales pueden ser afectadas. Las células normales que presentan mds
probabilidad de sufrir dafio son las células que se dividen con mayor rapidez como las

c€lulas de la medula 6sea y las células de la sangre, células de los foliculos pilosos, las



que revisten el tracto digestivo, y las que recubren el tracto reproductivo. El dafio a estas

células da cuenta de muchos de los efectos secundarios de los farmacos antineopldsicos

(véase el cuadro VIII). Los efectos secundarios son diferentes para cada medicamento,

asi también difieren sobre la dosis administrada y la forma de administraciéon de la

droga.’®

Cuadro VIII. Principales efectos secundarios provocados por los farmacos

antineoplasicos.™

Efecto secundario

Alopecia

Descripcion
Debido al dafio sobre las células del foliculo

piloso.

Nauseas y vomito

Debido principalmente a la irritacién que

provocan en el tracto digestivo.

Anemias

Debido al dafio sobre los eritrocitos.

Fatiga, dolor de cabeza, dificultad para respirar,
irritabilidad, hipotensién, palidez y disminucién de la

frecuencia cardiaca y respiratoria.

Producidos a consecuencia de la anemia.

Se asocia a casi todos los citotéxicos dado que

Hepatotoxicidad este el 6rgano que se encarga de metabolizar la
mayoria de los antineopldsicos.
En algunos casos se desarrolla una segunda
Carcinogénesis neoplasia debido al efecto citotdxico y
mutagénico de los citostéticos.
Inmunodeficiencia Debido a la neutropenia.
Otros Diarrea, constipacion, estomatitis,

nefrotoxicidad, neurotoxicidad, toxicidad

cardiovascular, etc.
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1.5.2 Radioterapia.

La radioterapia es un tratamiento para el cancer que consiste en haces de radiacién
de energia elevada (radiacidn ionizante) dirigidos a 6rganos o partes especificas del
cuerpo. Esta radiacién dafia el material genético presente en las células cancerosas, lo
que las destruye e impide su diseminacion. La radiacién mata primero a las células que
se dividen rdpidamente y por el contrario no funciona tan rdpido sobre las células que se
dividen lentamente y como las células cancerosas tienden a dividirse mds rdpido y
crecen fuera de control es por eso que resultan con més dafio que las células normales.
Puesto que la radiacion se distribuye especificamente en la region del céncer
(tratamiento local), los efectos sobre las células sanas se reducen a un minimo. La
radioterapia disminuye el tamafo de los tumores, en algunos casos, puede erradicarlos.
La radiacién puede usarse para reducir su volumen, lo que permite su extirpacién

quirdrgica que no serfa posible de otro modo.® ¢!

En ocasiones la radioterapia se usa junto con la quimioterapia para aumentar las
posibilidades de curar el cancer. Existen dos tipos de radioterapia la interna y la externa.
La radioterapia externa consiste en la administraciéon de haces de radiacion ionizante
dirigidos al tumor. La radioterapia interna consiste en la introduccién de pequeiias
cantidades de material radiactivo aplicado sobre el tumor.’” ® Los efectos adversos
provocado por la radioterapia es debido al dafio que puede llegar a causar sobre los
tejidos normales, cominmente se presentan enrojecimiento de la piel cerca del lugar
irradiado, infertilidad si se irradian los 6érganos reproductivos, nauseas, vomitos, diarrea

si se trata el intestino, alopecia si el tratamiento se dirige a la cabeza, etc.5%°



1.5.3 Cirugia.

La cirugia es la forma de tratamiento mds antigua contra el cdncer. La cirugia
también juega un papel importante en el diagnostico del céncer, asi como evaluar en qué
etapa se encuentra el cdncer. La cirugia ofrece posibilidades de cura para muchos tipos
de cancer, sobre todo aquellos que no se han diseminado a otra parte del cuerpo y se
encuentran en etapas tempranas del desarrollo del tumor de ahi la importancia del

diagnostico oportuno.*

Las cirugias implicadas en el cdncer se pueden dividir en:

® La cirugia preventiva. Se usa para evitar que el cancer ocurra. Muchos céanceres
de colon pueden evitarse extirpando los pdlipos precancerosos antes de que se
vuelvan malignos.

e La cirugia de diagnéstico (biopsia). En este procedimiento, el cirujano extirpa
parte o todo un tumor para examinarlo y determinar si el crecimiento es
canceroso.

e La cirugia de estadiaje: Cirugia para determinar la extensién de un céncer asi
como la etapa del proceso canceroso.

e Lacirugia curativa. Implica simplemente la extraccién de un tumor canceroso.

e La cirugia reconstituyente. Devuelve  al cuerpo a su apariencia o
funcionamiento normal o casi normal después de un tratamiento anticanceroso.

e La cirugia paliativa. Se usa s6lo para aliviar el dolor, incapacidades u otras
complicaciones resultantes de los cédnceres avanzados. Puede mejorar la calidad
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de vida pero no es una cura o tratamiento anticanceroso.



1.5.4 Inmunologia.

La inmunoterapia es un tratamiento que se basa en estimular el sistema
inmunoldgico natural del paciente para hacerlo mas eficiente en reconocer y atacar las
células cancerosas. Existen dos tipos principales de inmunoterapia: la activa y la pasiva.
En la inmunoterapia activa se estimula el propio sistema inmune del paciente para
combatir a las células cancerosas y en la inmunoterapia pasiva se utilizan los
componentes del sistema inmunoldégico (como anticuerpos) obtenidos en el laboratorio.
También se puede clasificar la terapia inmunoldgica en especifica y no especifica, la
inmunoterapia especifica actia contra una célula en especifico (célula cancerosa) o un
antigeno de la célula cancerosa, los anticuerpos monoclonales y la vacunas contra el
cancer son dos tipos de inmunoterapia especifica, mientras que la inmunoterapia no
especifica actia estimulando el sistema inmune de manera muy general solo aumentando
la eficiencia del sistema inmunoldgico. Las interleucinas, los interferones, el factor
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estimulante de colonias de granulocitos son ejemplos de inmunoterapia no especifica. >

64

Los anticuerpos monoclonales son la forma més utilizada de inmunoterapia contra el
cancer, este tipo de tratamiento es considerado como inmunoterapia pasiva. Este
tratamiento no requiere del sistema inmune del paciente para comenzar a actuar contra
las células neoplasicas. Es primordial la identificacién de antigenos especificos en las
células cancerosas para poder producir un anticuerpo monoclonal especifico contra ese
antigeno y de esa manera pueda actuar solo contra las células cancerigenas y no sobre

células normales.®



Existen dos tipos de anticuerpos monoclonales en el tratamiento del cédncer, los
anticuerpos monoclonales desnudos son aquellos sin ningtn tipo de medicamento o
material radiactivo unido al anticuerpo y actian uniéndose a su antigeno en las células
cancerosas y sirven como marcador para el sistema inmune para que pueda atacar a las
células neoplésicas y algunos anticuerpos monoclonales desnudos pueden bloquear por
si mismos a las células cancerosas porque se une a antigenos especificos que son
proteinas necesarias para el desarrollo de la célula neopldsica, y los anticuerpos
monoclonales conjugados son aquellos a los cuales se le ha unido una droga, particula
radiactiva o alguna toxina, estos se utilizan como medio de transporte de las sustancias
conjugadas a ellos, es una forma de bio-dirigir estas sustancias hacia el tumor por lo cual
se pueden lograr mejores resultados con menos efectos adversos.®

En los udltimos 10 afios, la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) de
los Estados Unidos de América ha aprobado varios anticuerpos monoclonales para el

tratamiento de ciertos tipos de cancer (véase cuadro IX).
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Cuadro IX. Principales anticuerpos monoclonales usados en el tratamiento contra

63

el cancer.

Anticuerpo monoclonal Antigeno diana Tratamiento
Rituxan ®
Herceptin ® HER-2 Céncer de mama
Mylotarg ® * CD 33 Leucemia mieloide aguda
Avastin ® VEFG Céncer de colon y recto
Erbitux ® EGFR Céncer de cuello, cabeza y colon
Vectibix ® EGFR Céncer colorectal
Campath ® CD 52 Leucemia linfocitica
Zevalin ® * CD 20 Linfoma de células B

* Anticuerpo monoclonal conjugado

Las vacunas contra el cancer es otra forma de inmunoterapia, este tratamiento es
considerado inmunoterapia activa ya que estd destinado a activar el propio sistema
inmunoldgico para que responda de mejor manera contra las células neopldsicas. Las
vacunas que se aplican en cdncer son diferentes a las vacunas normales que buscan la
prevencion de la enfermedad, las vacunas que se emplean en el cdncer tienen el objetivo
de conseguir que el sistema inmunoldgico ataque a una enfermedad que ya existe, es
decir que aumenta la respuesta inmune sobre las células cancerosas que ya estdn
presentes en el cuerpo para tratar de erradicarlas. Los adyuvantes son compuestos
conocidos por aumentar la respuesta inmune y ahora se estdn estudiando como posibles

adyuvantes en vacunas para potenciar el efecto de las mismas.”
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El interferén o (IFNa) es un tipo de inmunoterapia no especifica que se usa para
tratar el cancer. El IFNa frena el crecimiento de las células cancerosas, disminuye la
velocidad de angiogénesis, causa un mayor producciéon de antigenos en las células
neoplésicas y potencia la eficacia de las células asesinas naturales. El IFNa asido
aprobado por la FDA para el tratamiento contra los siguientes tipos de cancer:

e Leucemias de células pilosas

¢ Jeucemia mielégena cronica

¢ Linfoma folicular no-Hodgkin"s

e Linfoma de células T cutdneo

e (Cancer de rifién

e Melanoma

. 63, 64
e Sarcoma de Kaposi. 3.6

La FDA ha aprobado varias inmunoterapias para el tratamiento del cancer, en el
cuadro X se muestran las principales inmunoterapias aprobadas para su uso contra

cancer.
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Cuadro X. Principales inmunoterapias aprobadas para el tratamiento de diversos
tipos de cancer.*”

Tipo de cancer Tipo de inmunoterapia

Anticuerpos monoclonales (Hercepin® y Avastin®),

Céncer de mama vacuna usando como antigeno la proteina HER2.

Vacunas que previenen la infeccién con el VPH tipo

Cancer cervical o ®
16/18 (Gardasil™ y Cervarix ).

Anticuerpos monoclonales (Avastin®, Erbitux® y
Cancer colorectal B .
Vectibix") y vacunas de células autélogas y alogénicas.

Cancer de rifién IL-2, IFNa y el anticuerpo monoclonal (Avastin®).

o ) IFN0 y anticuerpos monoclonales (Rutuxan®, Zevalin® y
Leucemias, linfomas y mielomas.

Campath®).
Anticuerpo monoclonal (Avastin®), GVAX una vacuna
Céncer de pulmén celular autéloga y BLP25 una vacuna de una proteina
antigénica.
1.5.5 Otras terapias.

La terapia fotodindmica se basa en la administracion sistémica de agentes
fotosensibles que se distribuyen en los tejidos y principalmente en el tejido neoplésico.
Estos agentes fotosensibles son activados por medio de la aplicaciéon de luz a una
determinada longitud de onda (640nm-850nm), interactuando con el oxigeno presente en
la célula y de esta manera generar especies reactivas de oxigeno (radicales OH, oxigeno
singulete, per6xidos) que dafian las macromoléculas presentes en la células y asi
contribuir a la muerte de las células neopldsicas. Una ventaja notable de esta terapia es
que solo se activan los agentes fotosensibles donde es irradiada la luz y por tal motivo

los efectos secundarios son bastante leves.%> %
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La terapia fotodindmica ha sido aprobada por la FDA para el tratamiento de cancer
de pulmoén, obstrucciéon de cancer de pulmoén, céncer de eséfago, asi como para
queratosis actinicas premalignas y la degeneracion macular relacionada con la edad. Los
medicamentos aprobados por la FDA para la terapia fotodindmica son el Photofrin®,
Foscan® y Visudyne®. Diversos estudios han demostrado cierta eficacia en el
tratamiento de una variedad de condiciones malignas y premalignas de cabeza y cdncer

~ 2 . z 5
de cuello, cancer de pulmén, mesotelioma, prostata y tumores cerebrales.®> %

La anti-angiogénesis es una terapia dirigida que se basa en la administracion de
farmacos u otras sustancias con la finalidad de detener la formacién de nuevos vasos
sanguineos en el tumor, si el tumor no tiene abastecimiento de nutrientes simplemente
no puede crecer y esta es la finalidad de esta terapia. Muchos farmacos anti-angiogénesis
atacan la via del factor de crecimiento endotelial (VEGF por sus siglas en inglés),
Avastin® un anticuerpo monoclonal que se une al factor de crecimiento endotelial
evitando que se una a su receptor en la célula endotelial. Otras drogas como Sutent® y
Nexavar® son moléculas pequenas que se adhieren al receptor del VEGF evitando de

esa forma que se active y genere nuevos vasos sanguineos.”’



La terapia dirigida contra el cédncer interfiere con procesos celulares, bloqueando
enzimas especificas y los receptores de factores de crecimiento que participan en la
proliferacion de las células cancerosas. Las terapias dirigidas que han sido aprobadas por

la FDA son:

e El dasatinib (Sprycel®) fue aprobado para tratar a algunos pacientes con
leucemia mieloide crénica o con leucemia linfoblastica aguda. Es un farmaco de
molécula pequeiia que inhibe varias enzimas tirosinas quinasas.

e El nilotinib (Tasigna®) fue aprobado para tratar a algunos pacientes con
leucemia mieloide crénica. Es otro farmaco de molécula pequefia que inhibe las
tirosinas quinasas.

e El temsirolimus (Torisel®) fue aprobado para tratar a pacientes con carcinoma
de células renales avanzado. Este farmaco es un inhibidor especifico de una
serina-treonina-quinasa llamada mTOR, la cual se activa en las células de
tumores y estimula el crecimiento y proliferacion de estos.

¢ La romidepsina (Istodax®) fue aprobada para el tratamiento de linfoma cutdneo
de células T en pacientes que han recibido antes al menos una terapia sistémica.
Este farmaco inhibe una clase de histonas desacetilasas e induce la apoptosis
celular de tumores.

e La tretinoina (Vesanoid®) fue aprobada para inducir la remisién en algunos
pacientes con leucemia promielocitica aguda. Este retinoide se une a los

receptores de 4cido retinoico y los activa.®®



1.6 ANTECEDENTES

La problemdtica que representa el cancer a nivel mundial ha llevado a un amplio
estudio de este, tanto en el campo de la identificacion de los mecanismos de la
enfermedad, asi como en el desarrollo de nuevos medicamentos y nuevas terapias que

ayuden a tener un mejor resultado en el tratamiento del mismo.

1.6.1 Terapia Fotodinamica.

La terapia fotodindmica es una terapia emergente en el tratamiento del cancer, esta
ha sido aprobada por la FDA para el tratamiento de cancer de pulmén de células no
pequenas, vejiga, es6fago, queratosis actinica y degeneraciéon macular asociada a la
edad, esta terapia se basa en la administracion sistémica de agentes fotosensibilizadores
(PS por sus siglas en ingles). Los PS’s son activados por la aplicaciéon de luz a una
determinada longitud de onda, interaccionan con oxigeno molecular dando lugar a la
formacion de radicales de oxigeno toxicos que conducen a la muerte celular. La terapia
fotodindmica es selectiva ya que solo se elimina a las células donde la radiacién es
aplicada, por consiguiente los efectos adversos son minimos, ademds esta terapia puede
ser aplicada en repetidas ocasiones ya que al no estar destinada al ADN es poco probable
que se generan segundas neoplasias.®” "

Los primeros agentes fotosensibilizadores aprobados para su uso fueron una forma
purificada de derivados de hematoporfirina que consiste en una mezcla de porfirinas.
Aunque estos agentes fueron exitosamente utilizados, presentan una serie de desventajas

como una gran extension de fotosensibilidad en la piel y poca selectividad entre las

células cancerosas y las normales. De esta forma es como aparece la segunda generacion



de agentes fotosensibilizadores, entre los que se cuentan las clorinas, porfirinas,
bacterioclorinas y ftalocianinas (véase figura 4). Estos presentan una ventaja
significativa pues poseen una mejor absorcion de la luz a una mayor longitud de onda lo
que incrementa la profundidad a la cual puede aplicarse la terapia y también presentan
una mayor absorcién por las células cancerosas que las células normales por lo que las
hace mas selectivas. Algunos PS’s de segunda generaciéon han sido conjugados o
empaquetados en moléculas acarreadoras que pueden liberar especificamente a los PS’s
en los tejidos tumorales, es asi como surgen los agentes fotosensibilizadores de tercera
generacion. Las moléculas acarreadoras incluyen anticuerpos monoclonales, liposomas y

. 71,72,73
polimeros.

Porfirinas

Bacterioclorinas

Ftalocianinas
3 4

Figura 4. Estructuras generales de los agentes fotosensibilizadores de segunda

generacién.”
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El Photofrin® (porfimero sédico) fue el primer agente fotosensible aprobado en
Canadd en 1993 para el tratamiento de cincer de vejiga, posteriormente fue aprobado
por la FDA en E.U.A. y otros organismos de salud en el mundo para su uso en el
tratamiento de cancer de es6fago, es6fago de Barrett, cincer de pulmén de células no
pequefias. El Foscan® (temoporfirina) aprobado por la unién europea en el afio 2001
para el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. El Levulan®
(acido aminolevulinico) y el Visudyne® (verteporfin) también han sido aprobados
respectivamente para el tratamiento de queratosis actinica y degeneracién macular

. 74,75
asociada a la edad.”™

Como ya se menciond anteriormente la terapia fotodindmica se basa en la captacion
selectiva del fotosensibilizador por parte de las células cancerigenas, seguida de la
irradiacion de luz de baja energia a una determinada longitud de onda para que penetre
en el tejido y active al PS, que a su vez produce especies reactivas de oxigeno que
provocan la muerte celular. El mecanismo para que esto se logre es el siguiente; primero
el PS absorbe la luz y un electrén se mueve y se genera una molécula en estado singulete
excitado de corta duracion, esto es seguido por un cruce entre sistemas, lo que produce
un cambio en el espin dando lugar a un estado triple con una vida media mds larga. El
PS en estado triplete transfiere su energia a un oxigeno en estado basal, por lo cual se
produce la especie reactiva oxigeno singulete ('O,). El '0, puede matar directamente a
las células tumorales por la induccidén de necrosis y apoptosis, también puede causar la
destruccion de la microvasculatura del tumor y ademds produce una respuesta
inflamatoria importante que atrae a los leucocitos como las células dendriticas y

neutréfilos (véase figura 5). El '0, puede dar lugar también a la formacién de otros tipos



de especies reactivas de oxigeno que incluyen al anién superéxido, el perdxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo, que contribuyen en la muerte celular de las células
cancerigenas. EIl mecanismo de accion de la Terapia Fotodindmica depende de varios
factores incluyendo el genotipo celular, la dosis del PS, los niveles de ATP y la

. ., 11 73,76, 77
localizacién del fotosensibilizador.”> 7®

Estado
excitado

Estado

% triplete
v aY -
avaY -

Necrosis v apoptosis
en las células
tumorales

o

Células
dendriticas

Daiios en la
microvasculatura

Figura 5. Mecanismo de accién de la terapia fotodinamica en el tumor.”® PS

(agente fotosensibilizador por sus siglas en inglés).

Los mecanismos por los cuales los fotosensibilizadores se distribuyen
preferencialmente hacia las células tumorales no son comprendidos completamente. Se
cree que las propiedades del tejido tumoral pueden contribuir a esta selectividad, al
presentar un pH del liquido intersticial ligeramente acido debido a la presencia del acido

lactico, esto favorece la captacion celular. Muchos farmacos fotosensiblizadores
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presentan una alta afinidad por la lipoproteina de baja densidad (LDL por sus siglas en
ingles) en plasma por lo cual, esto implicaria una biodistribucién dirigida por la LDL, ya
que se ha demostrado que la mayoria de las células tumorales presentan un elevado
nimero de receptores de la LDL. La estructura anormal del estroma del tumor que se
caracteriza por un gran espacio intersticial, el sistema vascular agrietado, el drenaje
linfatico comprometido, una gran cantidad de coldgeno (donde el PS puede unirse) y una
gran cantidad de lipidos (generalmente los PS son hidrofébicos) también favorece la

distribucién selectiva de los PS.”s 7

Debido al tiempo corto de vida (< 0.04 microsegundos) y al limitado radio de accién
(< 0.02um) del 'O, el dafio en los tejidos estd estrechamente relacionado con la
localizaciéon de los PS’s. La mayoria de los fotosensibilizadores se localizan
selectivamente a nivel intracelular en los lisosomas, en las membranas y en las
mitocondrias. En particular el dafio sobre las mitocondrias es uno de los dafios mas
importantes en la terapia fotodindmica ya que esto puede producir la muerte celular
programada (Apoptosis), se sabe también que la liberacion de citocromo C y otros
factores mitocondriales al citosol pueden desencadenar la apoptosis. Marchetii y
cols.,*sefialaron que la protoporfirina se une al receptor periférico de benzodiacepinas
que se encuentra en la mitocondria, Tsuhida y cols.,81 encontraron una relacion entre la
eficacia de los agentes fotosensibilizadores y su unién al receptor de benzodiacepinas, lo
que sugiere que los PS mds eficaces se unen al receptor de benzodiacepinas, por lo que
se especula que esta unidon pueda iniciar una apertura de poros en la mitocondria,
seguido de la liberacion de factores pro-apoptéticos. Los cambios inducidos en la

membrana plasmdtica y en las membranas de los organelos celulares por la terapia



fotodindmica pueden desencadenar efectos de largo alcance, este dafio implica la
transduccion de sefiales por lo que se aumenta la expresion de las proteinas de respuesta
al estrés, asi como los genes que regulan la apoptosis y posiblemente la sobreexpresion

de citoquinas. 8.7

Las porfirinas (agente fotosensibilizador) son compuestos que presentan una
coloracidn intensa, su estructura quimica consiste en un macrociclo aromético formado
por cuatro unidades de pirrol unidas entre si por cuatro grupos metino (véase figura 4,
1), estas participan en una serie de procesos bioldgicos en los seres vivos tales como
biocatalisis, la transferencia electrénica, la fotosintesis, el transporte y activacion de
oxigeno. Las porfirinas presentan una cavidad interior donde puede insertarse un ion
metélico, esta caracteristica es importante, ya que esto sirve de nudcleo para diversos

materiales biolgicos como la hemoglobina, clorofila, citocromos y la vitamina B12. !

Las porfirinas son uno de los agentes fotosensibilizadores mds estudiados hasta el
momento. El  Photofrin®, el Foscan® y el  Visudyne® son medicamentos
fotosensibilizadores que se derivan de las porfirinas. Banfi y cols.”” sintetizaron
porfirinas y clorinas tomando como base el anillo de la tetraaril porfirina/clorina, el
objetivo de este estudio fue evaluar si estos agentes fotosensibilizadores presentaban
mejor penetrabilidad en los tejidos neoplasicos y una mayor actividad fotodindmica, la
actividad fue medida en una linea celular de adenocarcinoma de colon humano. La
mayoria de estos compuestos presentaron una mayor actividad comparada contra el
Photofrin®, la muerte celular se produjo principalmente por apoptosis. En otro estudio
sobre porfirinas (Cheng-Liang y cols. 2008) se sintetizaron porfirinas y evaluaron la

captacion intracelular y la localizaciéon de las mismas en células Hela mediante la



determinaciéon de la emision de la fluorescencia, algunos compuestos estudiados se
localizaron en la mitocondria y otros en los lisosomas, los mds efectivos fueron los que
se localizaron en la mitocondria, y la fototoxicidad de los mismos en células Hela fue
medida con el ensayo de MTT formazan. Los estudios con porfirinas contintian con el
objetivo de producir agentes fotosensibilizadores con mejores caracteristicas de

penetrabilidad, localizacién y por supuesto de actividad fototxica.”

En este proyecto se analiz6 una porfirina no simétrica A3B (agente
fotosensibilizador), a esta se le asigno la clave NS1 (véase figura 6), esta fue sintetizada
y proporcionada para este trabajo por la Dra. Susana Thelma Lépez Cortina. La porfirina
NSO1 tiene un peso molecular de 764.096 y una formula empirica C4sH,9Cl3N4O;, es un

sélido de color morado.
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Figura 6. Porfirina no simétrica A3B NS1 (5, 10, 15-Tri (p-clorofenil)-20-(2-hidroxi,

3-metoxifenil)-21H,23H-porfirina).



1.6.2 Fitoterapia.

La Fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacién de las plantas medicinales y sus
derivados con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para aliviar o para curar las
enfermedades. Las plantas son una fuente importante de agentes anticancerigenos ya que
mas del 50% de los antineopldsicos tienen un origen en un producto natural 6 bien son
productos semisintéticos derivados de un producto natural 6 productos semisintéticos

que han empleado como modelo un producto de origen natural.”*

Los primeros agentes antineopldsicos obtenidos de las plantas fueron la vincristina y
la vinblastina obtenidos de la planta Catharanthus roseus en el afio 1958. La vinolberina
y la vindesina son dos compuestos semisintéticos obtenidos de modificaciones quimicas
de la vincristina y la vinblastina. Estos farmacos son alcaloides que se unen a la tubulina
inhibiendo su polimerizacion e interrumpiendo la formaciéon de los microtibulos. El
etopésido y el tenipdsido son dos glucésidos semisintéticos derivados de la
epipodofilotoxina que fue aislada de las raices de Podophyllum emody y P. peltatum,
estos dos agentes antineopldsicos actiian inhibiendo a la topoisomerasa II. Los taxanos el
paclitaxel y docetaxel se unen a los microtibulos volviéndolos muy rigidos y de esta
manera impiden la division celular, estos agentes citostaticos provienen de la corteza de
la planta Taxus brevifolia, estos farmacos se utilizan para el tratamiento del cancer de
ovario, pulmoén, mama, colon y el sarcoma de Kaposi. Otros fairmacos antineopldsicos
que tienen su origen en las plantas son: homoharringtonina y la harrigtonina obtenidos
las semillas de Cephalotaxus harringtonina var drupasea, la eliptina alcaloide obtenido

de las hojas de Ochrosia elliptica, las cobretastantinas asiladas de Combretum caffrun,
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los 4cidos betulinico, ursélico y oleandlico aislados de las plantas Betuna spp y Syzigium

, o . : : . 59,82
clavifloru, entre otros son utilizados en el tratamiento de diversos tipos de cancer.””®

En este proyecto se analiz6 un compuesto ain no caracterizado al cual se le asign6
arbitrariamente la clave HsO1, obtenido a partir del extracto metandlico de Hibiscus
sabdariffa, una planta conocida como Hibisco. El H. sabdariffa es una planta que
pertenece a la familia de las Malvéceas, ésta es ampliamente cultivada en Africa, sureste
de Asia y algunos paises tropicales de América. Los calices de color rojo se consumen
en forma de infusién en todo el mundo como una bebida fria 6 como una bebida caliente
(véase figura 7). El consumo diario de esta bebida, llamada "flor de jamaica" en México
y "Sobo" en Nigeria, es alta debido a que trasmite una sensacion de frescura. Los usos
tradicionales de esta infusién son: antiséptico, astringente, afrodisiaco, digestivo,
diurético y laxante suave. También presenta accién hipolipemiante, hepatoprotectora,

actividad antioxidante y actividad antitumoral e induccién de apoptosis.® ** 886

Sayago S. y cols., en su articulo del 2007 presentan la composicion de la flor de
jamaica (H. sabdariffa), esta contiene: proteina (9.87%), grasa (0.59%), cenizas
(9.75%), azucares solubles (4.38%), fibra dietética total (33.9%), fibra dietética soluble
(4.9%) y fibra dietética no soluble (29.04%). El color rojo caracteristico de la flor de
jamaica se debe a la presencia de abundantes pigmentos de los cuales la mayor parte son
compuestos fendlicos. Los polifenoles extraidos de H. sabdariffa representan cerca del
2% del peso seco de la planta, los principales compuestos fendlicos presentes son: los
acidos hidroxibenzoicos (32.6%), acidos hidroxicinamicos (30.6%), antocianidinas
(30.8%) y flavonoides (5.87%). Las principales antocianidinas reportadas son la

delfinidina-3-glucésido (véase fig. 7, 1) y la cianidina-3-sambubiosido (véase fig. 7, 2);



algunos flavonoides como gossipetin (véase fig. 7, 5), hibiscetin (véase fig. 7, 4) y sus
respectivos glucésidos, también se encuentran presentes el acido protocatéquico (véase
fig. 7, 3) y el eugenol, asi también esteroles como el B-sitoesterol y el ergosterol. La
actividad antioxidante y la actividad anti-genotéxica de los compuestos fendlicos

. . . 4. 87
presentes en la flor de jamaica han sido reportados.8 8

OH OH

O—Xy—Gil

Xy= Xilosa y Gl= Glucosa

COOH

Figura 7. Estructuras quimicas de los principales polifenoles presentes en H.
sabdariffa.%
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La inyeccidn intravenosa de los extractos acuosos de los célices de H. sabdariffa a
ratas y gatos anestesiados mostraron la reduccion de la presion arterial en forma dosis-
dependiente, se postulé que la accidn hipotensora de los extractos puede estar mediado
por un colinérgico y/6 un mecanismo histaminérgico, asi también esta accion puede
deberse a un efecto directo vaso-relajante, otro posible mecanismo es la inhibicién de la
enzima convertidora de agiotensina I, estos efectos se le atribuyen principalmente a
flavonoides y antocianinas. En un ensayo clinico con 54 pacientes con hipertension
arterial esencial moderada, se reportd que el consumo diario de un extracto acuoso de
H. sabdariffa, result6 en aproximadamente una reduccién del 11% en la presion arterial
sistdlica y diastdlica, 12 dias después del inicio del tratamiento, se postulé que la accién
hipotensora se debe probablemente a un efecto diurético, vasodilatador y/6 un efecto
sobre la enzima convertidora de agiotensina I. También se observé accioén
hipolipemiante, antiinflamatoria, antipirética, hepatoprotectora, renoprotector y accion

. . 5.8
hlpoglucemlalnte.8 86

Existen algunos reportes sobre la actividad anticancerigena de extractos de H.
sabdariffa, también algunos de los compuestos aislados de esta planta han sido probados

. . 6, 101
contra lineas celulares cancer1genas.9’

Extractos metandlicos de planta presentan
citotoxicidad sobre células Hep3 B (Carcinoma Hepatocelular) y HL-60 (Leucemia
Humana). Otros estudios con extractos metandlicos de H. sabdariffa han mostrado que
son capaces de reducir la capacidad mutagénica del 1-nitropireno, aminas heterociclicas,

tetraciclina y acetato metilazoximetanol.® %%

Antocianinos y el acido protocatéquico son dos de los compuestos presenten en la

flor de jamaica que mds han sido estudiados como agentes quimiopreventivos, es decir



protegen a los tejidos del dafio inducido por compuestos carcinogénicos. Se ha
demostrado que el acido protocatéquico protege del dafio de diversos compuestos
carcinogénicos, incluyendo la dietilnitrosamina en el higado,”' 4-nitroquinolina-1-6xido

l,92 azoximetano en el colon,93 N-metil-N-nitrosourea en tejido del

en la cavidad ora
estémago glandular’ y N-butil- N-(4-hidroxibutil) nitrosamina en la vejiga.” El acido
protocatéquico también inhibe la progresion de las células de leucemia humana (HL-60)
sus datos sugieren que este compuesto es un inductor de apoptosis via reduccién del
retinoblastoma y fosforilacién y expresién de Bcl-2.”° La quimioprevencién del acido
protocatéquico es debida principalmente a su actividad antioxidante, de esta manera
previene el dafio oxidativo al ADN y la peroxidacién lipidica.”” Un estudio reciente ha
demostrado que el acido protocatéquico inhibe la replicacion de ADN via inhibicion de

la topoisomerasa 1.%*

Se ha demostrado que los antocianinos presentes en la flor de jamaica presentan un
efecto protector contra los compuestos carcinogénicos, incluidos el ter-butil-
hidroperéxido y 2, 4-dinitrofenilhidrazina que inducen dafio hepatico.” * También se
ha reportado que inhiben la proliferaciéon e inducen apoptosis en células de

101 e e q. .. ..
o' La delfinidina-3-sambubiosido un antocianino

adenocarcinoma gdastrico humano.
aislado de H. sabdariffa induce apoptosis en células de leucemia humana (HL-60),
datos moleculares muestran que este compuesto induce la pérdida del potencial de
membrana en la mitocondria, la liberacion de citocromo C desde la mitocondria, la

generacion de especies reactivas de oxigeno, la actividad de la caspasa-3 y la

fragmentacién del ADN.'®?



1.6.3 Ingeniera de Proteinas, Proteinas Recombinantes y Quiméricas.

Una mds de las terapias a estudiar en este proyecto es la terapia con proteinas
recombinantes. Gracias a la tecnologia del ADN recombinante, a través de la ingenieria
genética, ha permitido el desarrollo de la clonaciéon molecular que ha sido una
herramienta ttil con la cual se ha logrado producir proteinas con interés farmacolégico
especialmente para el tratamiento del cdncer. En la actualidad existen diversas proteinas
recombinantes que se utilizan en el tratamiento contra el céncer, estas incluyen al IFNa
y la Interleucina-2 (clonadas en E. coli), vacunas contra el VPH (clonado en células
eucariotas que expresan la proteina de la cdpside L1), entre otros. También se han
creado proteinas recombinantes quiméricas, es decir se fusionan dos o mds proteinas con
el objetivo de combinar actividades y potenciar su accién para aplicarlas en el
tratamiento contra el cdncer. Algunos ejemplos incluyen la quimera recombinante de la
IL-13 y la exotoxina de Pseudomonas probadas en una linea celular de glioma maligno y
una linea celular de neuroblastoma, la quimera recombinate del factor de crecimiento
transformante y la exotoxina de Pseudomonas evaluando su actividad citotéxica en

lineas celulares de tumores cerebrales.'*> '**

Es por eso que se realiz6 la creacién de una proteina quimérica que estara constituida
de dos proteinas fusionadas, la IL-18 y la proteina E2 del virus del papiloma humano,
con el objetivo de poder combinar sus funciones y lograr que esta quimera pueda ser

candidata para el tratamiento contra el cancer de cérvix.

La proteina E2 del Virus del Papiloma Humano es una proteina responsable de

regular la transcripcién y la replicacion del ADN del virus del papiloma humano. El



producto del gen E2 del VPH, de aproximadamente 1100 pb, es una proteina nuclear de
45 kDa. La proteina E2 se divide en tres dominios funcionales. El extremo amino
terminal, es el dominio de activacidén, responsable de regular la transcripcién y
replicacion viral. El dominio central o bisagra da estabilidad al complejo E2-ADN. El

dominio carboxilo terminal tiene la funcién de dimerizacién y unién al ADN.'®®

Las funciones de regulacién dependen de la concentracion intracelular de E2, a
concentraciones altas de E2 existe baja expresion viral, mientras que a concentraciones
bajas de E2 existe alta expresion viral. E2 también tienen una funcidn antiproliferativa,
pues puede reprimir el crecimiento e inducir apoptdsis en células de carcinoma
cervicouterino, en parte mediante la represion de la transcripciéon de E6 y E7 (genes
implicados en la tumorigénesis viral, las proteinas de estos genes bloquean a la proteina
p53 y RB respectivamente), asi como por el consecuente aumento de P53. E2 también
causa arresto del ciclo celular ya que se reprime la transcripcion de E7 y por
consiguiente se aumentan los niveles de la proteina RB hipofosforilada lo que ocasiona
el arresto del ciclo celular en la fase G1 en las células neopldsicas de cérvix. La pérdida
de expresion E2 también se ha implicado en el desarrollo de cédncer cervicouterino

inducido por el VPH.'0% 106-107. 108

La IL-18 humana es una citocina proinflamatoria que induce la produccién de INFy,
células T, células B y macréfagos activados, aumenta la actividad citotoxica de las
células asesinas naturales e inhibe la produccién de IL-10. La IL-18 humana ha
demostrado tener la capacidad de suprimir el crecimiento tumoral e inhibir la

109,110
angiogénesis.'"”



El gen de la IL-18 humana presenta 579 nucledtidos, los cuales codifican un
precursor polipeptidico de 193 aminodcidos. Este precursor, es digerido posteriormente
por accién de una caspasa en el aminodcido 36 para producir una proteina madura de
157 aminodcidos y un peso molecular de 18 kDa. Pro-IL-18 es producida por multiples
tipos de células, incluyendo macréfagos, las células dendriticas, células del endotelio
vascular, y las células epiteliales intestinales Solo el péptido maduro presenta accion

14 109, 111
bioldgica. 5

1.7 JUSTIFICACION

El céncer a nivel nacional y mundial presenta una alta incidencia ocupando el primer
lugar a nivel global y tercer lugar a nivel nacional como causa de muerte. Por otro lado,
los seres humanos vivimos en un mar de agentes nocivos que nos pueden provocar
cancer, tales como agentes quimicos, fisicos y biolégicos. Aunado a ello, los
tratamientos contra el cdncer suelen ser invasivos, dolorosos y presentan multiples
efectos adversos ademads de no ser siempre efectivos. Esto ha llevado a los cientificos del
mundo a buscar nuevas terapias, firmacos y procedimientos que puedan ayudar al

tratamiento contra esta enfermedad.

Por esta razon se propone estudiar y evaluar el efecto anticancerigeno y citotdxico
in vitro del compuesto HsO1 de Hibiscus sabdariffa, 1a proteina quimérica (E2-1L-18) y
una porfirina no simétrica A3B NS1 para determinar su utilidad en el tratamiento del

cancer.



1.8 HIPOTESIS

“La actividad anticancerigena in vitro del compuesto HsO1 de H. sabdariffa, la
proteina quimérica E2- IL-18 y la porfirina no simétrica A3B NS1 es significativamente

mayor a la de la vincristina”



1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto citotoxico y anticancerigeno in vitro, del compuesto HsO1 de
H. sabdariffa, la porfirina no simétrica A3B NS1 y la proteina quimérica E2-IL-18 y

comparar sus efectos contra la vincristina.

1.9.2 Objetivos especificos.

1. Estandarizacién de los métodos de evaluacion de la actividad anticancerigena y
citotéxica de los compuestos de estudio.

2. Construccién de la proteina quimérica E2-1L-18

3. Determinaciéon de la actividad anticancerigena y citotoxica de la porfirina no
simétricas A3B NSI.

4. Determinacion de la actividad anticancerigena y citotoxica del compuesto HsO1 de
H. sabdariffa.

5. Determinacion de la actividad anticancerigena y citotéxica de la proteina quimérica
(E2-IL-18).

6. Determinacion del indice apoptético del compuesto que presente la mayor actividad
citotoxica.



CAPITULO 2

METODOLOGIA

La estrategia general del estudio fue la siguiente, primero realizamos la clonacién de
la proteina quimérica E2- IL-18 para ello se realiz6 la obtencién del material genético,
para obtener el gen E2 del VPH se realizé una extracciéon de ADN de un cultivo de
células Hela (ATCC: CCL-2) y para la obtencién del gen de la IL-18 humana se realiz6
extraccion de ARN total y su posterior retrotranscripciéon de monocitos humanos
inducidos con LPS obtenidos de sangre periférica de un voluntario. Seguido a la
obtencion del material genético se procedid a la amplificacion de los genes, estos fueron
amplificados por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa para lo cual se
disefiaron primers especificos para cada gen, estos primers ademds de amplificar los
genes cuentan con sitios de reconocimiento para un par de enzimas de restriccién para
lograr la clonaciéon molecular, después de obtener los genes por PCR se realiz6 la
digestion de los mismos con las enzimas de restriccidn asi también se digirio el vector de
clonacién pThioHis-B, posteriormente se ligaron los genes al vector de expresion, una
vez realizado esto el vector clonado fue introducido a la cepa bacteriana Escherichia coli

TOP 10 mediante transformacién por calcio competencia, después se tomé una clona
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positiva y se realizd un estudio de expresion de la proteina quimérica, para

posteriormente purificar la proteina quimérica con una cromatografia de afinidad.''* '

114,115

Una vez obtenida la proteina quimérica y teniendo el compuesto HsO1 y la porfirina
A3B NSI1 realizamos los ensayos de citotoxicidad y actividad anticancerigena de las
muestras en células Chang (ATCC: CCL-13) y en células Hela (ATCC: CCL-2)
respectivamente.70 También se realizd la determinacién del indice apoptético del
compuesto que presento una mayor citotoxicidad en este caso la porfirina no simétrica

A3B NS1 por medio de la técnica de T.U.N.E.L.

2.1 CLONACION DE LA PROTEINA QUIMERICA (E2-IL-18)

2.1.1 OBTENCION DEL MATERIAL GENETICO

2.1.1.1 Extraccion de ADN de células Hela para obtencion del gen E2.

Se tomaron 3 x 10° células Hela, y se introdujeron en un tubo para microcentrifuga de
1.5 ml, se les afiadi6 300 pl de buffer TSNT y se mezcl6 por inversion, seguido de esto
se agregaron 300 pl fenol seguido de agitacion por inversion, después se afiadieron 100
pl de cloroformo y nuevamente se agité con ayuda del vortex. La mezcla se centrifugd a
12000 rpm por 10 min, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, una vez realizado

esto se afiadié 1 ml de etanol absoluto grado molecular, después se centrifugd 10 min a



14000 rpm, y se decant6 el etanol, después se lavo el precipitado con 500 pl de etanol al
70%, luego se centrifugé 5 min a 12000 rpm, se decanté el etanol y la pastilla se secd al
aire 5 min y finalmente se disolvié en agua estéril. Para comprobar la identidad e
integridad del ADN se corri6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% con 0.01% de
bromuro de etidio y en buffer de corrida TBE 1x, con 5 pl de la solucién de ADN y 2 pl
de buffer de corrida, la muestra se aplicé en el pocillo correspondiente y se procedié a
conectar la cdmara de electroforesis a la fuente de poder manteniendo el voltaje a 70 v
durante 5 min para permitir que la muestra entre en el carril correspondiente, después se
aumento el voltaje a 120 v y se mantuvo por 25 min para permitir que la muestra migre

en el gel, el gel se observo y fotografié en el fotodumentador.

2.1.1.2 Aislamiento de monocitos, induccion de monocitos y extraccion de

ARN y retrotranscripcion para la obtenciéon del gen IL-18 humana.

Para el aislamiento de monocitos se realiz6 extraccion de sangre periférica venosa de
un voluntario a un tubo con anticoagulante, en tubo falcén de 15 ml se colocaron 3.5 ml
del reactivo polimorfoprep, en este tubo se depositaron 5 ml de sangre extraida, el tubo
se centrifugé 40 min a 5,000 rpm, las células se separan debido a la diferencia de la
densidad y a la osmolaridad, con ayuda de una pipeta Pasteur se extrajeron los
monocitos, estos se colocaron en tubo nuevo y se les agregd 2 ml de solucién de Hank s
esto con el objetivo de lavar los monocitos, después del lavado se centrifugd la
suspension con los monocitos por 15 min a 5,000 rpm y posteriormente se decantd el

sobrenadante, se agregdé 1 ml de medio de cultivo MEM vy se resuspendieron las células,



dicha suspensién se pasé a una caja de cultivo y se le agregaron 3 ml de cultivo MEM
fresco y después se incub6 24 horas a 37°C en una atmésfera al 5% de CO,. Terminado
el periodo de incubacién se realiz6 la induccion de los monocitos para que expresaran la
IL-18 humana. La induccién se realiz6 de la siguiente manera, se agregé 1 ml de LPS a
una concentracion de 10 pg/ml y se incub6 por 4 h a 37°C en una atmosfera al 5% de

CO,.

Una vez terminado el periodo de induccidn se realiz6 la extraccion del ARN total con
trizol. Los monocitos inducidos se transfirieron a tubo falcon de 15 ml y se centrifugaron
5 min a 5,000 rpm, el sobrenadante fue descartado, a la pastilla de monocitos se le
afiadié 500 pl de reactivo trizol y se mezcl6 con ayuda de un vortex 2 veces por 30 s y
después se dejo reposando a temperatura ambiente 5 min, posteriormente se le afiadieron
300 pl de cloroformo y se agitd vigorosamente por 15 s, se dejo reposar 3 min a
temperatura ambiente, pasado este tiempo se centrifugé a 14,000 rpm por 8 min, la fase
acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se le afiadié 500 pl de isopropanol y se mezcld
por inversién y se incubd por 10 min, posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm por 10
min, se descart6 el sobrenadante, el ARN precipitado se lavé con 500 pl de etanol al
70% y después se centrifugd a 8,000 rpm por 5 min, el sobrenadante se descarto, la
pastilla se dejé secar por 5 min a temperatura ambiente, finalmente el ARN se disolvi6

en 50 pl de agua estéril y se almaceno a -20°C hasta su uso.

La retrotranscripcién se realizé de la siguiente manera, la reaccion se prepard
inicialmente en 2 tubos de PCR por separado, en el tubo 1 se colocaron 9 pl del ARN

extraido mds 1 pl de random primers, en el tubo dos se colocaron 4 pl de buffer 5X, 1 pl



de random primers, 1 pl de ANTP’s (200 uM), 1 pl de inhibidor de ARNsas y 0.8 pl de
ditiotreitol (DTT). Los tubos se dejaron reposar 15 min a temperatura ambiente, una vez
transcurrido este tiempo se mezcl6 el contenido de los dos tubos y se calenté a 65°C por
5 min. Después se procedié a disminuir la temperatura a 37°C por 10 min, una vez
transcurrido este tiempo agregé 1 pl de la enzima transcriptasa reversa y se incubd por
50 min a 37°C. Finalmente se increment6 la temperatura a 95°C por 5 min para inactivar

la enzima y se almacené a -20°C hasta uso.

2.1.2 DISENO DE PRIMERS PARA AMPLIFICACION DE LOS GENES DE
INTERES

El disefio de los primers utilizados para la PCR se efectué de la siguiente manera: se

utiliz6 el portal del NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov, y con ayuda de la base de datos

GenBank, e introduciendo las palabras clave “human”, “mRNA” e “IL-18”, se obtuvo la
secuencia con la clave E17135 correspondiente al mRNA de la Interleucina 18 humana,
y para la obtencién de la secuencia del gen de E2 se introdujo las siguientes palabras
clave “HPV”, “mRNA” y “E2”, se obtuvo la secuencia con la clave AY262282
correspondiente al mRNA del gen E2 del VPH. Los primers diseiiados fueron analizados
en los siguientes programas en linea Oligo Analizer 3.1, Oligo Calculator y PCR

Optimation.



2.1.3 AMPLIFICACION DE LOS GENES DE INTERES POR PCR

2.1.3.1 Amplificacion del gen E2 por PCR.

Para la obtencién del gen E2 que codifica para la proteina E2 activa, se emple6 el
ADN obtenido de las células Hela, este se amplific6 mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa. La PCR se realiz6 de la siguiente forma, en tubo de 200 pl se agregaron
los reactivos en las cantidades presentadas en el cuadro XI. El tubo con la mezcla de
reaccion se coloco en el termociclador, y se ingresé el programa, éste consiste de las
temperaturas y tiempos necesarios para la amplificacion, el cual se muestra en el cuadro
XII. Los pasos 2 al 4 se repitieron durante 30 ciclos. Posterior a la amplificacion se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% para confirmar la identidad de la

amplificacion.

Cuadro XI. Cantidad de reactivos utilizados para la amplificacion del gen E2 por

PCR.
Componente Volumen (pl)

Buffer 10X 2.5

MgCl, 50 mM 1.5
dNTP’s 2.5 mM 1
Primer Forward 1
Primer Reverso 1

Taq ADN polimerasa 1(5u)

ADNCc 3

Agua mQ estéril 14




Cuadro XII. Temperaturas y tiempos utilizados en el programa ingresado al

termociclador para la amplificacion del gen E2.

No. Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)

2 95 1
3 60 1
4 72 1
5 72 10

2.1.3.2 Amplificacion del gen IL-18 por PCR.

Para la obtencién del gen IL-18 que codifica para la proteina IL-18 activa, se empled
el ADNc obtenido por retrotranscripcion, éste se amplific6 mediante la reacciéon en
cadena de la polimerasa. La PCR se realiz6 de la siguiente forma, en tubo de 200 pl se
agregaron los reactivos en las cantidades presentadas en el cuadro XII. El tubo con la
mezcla de reaccidn se colocé en el termociclador, y se ingresé el programa, éste consiste
de las temperaturas y tiempos necesarios para la amplificacion, el cual se muestra en el
cuadro XIV. Los pasos 2 al 4 se repitieron durante 30 ciclos. Posteriormente a la
amplificacion se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% para confirmar la

identidad de la amplificacion.



Cuadro XIII. Cantidad de reactivos utilizados para la amplificacion del gen IL-18

humana por PCR.
Componente Volumen (pl)
2.5
MgCl, 50 mM 1.5
dNTP’s 2.5 mM 1
Primer Forward 1
Primer Reverso 1
Taq ADN polimerasa 1(5u)
ADNCc 5
Agua mQ estéril 12

Cuadro XIV. Temperaturas y tiempos utilizados en el programa ingresado al

termociclador para la amplificacion del gen IL-18 humana.

No. Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)

2 95 1
3 60 1
4 72 1
5 72 10
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2.1.4 PREPARACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS PARA SU
INSERCION AL VECTOR

2.1.4.1 Digestion del producto amplificado del gen E2 con las enzimas de

restriccion Kpn Iy Taq L.

Después de comprobar la amplificacion por electroforesis, se procedi6 a realizar la
digestion del fragmento amplificado con las enzimas de restriccion Kpn I y Taq I, cuyos
sitios de restriccion fueron incluidos en el disefio de primers para la amplificacién del
gen E2. Primero se realiz6 la digestion con la enzima Kpn I, en el cuadro XV se
muestran los componentes de la reaccion de digestion la cual fue incubada durante 2 h a
37°C. Al término de la incubacién, se procedié a correr un gel de agarosa al 1%, del cual
se extrajo la porcion del fragmento correspondiente al inserto en la migracidn, y
posteriormente el ADN fue purificado con ayuda de las columnas NucleoSpin® Extrac,
una vez concluido, el fragmento purificado fue digerido con la segunda enzima de
restriccion Taq I, en el cuadro XVI se muestran los componentes de la reaccion de
digestién la cual fue incubada 2 h a 65°C. El fragmento fue purificado de la misma
manera. Al término de la digestion se procedid a la ligacién de los fragmentos con el

vector de expresion.



Cuadro XV. Composicion de la reaccion de digestion con la enzima de restriccion

Kpn I del gen E2.

Buffer 10X 2
Seroalbimina bovina 0.5
Agua mQ estéril 1.5

Enzima Kpn I 1
Gen E2 15

Total 20

Cuadro XVI. Composicion de la reaccién de digestion con la enzima de restriccion

Taq I del gen E2.

Buffer 10X 2
Seroalbimina bovina 0.5
Agua mQ estéril 1.5

Enzima Taq I 1
Gen E2 15

Total 20

2.1.4.2 Digestion del producto amplificado del gen IL-18 con las enzimas de
restriccion Xba Iy Taq L.

Después de comprobar la amplificacion por electroforesis, se procedié a realizar la
digestion del fragmento amplificado con las enzimas de restriccion Xba I 'y Taq I, cuyos

sitios de restriccidn fueron incluidos en el disefio de primers para la amplificacién del
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gen IL-18. Primero se realizé la digestion con la enzima Xba I, en el cuadro XVII se
muestran los componentes de la reaccion de digestion la cual fue incubada durante 2 h a
37°C. Al término de la incubacion, se procedié a correr un gel de agarosa al 1%, del cual
se extrajo la porciéon del fragmento correspondiente al inserto en la migracién, y
posteriormente el ADN fue purificado con ayuda de las columnas NucleoSpin® Extrac,
una vez concluido, el fragmento purificado fue digerido con la segunda enzima de
restriccion Taq I, en el cuadro XVIII se muestran los componentes de la reaccion de
digestion la cual fue incubada 2 h a 65°C. El fragmento fue purificado de la misma
manera. Al término de la digestion se procedié a la ligacién de los fragmentos con el

vector de expresion.

Cuadro XVII. Composicion de la reaccion de digestion con la enzima de restriccion

Xba I del gen IL-18.

Componente Volumen (pl)
Buffer 10X 2
Seroalbtiimina bovina 0.5
Agua mQ estéril 1.5
Enzima Xba I 1
Gen IL-18 15
Total 20
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Cuadro XVIII. Composicion de la reaccion de digestion con la enzima de

restriccion Taq I del gen IL-18.

Componente Volumen (pl)

Buffer 10X 2
Seroalbimina bovina 0.5
Agua mQ estéril 1.5

Enzima Taq I 1
Gen IL-18 15
Total 20

2.1.5 PREPARACION DEL VECTOR PLASMIDICO pThioHis B

2.1.5.1 Preparacion de bacterias calcio competentes E. coli TOP 10.

En una caja petri con agar LB se inocularon bacterias Escherichia coli de la cepa
TOP 10 incubdndose a 37°C durante toda la noche, posteriormente se transfirié una
colonia a un tubo de ensayo con 4 ml de caldo LB y se incub6 a 37°C con agitacién a
250 rpm durante toda la noche. Concluido el periodo de incubacién se inoculé 1 ml de
este cultivo en 50 ml de caldo LB en un matraz de 250 ml, incubandose a 37°C por 5 h
con agitaciéon a 250 rpm. El contenido del matraz se vacié en 4 tubos falcon de 15 ml
frio y estériles, utilizando las mismas proporciones para cada tubo. Los tubos fueron
centrifugados por 5 min a 7,000 rpm desechdndose el sobrenadante. El proceso fue
ejecutado en hielo y en condiciones de asepsia. Las pastillas celulares se resuspendieron

en 10 ml de CaCl, 100 mM con la ayuda de un vortex, posteriormente se incubd por 5
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min en hielo y se centrifugé por 5 min a 7,000 rpm, repitiéndose este dltimo paso.
Finalmente se resuspendi6 la pastilla en 1 ml de CaCl, 100 mM haciéndose alicuotas de

200 pl para conservarlas a 4°C hasta su uso.

2.1.5.2 Transformacion bacteriana para propagacion del vector.

Se utilizaron las bacterias competentes E. coli de la cepa TOP 10 para introducirles
el plasmido pThioHis B, se mezclaron 80 ng del mismo con 200 pl de bacterias
incubdndose por 30 min en hielo, después de este periodo se les produjo un choque
térmico incubando 90 s a 42°C e inmediatamente después se paso a hielo por 2 min.
Después del choque térmico se agregé 1 ml de caldo LB a temperatura ambiente,
posteriormente se incubd 1 h a 37°C con agitacién a 250 rpm. Finalmente se vaciaron
300 pl del contenido del tubo en una caja petri con agar LB con ampicilina (25 pg/ml)
después se incubd toda la noche a 37°C, para que sélo las bacterias que adquirieron el

plasmido que les proporcionaria resistencia al antibiotico pudieran crecer.

2.1.5.3 Propagacion de las bacterias clonadas para obtencion del vector

pThioHisB.

Las colonias portadoras del pldsmido fueron propagadas en tubos con 4 ml de caldo
LB con ampicilina (25 pg/ml) a 37°C por 16 h, con lo cual se logré extraer el pldsmido

pThioHis B para prepararlo para la insercion de los genes.



2.15.4 Extraccion del vector pThioHis B de las baterias clonadas.

Se tomaron 1.5 ml de cultivo propagado y se centrifugaron por 1 min a 12,000 rpm,
el sobrenadante fue descartado, quedando la pastilla celular a la cual se le agregé 300 pl
de reactivo TENS agitdndose por 10 s con ayuda de un vortex. Posteriormente se le
adicionaron 150 pl de acetato de sodio 3 M pH 4.8-5.2 agitdndose nuevamente por 10 s
con ayuda de un vortex, enseguida se centrifugé por 15 min a 12,000 rpm, el
sobrenadante fue separado a un tubo nuevo al cual se le afiadié 900 pl de etanol
absoluto. El tubo se mantuvo a -20°C durante 2 h para después centrifugarlo por 15 min
a 12,000 rpm, el sobrenadante se descartd, el precipitado fue lavado con 500 pl de etanol
al 70% eliminado asi el exceso de sales al descartar el sobrenadante, finalmente se

disolvié el precitado en 50 pl de agua mQ estéril.

2.1.5.5 Digestion del vector pThioHis B con las enzimas de restriccion Kpn I
y Xbal.

Después de comprobar la extraccion del vector pThioHis B, se procedio a realizar la
digestiéon del vector con las enzimas de restriccion Kpn I y Xba I, cuyos sitios de
restriccion se encuentran en el sitio de corte multiple presente en el vector. Primero se
realiz6 la digestion con la enzima Kpn I, en el cuadro XIX se muestran los componentes
de la reaccion de digestion la cual fue incubada durante 2 h a 37°C. Al término de la
incubacidn, se procedié a correr un gel de agarosa al 1%, del cual se extrajo la porcién
del fragmento correspondiente al vector en la migracion, y posteriormente el ADN fue
purificado con ayuda de las columnas NucleoSpin® Extrac, una vez concluido, el vector

purificado fue digerido con la segunda enzima de restriccion Xba I, en el cuadro XX se



muestran los componentes de la reaccidn de digestion la cual fue incubada 2 h a 37°C.

El vector fue purificado de la misma manera. Al término de la digestion se procedi6 a la

ligacién de los fragmentos con el vector de expresion.

Cuadro XIX. Composicion de la reaccion de digestion con la enzima de restriccion

Kpn I del vector pThioHis B.

Componente Volumen (pl)
Buffer 10X 2
Seroalbimina bovina 0.5
Agua mQ estéril 1.5
Enzima Kpn I 1
Vector pThioHis B 15
Total 20

Cuadro XX. Composicion de la reaccion de digestion con la enzima de restriccion

Xba I del vector pThioHis B.

Componente Volumen (pl)

Buffer 10X 2

Seroalbimina bovina 0.5

Agua mQ estéril 1.5
Enzima Taq I 1
Gen IL-18 15
Total 20
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2.1.6 CLONACION MOLECULAR
2.1.6.1 Reaccion de ligacion de los insertos y el vector.

El gen amplificado IL-18 y gen E2 previamente digeridos con sus respectivas
enzimas de restriccion, asi como el vector plasmidico pThioHis B, digerido con sus
respectivas enzimas de restriccion, fueron unidos covalentemente en una reaccion
catalizada por la ADN ligasa, dando como resultado una molécula recombinante que
consta del plasmido pThioHis B mas los insertos correspondientes al gen E2 e IL-18. En
el cuadro XXI se muestran los componentes de la reaccioén de ligacién. La proporcion
molecular de los insertos con respecto al vector se mantuvo en una relacion molecular
3:1.

Cuadro XXI. Componentes de la reaccion de ligacion entre el plasmido pThioHis B

y los genes E2 e IL-18.

Componente Volumen (pl)

Buffer 10X 4
pThioHis B 8
ADN ligasa 2(10u)
E2 10
IL-18 10
Agua 16
Total 50
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2.1.6.2 Transformacion bacteriana por células calcio competentes con el

vector recombinante.

Se introdujo el pldsmido recombinante a bacterias competentes E. coli de la cepa
TOP 10, mezclando 80 ng del mismo con 200 pl de bacterias y se siguieron los pasos
especificados en la seccion 2.5.2. Finalmente se aislaron las bacterias que crecieron en el

medio con ampicilina para su caracterizacion.

2.1.6.3 Caracterizacion de las clonas recombinantes.

Se efectuaron los siguientes pasos con el objetivo de caracterizar las clonas
recombinantes portadoras de la proteina quimerica E2-1L-18:
e Propagacion de las clonas (referirse al apartado 2.5.3 para su descripcion).
e Extraccion y purificacion del plasmido recombinate (referirse al apartado 2.5.4
para su descripcion).
e Amplificacion de los genes por PCR (referirse a los apartados 2.3.1 y 2.3.2 para

su descripcidn).

2.1.7 EXPRESION PILOTO DE LA PROTEINA QUIMERICA

Para el estudio de expresion se tomo una clona recombinante la cual fue inoculada
en 4ml de caldo LB con ampicilina (25 pg/ml) e incubada toda la noche a 37°C y
agitacion a 250 rpm. Concluido este periodo de incubacién se inoculé 1 ml de este
cultivo en 50 ml de caldo LB con ampicilina (25 pg/ml), cuando el cultivo llego a una
densidad optica de 0.5 en este punto se tomo una muestra de 5 ml y se registro como

tiempo 0, esta se centrifugd por 2 min descartando el sobrenadante, en este punto se



afadié el inductor de la expresion IPTG hasta tener una concentracién final de 5 mM
continuando la incubacién a 30°C y tomando muestras a las 2, 4 y 6 horas siguiendo los
pasos anteriores. Una vez colectadas las muestras, se les agregaron 500 pl de buffer
TEimidazol sometiéndolas a lisis por medio de tres sonicaciones de 10 s con un
homogeneizador positron. El lisado se separd por centrifugacion en dos fases, una

soluble y una insoluble y se les afiadi6 inhibidor de proteasas.

2.1.8 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) PARA LA DETECCION DE LA
PROTEINA QUIMERICA EXPRESADA EN LAS CLONAS
RECOMBINANTES

2.1.8.1 Cuantificacion de las proteinas presentes en las muestras.

Determinamos la concentracién de proteinas en las muestras mediante el método de

Lowry y cols.'®

2.1.8.2 Preparacion de las muestras.

En tubos de microcentrifuga se mezclaron 40 pl de cada muestra con 10 pl de buffer
de muestra, posteriormente se calentaron por 5 min a 100°C en un bafio de agua y de

ellos se colocaron un volumen correspondiente a 10 pg de proteinas totales.



2.1.8.3 Preparacion y electroforesis del gel.

Se elabor6 el gel de poliacrilamida al 13% para correr las muestras y poder observar
la presencia de la proteina quimérica. El gel separador se elabor6 de la siguiente forma
se mezcld 2.925 ml de agua, 2.5 ml de una solucidn de acrilamida/Bis al 30%, 1.875 ml
de buffer Tris-HCI1 1.5 M pH 8.8, 150 ul de SDS al 10%, 200 pl de persulfato de amonio
(PSA) al 10% y 25 pl de TEMED. El gel concentrador se prepard con 5.1 ml de agua,
1.3 ml de acrilamida/Bis al 30%, 1 ml de buffer Tris-HC1 1 M pH 6.8, 75 ul de SDS al
10%, 150 pl de PSA al 10% y 20 pl de TEMED.

Se armaron los vidrios vacidandose primero el gel separador y una vez polimerizado
se vacio el gel concentrador. Una vez polimerizado el gel se colocaron las muestras en
los carriles y se corrid la electroforesis vertical por 2 h a 150 v. Posteriormente se realiz6

la tinci6n del gel.

2.1.8.4 Tincion del gel.

Una vez concluida la electroforesis los vidrios se desensamblaron, el gel fue fijado
con una solucién de fijacién por 10 min, después se colocé el gel en una solucién de
azul de Coomasie para que las muestras se tifieran, posteriormente el gel fue destefiido

con una solucién de lavado hasta que solo se observen las bandas de las muestras.



2.1.9 PURIFICACION DE LA PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE
FUSIONADA A LA TIOREDOXINA

2.1.9.1 Preparacion de la muestra para cromatografia de afinidad.

Para la purificacién se tomé una clona recombinante la cual fue inoculada en 4 ml de
caldo LB con ampicilina (25 pg/ml) e incubada toda la noche a 37°C y agitacién a 250
rpm. Concluido este periodo de incubacién se inoculé 1ml de este cultivo en 50 ml de
caldo LB con ampicilina (25 pg/ml), cuando el cultivo llegd a una densidad 6ptica de 0.5
en este punto se afiadi6 el inductor de la expresion IPTG hasta tener una concentracion
final de 5 mM continuando la incubacién a 30°C por 4 h, el cultivo fue recolectado en 4
tubos falcon de 15 ml y se centrifugaron por 1 min a 7,000 rpm para sedimentar las
bacterias. La pastilla bacteriana fue resuspendida en 10 ml de buffer de unién pH 7.8 y
las células fueron lisadas con ayuda de un homogeneizador positron. Para proceder a
realizar la cromatografia, el lisado fue clarificado al hacerlo pasar a través de papel filtro

Whatman #1 y conservado en hielo hasta su uso.

2.1.9.2 Cromatografia de afinidad.

El gen de la tioredoxina presente en el pThioHis B fue mutado para crear un
dominio de unién al niquel, con el objetivo de favorecer la sencilla purificacién de la
proteina expresada con ayuda de las resinas de intercambio iénico ProBond™.

La columna ProBond™ se lavo dos veces con 7 ml de agua mQ estéril y 3 veces con 7
ml de buffer de unién, posteriormente se agregaron 5 ml del lisado resuspendiendo la

resina por inversion y agitdndose por 10 min. Enseguida se afiadieron los 5 ml del lisado



restantes y se lavo 2 veces con 4 ml de buffer de uniéon pH 7.8 para asegurar la unién de
la proteina a la resina. La columna se lavé con 4 ml de buffer de lavado por 5 veces

hasta que alcanzé una densidad 6ptica de 0.01 a 280 nm.

2.1.9.3 Elucién de la proteina quimérica.

Se resupendi6 la resina en 5 ml de buffer de imidazol 50 mM, rodando la columna
para una mejor agitacion, y se centrifugd por 2 min para sedimentarla. El sobrenadante
se eluyd y se recolectd. El proceso fue repetido para las diferentes concentraciones de
imidazol (200 mM, 350 mM y 500 mM). A los sobrenadantes colectados se les
determino la concentracion por el método de Lowry. La muestra que mostré una

concentracion mayor se utiliz6 para la prueba de actividad bioldgica.

2.2 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD Y ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

2.2.1 ESTANDARIZACION DE LOS METODOS DE EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA Y CITOTOXICA CON LA
VINCRISTINA

Los métodos de evaluacion de la actividad anticancerigena y la citotoxicidad fueron
estandarizados con ayuda del farmaco antitumoral vincristina ademds de utilizarlo
también como referencia en los ensayos, la actividad anticancerigena fue evaluada en
células Hela (ATCC: CCL-2) y la citotoxicidad fue evaluada en células Chang (ATCC:

CCL-13). Para la realizacion de la estandarizacion se tomo un cultivo de las dos lineas



celulares al 85% de confluencia, estas células fueron despegadas de la caja por la adicion
de 0.5 ml de una solucién de tripsina al 0.25% y su posterior incubacién de 5 min a 37°C
en una atmosfera al 5% de CO,, las células fueron recuperadas y se centrifugaron 8 min a
1000 rpm, posteriormente se retir6 el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en
5 ml de medio MEM vy se realiz6 un conteo celular en una cdmara de Neubauer,
finalizado el conteo celular se realizé una suspension celular que contenia 50,000 células
por ml, el ensayo fue realizado colocando 5,000 células en 100 pl por pozo en una placa
de 96 pocillos. Se incubaron las células 24 horas a 37°C en una atmésfera al 5% de CO,.
Terminado este periodo se afiadieron 100 pl con la concentraciéon deseada de la
vincristina. Posteriormente se incubaron 48 horas a 37°C en atmosfera al 5% de CO,.
Una vez incubado se remplazé el medio que contiene la vincristina con 100 pl de medio
de cultivo MEM fresco y después se afiadieron 10ul del reactivo de WST-1 [2-(4
Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5- (2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] y se incubaron
por 2 horas 37°C en atmosfera al 5% de CO, y finalmente se midi6 la densidad 6ptica a
450 nm con un lector de ELISA. Se utilizé tritén al 1% como control positivo, las
células sin tratamiento como control negativo; de blanco se utiliz6 medio de cultivo
MEM vy el reactivo de WST-1. Cada muestra fue realizada por triplicado y el ensayo se

repitié dos veces mas.

Las concentraciones que se utilizaron de vincristina) fueron 100 pg/ml, 50 pg/ml, 10
pg/ml, 1 pg/mly 0.1 pg/ml, para realizar estas diluciones se utiliz6 un stock de 1,000 pg

diluido en 1 ml de agua estéril y las diluciones fueron preparadas con medio de cultivo

MEM.
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2.2.2 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN CELULAS CHANG Y ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA EN CELULAS HELA DEL COMPUESTO Hs01 DE
LA PLANTA H. sabdariffa

Se tom6 un cultivo de células Chang (ATCC: CCL-13) y un cultivo de células Hela
(ATCC: CCL-2) al 85% de confluencia, estas células fueron despegadas de la caja por
la adicién de 0.5 ml de una solucién de tripsina al 0.25% y su posterior incubacién de 5
min a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO;, las células fueron recuperadas y se
centrifugaron 8 min a 1000 rpm, posteriormente se retird el sobrenadante y las células
fueron resuspendidas en 5 ml de medio MEM vy se realiz6 un conteo celular en una
camara de Neubauer, finalizado el conteo celular se realizé una suspension celular que
contenia 50,000 células por ml, el ensayo fue realizado colocando 5,000 células en 100
pl por pozo en una placa de 96 pocillos. Se incubaron las células 24 horas a 37°C en una
atmosfera al 5% de CO,. Terminado este periodo se afiadieron 100 upl con la
concentracion deseada de la muestra a analizar. Posteriormente se incubaron 48 horas a
37°C en atmésfera al 5% de CO,. Una vez incubado se remplazé el medio que contiene
la muestra con 100 pl de medio de cultivo MEM fresco y después se afiadieron 10ul del
reactivo de WST-1 y se incubaron por 2 horas 37°C en atmésfera al 5% de CO, y
finalmente se midié la densidad Optica a 450 nm con un lector de ELISA. Se utiliz6
tritén al 1% como control positivo, las células sin tratamiento como control negativo; de
blanco se utilizé medio de cultivo MEM vy el reactivo de WST-1. Cada muestra fue

realizada por triplicado y el ensayo se repitié dos veces mas.



Las concentraciones del compuesto que se utilizaron fueron de 4,000 pg/ml, 400
pg/ml, 40 pg/ml, 4 pg/ml y 0.4 pg/ml, para realizar estas diluciones se utilizé un stock
de 40,000 pg diluido en 1 ml de medio MEM, las diluciones fueron preparadas con

medio de cultivo MEM.

2.2.3 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN CELULAS CHANG Y ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA EN CELULAS HELA DE LA PORFIRINA NO
SIMETRICA A3B NS1

Se tom6 un cultivo de células Chang (ATCC: CCL-13) y un cultivo de células Hela
(ATCC: CCL-2) al 85% de confluencia, estas células fueron despegadas de la caja por la
adicién de 0.5 ml de una solucién de tripsina al 0.25% y su posterior incubacién de 5
min a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO;, las células fueron recuperadas y se
centrifugaron 8 min a 1,000 rpm, posteriormente se retird el sobrenadante y las células
fueron resuspendidas en 5 ml de medio de cultivo MEM Yy se realizé un conteo celular
en una cidmara de Neubauer, finalizado el conteo celular se realiz6 una suspension
celular que contenia 50,000 células por ml, el ensayo fue realizado colocando 5,000
c€lulas en 100 pl por pozo en una placa de 96 pocillos. Se incubaron las células 24 horas
a 37°C en una atmésfera al 5% de CO,. Terminado este periodo se afiadieron 100 pl con
la concentracion deseada de la muestra a analizar. Posteriormente se incubaron 24 horas
a 37°C en atmosfera al 5% de CO,. Una vez concluido el periodo de incubacién las
c€lulas se irradiaron con luz visible por 2 h con una ldampara (BELGIUM B6 085, 120 v,
60 Hz y 0.26 A). Posteriormente se incubaron 24 horas a 37°C en atmosfera al 5% de
CO,, este procedimiento fue para la porfirina activada con luz visible, pero también se
probd la porfirina sin activacién con luz visible para lo cual después de agregar las

muestras se incubd 48 horas a 37°C en atmésfera al 5% de CO,. Terminado este tiempo



se remplazé el medio que contiene la muestra con 100ul de medio cultivo MEM fresco
y después se afiadié 10 pl del reactivo de WST-1 y se incubaron por 2 horas a 37°C en
atmosfera al 5% de CO, vy finalmente se midi6 la densidad dptica a 450 nm con un
lector de ELISA. Se utiliz6 triton al 1% como control positivo, las células sin
tratamiento como control negativo; de blanco se utilizé medio de cultivo MEM vy el
reactivo de WST-1. Cada muestra fue realizada por triplicado y el ensayo se repiti6é dos

veces mas.

Las concentraciones de la porfirina no simétrica A3B NS1 que se utilizaron fueron
100 pg/ml, 50 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml y 0.1 pg/ml, para realizar estas diluciones se
utiliz6 un stock de 1,000 pg diluido en 1ml de acetona y las diluciones fueron

preparadas con medio de cultivo MEM.

2.2.4 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN CELULAS CHANG Y ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA EN CELULAS HELA DE LA PROTEINA
QUIMERICA E2- IL-18

Se tom6 un cultivo de células Chang (ATCC: CCL-13) y un cultivo de células Hela
(ATCC: CCL-2) al 85% de confluencia, estas células fueron despegadas de la caja por la
adicion de 0.5 ml de una solucidn de tripsina al 0.25% y su posterior incubacién de 5
min a 37°C en una atmoésfera al 5% de CO,, las células fueron recuperadas y se
centrifugaron 8 min a 1,000 rpm, posteriormente se retird el sobrenadante y las células
fueron resuspendidas en 5 ml de medio MEM vy se realizé un conteo celular en una
camara de Neubauer, finalizado el conteo celular se realizé una suspension celular que
contenia 50,000 células por ml, el ensayo fue realizado colocando 5,000 células en 100
pl por pozo en una placa de 96 pocillos. Se incubaron las células 24 horas a 37°C en una

atmosfera al 5% de CO,. Terminado este periodo se afiadieron 100 upl con la



concentracion deseada de la muestra a analizar. Posteriormente se incubaron 48 horas a
37°C en atmésfera al 5% de CO,. Una vez incubado se remplazé el medio que contiene
la muestra con 100 ul de medio de cultivo MEM fresco y después se afiadié 10 pl del
reactivo de WST-1 y se incubaron por 2 horas 37°C en atmésfera al 5% de CO, y
finalmente se midié la densidad Optica a 450 nm con un lector de ELISA. Se utiliz6
tritén al 1% como control positivo, las células sin tratamiento como control negativo; de

blanco se utilizé medio de cultivo MEM vy el reactivo de WST-1.

Las concentraciones de la proteina quimérica E2-IL-18 que se utilizaron fueron 50
pg/ml, 25 pg/ml, 1.5 pg/mly 6.25 pg/ml, las diluciones fueron preparadas con medio de
cultivo MEM. Cada muestra fue realizada por triplicado y el ensayo se repitié dos veces
mas.

2.2.5 DERTERMINACION DEL INDICE APOPTOTICO EN CELULAS HELA

DESPUES DEL TRATAMIENTO CON LA PORFIRINA NO SIMETRICA A3B
NS1 POR MEDIO DEL ENSAYO DE T.U.N.E.L.

Se tom6 un cultivo de células Hela y se ajust6 la densidad celular a 500,000
células/ml, tres ml de esta suspension se pasaron a una caja de cultivo y se incubaron 24
horas a 37°C en atmésfera al 5% de CO, y después de este periodo se agregé la porfirina
a una concentracion final de 20 pg/ml y se incubd el cultivo 24 horas a 37°C en
atmosfera al 5% de CO,, terminado este periodo las células fueron irradiadas con luz
visible por 2 h con una ldmpara (BELGIUM B6 085, 120 v, 60 Hz y 0.26 A). Una vez
concluida la irradiacion el cultivo fue incubado por tres horas a 37°C en atmosfera al 5%
de CO,, después las células fueron levantadas de la caja de cultivo mediante la
incubacion de 5 min a 37°C en atmésfera al 5% de CO, con 0.5 ml de tripsina al 0.25%

y finalmente las células fueron resuspendidas en PBS a una concentracién de 1.5



millones de células/ml, y después del tratamiento se paso a realizar el ensayo de marcaje
de T.U.N.E.L. En este ensayo se realizé un control negativo en las mismas condiciones

el cual fue las células Hela sin recibir la dosis de porfirina.

Para realizar la deteccion de la apoptosis primero se prepararon portaobjetos con una
capa de poli-l-lisina para que las células se puedan adherir al portaobjetos, se aplicaron
200 pl de una solucién de poli-1-lisina al 10% sobre la superficie de la laminilla, una vez
que la solucién se evapord, los portaobjetos fueron lavados con agua destilada y
posteriormente se dejaron secar durante 30 min. Una vez listas las laminillas se procedi6
a fijar las células a éstas, se aplicaron 200 pl de la suspensién celular sobre los
portaobjetos y se dejo secar durante 15 min, después de este tiempo las células fueron
fijadas sumergiendo los portaobjetos en un buffer de formalina al 10% durante 25 min.
Después de este periodo se lavaron por inmersiéon en PBS por 5 min a temperatura
ambiente éste lavado se realizd dos veces, después de lo cual las células fueron
permeabilizadas por inmersion de los portaobjetos en una solucién al 0.2% de Tritén X-

100 en PBS por 5 min, después se lavé dos veces con PBS por 5 min.

Una vez que las células fueron adheridas y permeabilizadas, se procedié con el
marcaje, primero las células fueron cubiertas con 100 pl de buffer de equilibrio por
10min, después se agregaron 100 pl del mix de reaccion (98 pl de buffer de equilibrio, 1
pl de mix de nucledtidos biotinilados y 1 pl de enzima deoxinucledtidil terminal
transferasa), los portaobjetos fueron cubiertos con un cubreobjetos de pléstico para
asegurar la distribucion del mix de reaccion, los portaobjetos se incubaron 60 min a
37°C., para que se lleve a cabo la reaccidn, concluida la incubacién se retiraron los

cubreobjetos de plastico y la reaccién fue detenida por inmersion de los portaobjetos en



una solucién 2X de SSC por 15 min. Posteriormente los portaobjetos fueron lavados tres
veces con PBS por 5 min, se bloquearon las peroxidasas endégenas con una solucién al
0.3% de perdxido de hidrogeno por 3 min, enseguida los portaobjetos fueron lavado 3
veces con PBS por 5 min, concluido el lavado se agregaron 100 pl de solucién 1:500 de
estreptavidina-HRP y se incub6 por 30 min, luego los portaobjetos fueron lavados tres
veces con PBS por 5 min, después de lo cual se procedié a realizar la reaccién de
coloracién con 100 ul de solucion DAB por 10 min. Los portaobjetos se lavaron varias
veces con agua destilada y posteriormente se realizo la observacion al microscopio para
determinar el indice apoptético, se contaron 8 campos y se calculd el porcentaje de las

células apoptéticas tanto del control como de las células tratadas.

2.2.6 MANEJO DE LOS RESIDUOS

Se manejaron residuos tanto quimicos como bioldgicos que se dispusieron en diversos
contenedores como:

® A. Soluciones salinas pH 6.8, soluciones de: sales inorgdnicas, dacidos
inorgdnicos, organicos y bases inorganicas.

e D. Téxicos inflamables, combinaciones organicas halogenadas liquidas, bases
orgénicas y aminas.

e E. Muy téxico, cancerigeno orgénico.

e (Contenedor rojo. Residuos punzocortantes biologico-infeccioso.

¢ (Contenedor amarillo. Residuos de 6rganos, tejidos, célula bioldgico-infecciosa.

Que se encuentran estratégicamente ubicados en el laboratorio de uso. Al final, el
material biolégico restante y fisico reusable sera esterilizado mediante calor himedo.
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3.1 CLONACION DE LA PROTEINA QUIMERICA (E2-1L-18)

3.1.1 OBTENCION DEL MATERIAL GENETICO

3.1.1.1 Aislamiento del ADN de células Hela para obtencion del gen E2.

Se logré obtener el ADN gendmico de las células Hela, en la figura 8 se muestra una
fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de algunas muestras de ADN

extraido de estas células.
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Figura 8. Electroforesis de la extraccion de ADN genémico de células Hela.
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3.1.1.2 Aislamiento de monocitos y extraccion de ARN para obtencion del
gen IL-18.

Se logré obtener el ARN total de los monocitos inducidos previamente con LPS, en
la figura 9 se muestra una fotografia tomada a los monocitos en suspension después de
ser aislados los cuales fueron utilizados para la produccion del gen IL-18 y en la figura
10 se muestra una fotografia de la electroforesis en gel de agarosa de algunas muestras
de ARN extraido de los monocitos después de ser inducidos, donde se puede observar la
integridad del ARN al obtener las bandas caracteristicas del ARN ribosomal sin

degradacion.

10X

Figura 9. Monocitos en suspension después de su aislamiento.
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Figura 10. Electroforesis de la extraccion de ARN de monocitos inducidos con

LPS.



3.1.2 DISENO DE PRIMERS PARA AMPLIFICACION DE LOS GENES DE
INTERES

De acuerdo a los pasos mostrados en el apartado 2.2 se generaron los primers que
flanquean las secuencias de los genes E2 del VPH e IL-18 humana. Se presentan a
continuacion la secuencias de los primers diseiados, estos se presentan en direccién 5°-
37, incluyendo los nucleétidos que corresponden a los sitios de reconocimiento de las
enzimas de restriccion Kpn I (GGTACC), Xba I (TCTAGA) y Taq I (TCGA) en itdlicas
y subrayadas. Los primers fueron disefiados también para proveer de un espaciador entre
las dos proteinas que consta de 7 residuos de amino4cidos aliféticos, esto con el objetivo
de permitir que las proteinas se puedan ensamblar de la mejor manera posible para que
puedan conservar su actividad (véase figura 11).

Gen E2

Primer Forward (Kpn I)

GGG GTA CCC ATG GAG ACT CTTTGC C
Primer Reverso (Taq I)

GGTI CGA GAC GGC GCC TAT AGA CAT AAATCC

GEN IL-18

Primer Forward (Taq I)

TCT CGA TCC TAG TTT ACT TTG GCA AGC TT
Primer Reverso (Xba I)

GCT CTA GACTAGTCTTCGTTTTGA ACA G



Se presenta las secuencias de los genes amplificados, las secuancias coloreadas
corresponden a las regiones donde los primers se anclan, tambien se presenta la fusion

de las secuencias y el espaciador.

1 REERERCIONEEE . c o tttaaatgtg totcaggaca aaatactaac acattatgaa

61 aatgatagta cagacctacg tgaccatata gactattgga aacacatgcg cctagaatgt

121 gctatttatt acaaggccag agaaatggga tttaaacata ttaaccacca agtggtgeca

181 acgctggetg tatcaaagaa taaagcatta caagcaattg aactgcaact aacgttagaa

241 acaatatata actcacaata tagtaatgaa aagtggacat tacaagacgt tagccttgaa

301 gtgtatttaa ctgcaccaac aggatgtata aaaaaacatg gatatacagt ggaagtgcag

361 tttgatggag acatatgcaa tacaatgcat tatacaaact ggacacatat atatatttgt

421 gaagaagcat cagtaactgt ggtagagggt caagttgact attatggttt atattatgtt Secuencia del
481 catgaaggaa tacgaacata ttttgtgcag tttaaagatg atgcagaaaa atatagtaaa gen E2
541 aataaagtat gggaagttca tgcgggtggt caggtaatat tatgtcctac atctgtgttt

601 agcagcaacg aagtatcctc tcctgaaact attaggcage acttggecaa ccactecgec

661 gcgacccata ccaaagecgt cgecttggge accgaagaaa cacagacgac tatccagega

721 ccaagatcag agccagacac cggaaacccce tgecacacca ctaagttgtt gcacagagac

781 tcagtggaca gtgctccaat cetcactgea tttaacaget cacacaaagg acggattaac

841 tgtaatagta acactacacc catagtacat ttaaaaggtg atgctaatac tttaaaatgt

901 ttaagatata gatttaaaaa gcattgtaaa ttgtatactg cagtgtcgtc tacatggcat

961 tggacaggac ataatgtaaa acataaaagt gcaattgtta cacttacata tgatagtgaa

1021 tggcaacgtg accaattttt gtctcaagtt aaaataccaa aaactattac agtgtctact Fusién de los

1081 ISR coc scc gtc t/og atc cta gt [N oo genes
taaattatca gtcataagaa atttgaatga ccaagttctc

61 ttcattgacc aaggaaatcg gectctattt gaagatatga ctgattctga ctgtagagat

121 aatgcaccc cggaccatatt tattataagt atgtataaag atagccagcee tagaggtatg Secuencia del
181 gctgtaacta tetctgtgaa gtgtgagaaa atttcaactc tetcetgtga gaacaaaatt gen IL-18
241 atttccttta aggaaatgaa tcctcetgat aacatcaagg atacaaaaag tgacatcata

301 ttctttcaga gaagtgtcec aggacatgat aataagatge aatttgaatc ttcatcatac

361 gaaggatact ttctagcttg tgaaaaagag agagaccttt ttaaactcat tttgaaaaaa

421 gaggatgaat tgggggatag atctataatg ttcalj

E2 Espacidador IL18
Ile Gli Ala Val Ser Ile Leu Val Tir

GGC GCC GTC T/CG ATC CTA GTT
CCG CGG CAG AGC/ TAG GAT CAA

Gen E2 Gen IL-18

Figura 11. Secuencia espaciadora entre los genes (final E2 y principo IL-18) que

genera un polipéptido espaciador en la proteina quimérica asi como la fusion de los

genes.
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3.1.3 AMPLIFICACION DE LOS GENES DE INTERES POR PCR

3.1.3.1 Amplificaciéon del gen E2 por PCR.

El producto de amplificacién presenté un tamafio de 1100 nucleétidos (véase figura
12) que corresponde al tamafio esperado para el gen E2 del VPH. En el carril 1 se
muestra el marcador de pares de bases que presenta una escalera de fragmentos de 100
en 100 pb que van desde las 100 pb hasta las 1000pb, en los carriles 2, 3, 4 se muestras

tres amplificaciones del gen E2.

Marcador de
pesomolecular
carril 1

Amplificado del
gen E2 (1.100pb),
carriles 2, 3y 4.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR del gen E2
(1,100 pb) del VPH.
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3.1.3.2 Amplificaciéon del gen IL-18 por PCR.

El producto de amplificacion presenté un tamafio de 490 nucledtidos (véase figura
13) que corresponde al tamafio esperado para el gen IL-18 humana. En el carril 1 se
muestra el marcador de pares de bases que presenta una escalera de fragmentos de 100
en 100 pb que van desde las 100 pb hasta las 1,000 pb, en el carril 2 se muestra el gen

IL-18 amplificado.

Marcador de

pesomolecular 1000pb
carril 1
Amplificado del
500pb gen IL-18 (490pb),
carril 2.
100pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR del gen IL-

18 (490 pb) humana.
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3.1.4 PREPARACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS PARA SU
INSERCION AL VECTOR

3.1.4.1 Digestion del producto amplificado del gen E2 con las enzimas de
restriccion Kpn Iy Taq I y 3.4.2 Digestion del producto amplificado del

gen IL-18 con las enzimas de restriccion Xba Iy Taq 1.

Los productos amplificados de los genes fueron digeridos con sus respectivas
enzimas de restriccion de acuerdo con los apartados 2.4.1 y 2.4.2 (véase figura 14). En la
figura 15 se muestra una representacion grafica de la digestion de los genes con sus

respectivas enzimas de restriccion.

Digestion del gen
E2 (1100pb),

carril 2.
1500pb

1000pb

500pb

Digestion del gen
IL-18 (490pb),
carril 3.

Marcador de
pesomolecular

carnl 1 Ioapy

Figura 14. Digestion de los genes E2 (Kpnl y Taql) e IL-18 (Taql y Xbal) con sus

respectivas enzimas de restriccion y su posterior purificacion.
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IL-15
' Taqly Xbal
' Kpnly Taql

e Y by

Kpnl Taq I Taq I Xbal

Figura 15. Representacion grafica de la digestion de los genes E2 e IL-18.

3.1.5 PREPARACION DEL VECTOR PLASMIDICO pThioHis B

3.1.5.1 Extraccion del vector pThioHis B después de su propagacion.

En la figura 16 se muestra la electroforesis en gel de agarosa después de la
extraccion del ADN plasmidico de las bacterias que fueron transformadas con el

objetivo de propagar el vector de expresion.

Extraccion del
plasmido pThioHis
B . camiles 1-4.

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion de ADN plasmidico.
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3.1.5.1 Digestion del vector pThioHis B con las enzimas de restriccion Kpn Iy
Xbal.

En la figura 17 se muestra la electroforesis en gel de agarosa del pldsmido pThioHis

B después de ser digerido con las enzimas de restriccion (apartado 2.5.5) y en la figura

18 se muestra una representacion grafica de la digestion.

T -
—
Digestion del -
plasmido pThioHis ———— SR — s~ PlasmidopThiolis
B, carril 1. B sin digerir, carril

4-

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido pThioHis B digerido con

las enzimas de restriccion Kpn I 'y Xba I.

Figura 18. Representacion grafica de la
digestion del plasmido pThioHis B.

' Kpnl, Xbal

pThioHis B

Kpnl Xbal
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3.1.6 CLONACION MOLECULAR

3.1.6.1 Reaccion de ligacion de los insertos y el vector.

Se realiz6 la reaccion de ligacion de los genes E2, IL-18 y el plasmido pThioHis B
catalizada por la enzima T4 ligasa, en la figura 19 se muestra la representacion gréfica

de la ligacion, después de la ligacion se realizo la transformacion bacteriana.

pThioHis B
3 4 ——

Ligacion
T4 ADN ligasa

E2-IL-18 -pThioHis B

Figura 19. Esquema de clonacion.

3.1.6.2 Caracterizacion de las clonas recombinantes

Después de la transformacion bacteriana, se levantaron las colonias en 4 ml de
LB/Amp 25 pg/ml y se procedi6 a caracterizar las clonas para observar si presentaban el
inserto con los genes fusionados, para ello se realiz6 extraccién de ADN plasmidico y se
corrié una electroforesis en gel de agarosa para observar el tamafio de los plasmidos
(véase figura 20) y ademads se realizé un par de PCR’s para observar si el plasmido
seleccionado contenia los genes de interés (véase figura 21), en el panel A se pueden

observar los genes amplificados por separado tanto E2 e IL-18 y en panel B se observa
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la amplificacién de la fusion génica E2-IL-18, también se observan bandas inespecificas

debido a las condiciones de la reaccidn. Finalmente se seleccioné una clona que contiene

el pldsmido recombinante con la fusién de los genes.

Plasmido recombinante ADN plasmidico de las
(pThioHis B-E2-IL-18) clonas transformadas

Plasmido
pThioHisB

nativo

Figura 20. Electroforesis de la extraccion del vector pThioHis B-E2-IL-18 presente

en las clonas positivas.

100pb

A B —— > S——
——
.(
Amplificado de la
N ¥ fusion génica
3000 pb . . (E2-IL-18) 1700 pb
2000pb T e— 4
1000 pb so0 e
500 pb L000DD c—
-—
R
-— -

\ .

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de la PCR de confirmacion de la

integracion de los genes E2 y IL-18 en la clona recombinante. A) Amplificacion de
los genes E2 e IL-18 por separado. B) Amplificacion de la integracion de los genes

E2 e IL-18.

110




3.1.7 EXPRESION PILOTO DE LA PROTEINA QUIMERICA

Se realizé el estudio de expresion de la proteina quimérica E2-IL-18 de la clona
seleccionada, se tomaron muestras a las 0, 2, 4 y 6 horas después de la adicién del IPTG,
las muestras se lisaron y se cuantific la cantidad de proteinas presentes por el método
de Lowry (véase cuadro XXII), posteriormente se realizé la electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para observar el estudio de induccién

(véase figura 22).

Fraccion Concentracion [pg/ml]
Soluble T: Oh 758
Soluble T: 2h 1033
Soluble T: 4h 1263
Soluble T: 6h 1433
Insoluble T: Oh 554
Insoluble T: 2h 1055
Insoluble T: 4h 1633
Insoluble T: 6h 1447

Cuadro XXII. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry de las muestras
de la expresion piloto de la proteina.

3.1.8 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

s

Proteina
quinérica
E2-IL-18
74kD

Figura 22. Electroforesis en ge de oliacrilamida de las muestras tomadas en la

expresion piloto de la proteina quimérica.
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3.1.9 PURIFICACION DE LA PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE
FUSIONADA A LA TIOREDOXINA

La proteina de fusion fue purificada mediante cromatografia de afinidad en columnas
empacadas con niquel, de las que fue eluida utilizando concentraciones crecientes de
imidazol. Se determino la concentracion de cada fraccion por el método de Lowry
(véase cuadro XXIII) y se utilizo para el ensayo de actividad bioldgica la fraccion que

presentd la mayor concentracion en este caso la fraccion 1.

Fraccion | Concentracion [pg/ml]

1 52.25
2 0

3 0
4 0

5 0
6 0
7 0

8 0
9 16.5
10 8.5
11 4.75

Cuadro XXIII. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry de las

muestras de la purificacion de la proteina recombinante quimérica.
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3.2 RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD Y ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA

3.2.1 ESTANDARIZACION DE LOS METODOS DE EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA Y CITOTOXICA CON LA
VINCRISTINA

Se estandarizaron los métodos de evaluacién de la actividad anticancerigena y la
citotoxicidad con ayuda del farmaco antitumoral vincristina, ademds de utilizarlo
también como referencia en los ensayos. La vincristina se seleccioné como control para
comparar sus efectos contra los compuestos en estudio, a pesar de que dichas moléculas
pudiesen presentar distintos mecanismos de accion, sin embargo al no ser un objetivo
del presente trabajo comparar los mecanismos de accién sino solamente la actividad
citotoxica, ademads por el dificil acceso a compuestos con posibles mecanismos similares

a los estudiados aqui, se decidi6 probar la vincristina.

La citotoxicidad fue evaluada en células Chang (ATCC: CCL-13) y los resultados de
la misma se presentan en el cuadro XXIV y la figura 23, mientras que los resultados de

la actividad anticancerigena medida en células Hela (ATCC: CCL-2) se presentan en el

cuadro XXV y la figura 24.



Vincristina Estandarizacion de Ia citotoxicida con vincristina en
células Chang
Conc. [pg/ml] % de viabilidad 50
100 33.5+6.5 40
30
50 40.1£1.7 % Viabilidad
10 40.4+1.5 =% ——Vincristina
10
1 45.3+1.2 -
0.1 1 10 50 100
0.1 459+1.6
Concentracion [ng/ml]

Cuadro XXIV y figura 23. Estandarizacion de la citotoxicidad con la vincristina en

células Chang mediante el ensayo de WST-1.

Vincristina Estandarizacion de la actividad anticancerigena con
vincristina en células Hela
Conc. [pg/ml] % de viabilidad >
40
100 10.2+1.3
30
50 20.3£2.8 % Viabilidad
10 215425 20 = Vincristina
SE2.
10
1 22.1£3.9 5
01 22723 1 0.1 1 10 50 100
' T Concentracién[pg/ml]

Cuadro XXV y figura 24. Estandarizacion de la actividad anticancerigena con la

vincristina en células Hela mediante el ensayo de WST-1.
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3.2.2 CITOTOXICIDAD EN CELULAS CHANG Y ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA EN CELULAS HELA DEL COMPUESTO Hs01 DE
LA PLANTA H. sabdariffa
Se determind la citotoxicidad del compuesto HsO1 en células Chang (ATCC: CCL-

13) y la actividad anticancerigena en células Hela (ATCC: CCL-2) mediante el ensayo
de WST-1. Los resultados de citotoxicidad se presentan en el cuadro XX VI y la figura

25 y los resultados de la actividad anticancerigena se presentan en el cuadro XXVII y la

figura 26.
Compuesto Hs01 Referencia Vincristina
Conc. [pg/ml] % de viabilidad Conc. [pg/ml] % de viabilidad

4000 27.9+6.2 100 33.5+6.5

400 91.1+11.1 50 40.1+1.7

40 95.2+6.8 10 40.4£1.5

4 99.8+15.3 1 45.3+1.2

0.4 99.9+11.3 0.1 45.9+1.6
Citotoxicidad dei compuesto Hsi1 en céiuias Chang :_
20 :i
N i
1o . ! - [
. I 1 2 I [
109 T— =<l | =
ao B 1 I — |
- - AN |
80 [\ |
. = N [
70 N |
s e < N |

Y% Viabilidad 060
5 ——Hs01

40 —— Vincristina
30

20
10

e
o
-

10 100 1000 10000

Concentracion [ng/ml]

Cuadro XXVI y Figura 25. Determinacion de la citotoxicidad del compuesto Hs01

de la planta H. sabdariffa en células Chang mediante el ensayo de WST-1.
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Compuesto Hs01 Referencia Vincristina

Conc. [pg/ml] % de viabilidad Conc. [pg/ml] % de viabilidad

4000 50.3£3.4 100 10.2£1.3
400 76.7£1.8 50 20.3£2.8
40 80.1£3.7 10 21.5£2.5
4 84.1£6.2 1 22.1£3.9
0.4 91.545.5 0.1 22.743.1

100

»--<|||>--\

U —— T

a7 =iz osEz z_ .z = ~I
Yo Viabilldad 50 »

Cuadro XXVII y figura 26. Determinacion de la actividad anticancerigena del
compuesto Hs01 de la planta H. sabdariffa en células Hela mediante el ensayo de

WST-1.
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3.2.3 CITOTOXICIDAD EN CELULAS CHANG Y ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA EN CELULAS HELA DE LA PORFIRINA NO
SIMETRICA A3B NS1

Se determind la citotoxicidad de la porfirina no simétrica A3B NS1 en células Chang
(ATCC: CCL-13) y la actividad anticancerigena en células Hela (ATCC: CCL-2)
mediante el ensayo de WST-1, se probd la porfirina no simétrica A3B NS1 sin
activacion y con activacion por medio de irradiacién con luz visible por 2 h. Los
resultados de citotoxicidad se presentan en el cuadro XXVIII y la figura 27 y los

resultados de la actividad anticancerigena se presentan en el cuadro XXIX y la figura 28.

Porfirina A3B NS1 con luz Porfirina NS1 A3B sin luz Referencia Vincristina

Conc. [pg/ml] % de viabilidad
100 8.1£1.2 18.6+2.7 33.546.5
50 20.147.1 84.1+4.3 40.1+1.7
10 47.1+6.5 87.3+4.2 40.4+1.5
1 81+15.6 91.244.5 45.3+1.2
0.1 92.145.7 94.842.8 45.9+1.7

—Dgy;

% Viabilidad

0.1 1 10 50 100

Concentracion [pug/ml]

Cuadro XXVIII y hgura 27. Determinacion de la citotoxicidad de la poi’hrma no

simétrica A3B NS1 en células Chang mediante el ensayo de WST-1.
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Conc. [pg/ml]

Porfirina A3B NS1 con luz

Porfirina A3BNS1 sin luz

% de viabilidad

Referencia Vincristina

100

50

10

0.1

7.1£1.1

14.545.1

55.245.9

94.4£12.6

95.948.7

9.6+2.3

67.7£18.5

84.1+£5.2

90.1£19.7

93.5+£3.9

10.2+1.3

20.3£2.8

21.5£2.5

22.1£3.9

22.7£3.1

Cuadro XXIX y figura 28. Determinacion de la actividad anticancerigena de la

porfirina no simétrica A3B NS1 en células Hela mediante el ensayo de WST-1.
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3.2.4 CITOTOXICIDAD EN CELULAS CHANG Y ACTIVIDAD

ANTICANCERIGENA EN CELULAS HELA DE LA PROTEINA

QUIMERICA E2- IL-18

Se determind la citotoxicidad de la proteina quimérica E2-IL-18 en células
Chang (ATCC: CCL-13) y la actividad anticancerigena en células Hela (ATCC:
CCL-2) mediante el ensayo de WST-1. Los resultados de citotoxicidad se presentan

en el cuadro XXX y la figura 29 y los resultados de la actividad anticancerigena se

presentan en el cuadro XXXI y la figura 30.

Proteina E2-IL-18

Referencia Vincristina

Conc. [pg/ml] % de viabilidad | Conc. [pg/ml] % de viabilidad
50 9.52+5.7 100 33.5+6.5
25 28.7+3.3 50 40.1+1.7
12.5 53.445.1 10 40.4+1.5
6.25 74.1£7.1 1 45.3+1.2
Citotoxicidad de i E2-1L-18 en células Chang
100 i
e I
|
|
20 T I
o A I
A |
=N |
60 N |
% Viabilidad }\
20 T—e *— T
—+
20
0
0 10 20 30 40 50 60 80 100
Concentracion [ug/ml]

Cuadro XXXy figura 29. Determinacion de la citotoxicidad de la proteina

quimérica E2-IL-18 en células Chang mediante el ensayo de WST-1.
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Proteina E2-IL-18

Conc. [pg/ml] % de viabilidad Conc. [pg/ml]

Referencia Vincristina

% de viabilidad

50 9.64+6.1 100

25 34.844.8 50
12.5 66.5+6.9 10
6.25 77.1+4.38 1

10.2£1.3

20.3£2.8

21.5£2.5

22.1£3.9

Cuadro XXXI y figura 30. Determinacion de la actividad anticancerigena de la

proteina quimérica E2-IL-18en células Hela mediante el ensayo de WST-1.
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3.2.5 DETERMINACION DEL INDICE APOPTOTICO EN CELULAS HELA
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON LA PORFIRINA NO SIMETRICA A3B
NS1 POR MEDIO DEL ENSAYO DE T.U.N.E.L

Se determiné el indice apoptético en células Hela después de ser tratadas con la
porfirina no simétrica A3B NS1a una concentracion final de 20 pg/ml. Esté se determin6
por medio del ensayo de T.U.N.E.L.(véase figura 31). Y en la figuras 32 y 33 se muestra
una fotografia del ensayo tomada con un aumento 15X tanto del control como de la

muestra respectivamente.

Indice apoptotico de la porfirina A3B NS1 en celulas Hela

14 |

12 —

5 —

Control Tratamiento

% de células
apoptéticas

(= -

Figura 31. Determinacion del indice apoptético de la porfirina no simétrica A3B
NS1 en células Hela por el ensayo de T.U.N.E.L.

Célula apoptdtica Célula apoptotica

Célula normal
Célula normal

Figura 33. Fotografia del
tratamiento con la porfirina NS1 en
el ensayo de apoptosis.

Figura 32. Fotografia del control
en el ensayo de apoptosis.
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 EL COMPUESTO HS01 DE LA PLANTA H. sabdariffa

El uso de productos naturales como agentes antineopldsicos tiene su inicio en la
medicina tradicional que después de algunos afios han sido incorporados a la medicina
actual. Se han identificado acciones farmacoldgicas de la planta H. sabdariffa entre los
cuales destacan efectos antihipertensivos, antioxidantes, anticancerigenos,

.. ) .. . 3, 85
antiinflamatorio, hipolipemiantes, entre otros.®>

En diversos extractos de la planta H.
sabdariffa se ha identificado que poseen la capacidad de reducir la capacidad de
mutagenicidad de diversos compuestos como aminas heterociclicas, 1 -nitropireno,
tetraciclina y acetato metilazoximetanol, ademds de los extractos metandlico han
presentando citotoxicidad sobre células Hep3 B (Carcinoma Hepatocelular) y HL-60

(Leucemia Humana).** *> %

Por otro lado se ha demostrado que los antocianinos presentes en la flor de jamaica
presentan un efecto protector contra los compuestos carcinogénicos, incluidos el ter-
butil-hidroperéxido y 2, 4-dinitrofenilhidrazina. También se ha reportado que inhiben la

proliferacion e inducen apoptosis en células de adenocarcinoma gastrico humano. La



delfinidina-3-sambubiosido antocianino aislado de H. sabdariffa induce apoptosis en

células de leucemia humana (HL-60).”** 1!

Otro compuesto el acido protocatéquico ha sido estudiado y se ha demostrado en
estudios in vivo que protege del dafio de diversos compuestos carcinogénicos,
incluyendo la dietilnitrosamina en el higado a una concentracién de 500 y 1000 pg/mlgl,
4-nitroquinolina-1-6xido en la cavidad oral a una concentracién de 500, 1000 pg/ml y
2000 pg/ml”?, azoximetano en el colon a una concentracién de 1000 y 2000 pg/ml”*, N-
metil-N-nitrosourea en tejido del estémago glandular’ y N-butil- N-(4-hidroxibutil)
nitrosamina en la vejiga a una concentraciéon de 500, 1000 pg/ml y 2000 pg/ml95 . El
acido protocatéquico también inhibe la progresién de las células de leucemia humana
(HL-60) y presenta una concentracién inhibitoria 50 (Clsp) de 4.5 pg/ml y nuestro
compuesto requiere una concentracion de 4000 pg/ml para reducir la viabilidad celular
al 50% en células Hela, aunque los resultados son en lineas celulares cancerigenas
diferentes nuestro compuesto presenta una Clsp muy superior al acido protocatéquico
(Clsp 4.5 pg/ml) por lo que podemos inferir que nuestro compuesto no presenta actividad

alnticalncerigenal.96

4.2 LA PORFIRINA NO SIMETRICA A3B NS1

Comparamos la citotoxicidad de la porfirina activada y no activada y encontramos
una diferencia considerable en las Clsp 15 pg/ml para la porfirina activada y 70 pg/ml
para la porfirina sin activar, por lo que se puede apreciar que la fotoactivacién es el
requisito principal para la actividad citotdxica de la porfirina, esto también es importante

porque gracias a esto la terapia fotodindmica produce menos efectos secundarios ya que



solo se irradia el tejido tumoral y es ahi donde se producen los efectos citotoxicos, por lo
tanto los demas tejidos son poco dafiados. Los efectos de la porfirina no simétrica A3B
NS1 también fueron comparados en dos tipos celulares, en células Chang (células
hepaticas) y células Hela (células de carcinoma cervical) los resultados de citotoxicidad
tanto de la porfirina activada (Hela Clsg 15 pg/ml, Chang Clsp 9 pg/ml) y sin activar
(Hela ClIsp 70 pg/ml, Chang Clsy 80 pg/ml) en los dos tipos celulares fueron muy
similares, dado que los efectos fueron estudiados in vitro no se puede comparar la
captacion celular selectiva por parte de la células tumorales, para ello se requiere realizar
estudios in vivo para poder observar si se daba una captacién selectiva en los tejidos

70, 72,7
tumorales.”® ">

La vincristina un agente antineopldsico fue utilizado como referencia para comparar
los efectos citotdxicos, la porfirina no simétrica A3B NS1 activada presenté una Clsy de
15 pg/ml en células Hela y 9 pg/ml en células Chang y la vincristina presentd una Cls
de < 0.1 pg/ml en las dos lineas celulares, aunque la vincristina presenta una Clsy menor
que la porfirina no simétrica A3B NS1 y por lo tanto la vincristina es mas citotoxica, la
porfirina se presenta como opcidn para el tratamiento contra el cancer ya que la porfirina
activada a una concentraciéon de 25 pug/ml elimina al 70% de las células y estos son
porcentajes de inhibicién similares a la vincristina, pero dado que el mecanismo de
citotoxicidad de la porfirina requiere de la activacion y esta es dada solo sobre el tejido
tumoral y es alli donde se dan los efectos citotoxicos y en los demds tejidos el efecto es
minimo, es por eso que también se probd la citotoxicidad intrinseca de la porfirina es
decir sin activacion y a una concentracion de 25 pg/ml inhibe solo el 20% de las células

y ya que la vincristina tiene efectos citotoxicos iguales sobre casi todo los tipos



celulares, es decir que no discrimina entre células tumorales y normales por lo que sus
efectos secundarios son mayores, es por eso que la porfirina se presenta como un buena

opcidn para el tratamiento fotodindmico.

Los resultados aqui presentados son similares a otros estudios donde probaron
porfirinas sintetizadas por ellos y probadas en diferentes lineas celulares. Por ejempl6 en
un estudio presentado en 2004 por Banfi y col., donde sintetizaron 12 porfirinas y
compararon sus efectos contra el Photofrin en células HCT 116 (carcinoma colorectal),
en otro estudio en el 2003 presentado por Szurko y cols., se estudiaron dos porfirinas
sobre células de melanoma humano presentando resultados similares, en otro reporte en
2008 presentado por Cheng-Liang y cols., se estudiaron 6 porfirinas en células Hela
midiendo su citotoxicidad tanto activadas como no activadas presentando resultados

similares a los resultados obtenidos en esta investigacién.’> "

En cuanto a los resultados obtenidos del ensayo de identificacion de apoptosis, las
células Hela tratadas con la porfirina no simétrica A3B NS1 a una concentracién final de
20 pl/ml presentaron un porcentaje de células apoptoticas del 15%, mientras que el
control present6 solo un 2.5%, lo que nos indica la presencia considerable de apoptosis
en las células tratadas comparada con el control. Algunos estudios han documentado la
presencia de apoptosis (Banfi y cols. 2004, Szurko y cols. 2003, Wawrzynska y cols.
2010) generada por el tratamiento de diferentes agentes fotosensibilizadores, por lo cual

los resultados obtenidos en esta investigacion estdn en concordancia con estos estudios.



4.3 LA PROTEINA QUIMERICA E2-IL-18

La proteina quimérica E2-IL-18 present6 una Clsp de 18 pg/ml sobre células Hela y
de 12 pg/ml sobre células Chang. Al comparar estos valores con los de la vincristina,
que presento una Clsy < 0.1 pg/ml, se podria deducir en primera instancia que la proteina
quimérica tiene un potencial mucho menor que el control como agente citotéxico. Sin
embargo, la finalidad global al disefiar esta quimérica polipeptidica fue la de avaluar
tanto su actividad reguladora a nivel genético por accién de E2 sobre E6 y E7 que son
los genes potenciadores de la actividad oncogénica en cancer de cérvix por el VPH,
como seria el caso del modelo de células Hela; pero ademés evaluar el efecto sinérgico
de dicha actividad con el poder inmunomodulador de IL-18, al ser un potenciador de la
respuesta inmune. En el presente trabajo, no fue posible llevar a efecto dicha
experimentacion por lo limitado del modelo, ya que se manejaron lineas celulares como
sistemas in vitro y no modelos de rebanadas de tejidos u 6érganos o animales completos
como sistemas in vivo que permitiesen evaluar tanto el efecto inmunomodulador sobre
un tipo especial de células como el efecto regulador genético sobre otro tipo celular

diferente.

Una perspectiva del presente trabajo seria probar dicho modelo in vivo y ademads evaluar
el efecto de E2 directamente sobre la produccion de E6 y E7 e IL-18 sobre la produccion
de una respuesta inmune celular y humoral, pues en el presente trabajo solo se midi6 la

citotoxicidad.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

El compuesto HsO1 de la planta H. Sabdariffa mostré una Clsy de 4,000 pg/ml,
que al ser comparado contra la vincristina (Clsp <0.1 pg/ml), queda muy por
encima.

La porfirina no simétrica A3B NS1 activada con irradiacién de luz visible
presenta actividad anticancerigena notable (Clsy de 15 pg/ml), aunque los efectos
anticancerigenos de la vincristina son mayores (Clsg <0.1 pg/ml).

Los resultados de citotoxicidad intrinseca, es decir sin activacion de la porfirina
no simétrica A3B NS1 (Clsp 70 pg/ml) muestran que ésta no es reactiva en estas
condiciones.

La porfirina no simétrica A3B NS1 induce un 15% de apoptosis en células Hela.



Se logré la clonacién de la proteina quimérica E2-IL-18 asi como su purificacién
mediante cromatografia de afinidad.

La proteina quimérica E2-IL-18 presenta una actividad anticancerigena con una
Clso de 18 pg/ml.

La proteina quimérica E2-IL-18 no mostré selectividad hacia las células de
cancer de cérvix, ya que presentd los mismos efectos citotoxicos en la linea

celular Hela y en la linea celular Chang.

128



CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

6.1 EL COMPUESTO HS01 DE LA PLANTA H. sabdariffa

A pesar de que el compuesto HsO1 de la planta H. sabdariffa no presenta una
importante actividad anticancerigena no se puede terminar con su estudio, ya que seria
necesario determinar sus efectos en otras lineas celulares cancerigenas. También se
puede analizar si este compuesto presenta actividad antioxidante ya que proviene del
extracto metandlico de la planta que se ha comprobado que tiene una importante
actividad antioxidante, por lo que se pudiera medir esta actividad y si el compuesto

tuviera actividad antioxidante importante poder darle una aplicacion.

La planta H. sabdariffa ofrece importantes perspectivas en el estudio de compuestos
que puedan poseer actividad citotéxica o antioxidante, es por eso que se debe continuar
con el aislamiento y caracterizaciéon de compuestos que se encuentran en la planta que

pueden presentar estas actividades para poderlos utilizar en algunos tratamientos,



también es importante continuar con estudios sobre el acido protocatéquico y la
delfidina-3-sambubiosido que son dos compuestos de la planta y que se ha demostrado
que tienen actividad inhibitoria del crecimiento en células de leucemia humana, es por
eso que seria interesante abundar sobre los posibles mecanismos de esta accidn, asi
como estudiar si estos compuestos presentan esta actividad en otros tipos de lineas

celulares neoplésicas.

6.2 LA PORFIRINA NO SIMETRICA A3B NS1

Ya que la porfirina no simétrica A3B NS1 presenta una importante actividad
citotoxica sobre células neopldsicas (Hela) es necesario continuar con su estudio. Una de
las cosas que seguirian en el estudio de esta porfirina seria analizar sus efectos
citotoxicos en otras lineas celulares cancerigenas con el objetivo de poder observar si se
presentan los mismos efectos 6 que en alguna linea posea una mayor citotoxicidad y asi
también poder comparar los efectos citotoxicos de esta en las diferentes lineas celulares

cancerigenas con el objetivo de poder dirigir los posteriores estudios sobre esta porfirina.

Ademads de probar la porfirina en diferentes lineas celulares cancerigenas, también es
importante estudiar los mecanismos moleculares por los cuales se lleva a cabo su accién,
para esto seria importante hacer estudios sobre identificacién de apoptosis y por qué se
produce estd, también estudiar la localizacién intracelular de la porfirina ya que esto
estd relacionado con su actividad citotoxica, la captacién celular por las células
neoplésicas, asi como su afinidad a la lipoproteina de baja densidad y al receptor de
benzodiacepinas ya que se ha comprobado que estas moléculas estdn implicadas en la

biodistribucidn selectiva de los agentes fotosensibilizadores.



6.3 LA PROTEINA QUIMERICA E2-IL-18

Las perspectivas de la proteina quimérica son las siguientes; es necesario realizar
estudios in vivo para determinar si la proteina quimérica (E2-IL-18) presenta la accion
buscada con su disefio de reprimir la expresion de los genes E6 y E7 del VPH asi como
incrementar la respuesta inmune del huésped contra las células tumorales y por
consiguiente conseguir la muerte de las células tumorales. También se podria clonar las
proteinas por separado y probarlas al administrarlas conjuntamente en un estudio in vivo
para poder observar si su efecto es mayor comparado contra la quimera ya que al estar
unidas las proteinas puede darse el caso que no logren un correcto plegamiento asi como
no poder interactuar ya sea con el ADN en el caso de la proteina E2 y con su receptor en
el caso de la proteina interleucina 18 humana por ese motivo al estar las dos proteinas

libres podrian presentar una actividad distinta respecto de la quimera.
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APENDICE A

LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

g Gramo

mg Miligramo

ug Microgramo

ng Nanogramos

N Concentracién de normalidad

M Concentracién molar

mM Concentraciéon milimolar

KDa Kilodaltones

pb pares de bases

Kb Kilopares de bases

L litro

ml Mililitro

ul Microlitro

Clso Concentracion inhibitoria 50

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario al mensajero
ARN Acido ribonucleico

ADN Acido desoxirribonucleico

dNTP’s Desoxinucleétidos trifosfatados

°C Grados centigrados

E. coli Escherichia coli

EDTA Acido etilendiamino tetraacético

h Horas

min Minutos

LB Medio de cultivo Luria Bertani
MEM Medio de cultivo Minimo Esencial Medio
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
RT Retrotranscripcion

LPS Lipopolisacaridos

MgCl, Cloruro de Magnesio

CaCl, Cloruro de Calcio

NaCl Cloruro de Sodio

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecil sufalto de sodio (sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SFB Suero fetal bovino

TEMED N, N, N, N, tetrametil, etilendiamina

Tris Tris(hidroximetil)aminometano

uv Ultra violeta

\" Voltios

X Numero de veces la concentracion de la solucién

A Adenina



C

T

G
DNAsa
Kpn I
Xbal
Taq I
DO

Fig
IPTG
IL-18
E2
VPH
Hela
Chang
Cdk
MDM2
GTPasa
Ras
pS3

RB

Gl
E2F
miRNA’s
CpG

Citocina

Timina

Guanina

Enzima que digrada DNA

Enzima de restriccién obtenida de Klebsiella pneumoniae
Enzima de restriccidn obtenida de Xanthomonas badrii
Enzima de restriccién obtenida de Thermus aquaticus
Densidad 6ptica

Figura

Isopropil tio-B-D-galactosido piranosa

Interleucina 18 humana

Proteina temprana 2 del Virus del Papiloma Humano
Virus del Papiloma Humano

Linea celular inmortal derivada de cdncer cervical
Linea celular derivada de tejido de higado Humano
Quinasa dependiente de ciclina

Proteina por sus siglas en ingles (murine doble minute 2)
Guanina trifosfatasa

Oncogén Ras

Gen p53 o proteina p53

Retinoblastoma

Fase G1 del ciclo celular

Factor de transcripcion

RNA"s pequefios con funciones regulatorias

Islas ricas en pares de citocina y guanina.



APENDICE B
MATERIALES
ORIGEN DE LAS MUESTRAS

El compuesto HsO1 de la planta Hibiscus Sabdariffa fue aislado y proporcionado por
la Dra. Sohair Ali Ali Hassan, la porfirina no simétrica A3B NS1 fue sintetizada y
proporcionada para este trabajo por la Dra. Susana Thelma Lépez Cortina y la proteina
quimérica E2- IL-18 fue realizada en el laboratorio de Ingenieria Genética y Gendmica

de la facultad de Ciencias Quimicas de la U.A.N.L.

MATERIAL BIOLOGICO

Utilizamos la linea celular de cdncer de cérvix (células Hela) y una linea celular
hepatica (células Chang) obtenidas de The American Type Culture Collection
(Rockville, MD, E.U.A.), con un nimero de catalogo ATCC: CCL-2 y ATCC: CCL-13
respectivamente, para los ensayos de citotoxicidad y actividad anticancerigena. Para la
obtencion del gen E2 del VPH se utilizaron las células Hela y para la obtencion del gen
de la IL-18 humana se utilizaron monocitos humanos obtenidos de sangre periférica de
un voluntario. Para la clonacién de la proteina quimérica E2- IL-18 se utiliz6 el vector
de clonacién pThioHis-B y la cepa de E. coli TOP 10 obtenidos de Invitrogen (Carlsbal,

CA,E.U.A).

ORIGEN DE LOS REACTIVOS
Los reactivos utilizados se adquirieron de las siguientes compaiiias:
Invitrogen (Carlsbal, CA, E.U.A.)

e His-Patch ThioFusion™ Expression System Catalog No. K360-01
¢ Enzima de restriccion Kpn I

Promega (Madison, WI, E.U.A.)



e Ensayo T.U.N.E.L.
CHIMERx (Madison, WI, E.U.A.)

¢ Enzima de restricciéon Xba |
Roche (Indianapolis, IN, E.U.A.)

e Reactivo WST-1
GIBCO (Grand Island, NY, E.U.A)

e Medio de cultivo MEM
e Suero fetal bovino

CTR Scientific (Monterrey, N.L., México)

¢ (Cloroformo
¢ Alcohol isopropilico
e FEtanol

Qbiogene (Solon, OH, E.U.A)
¢ Enzima de restriccion Taq I
BIOLINE (Tauton, MA, E.U.A.)

e Marcador de peso molecular 100pb
e Taq DNA polimerasa

e Agarosa grado molecular

e PTG

MP Biomedicals (Solon, HO, E.U.A)
e Sulfato de vincristina
SIGMA-ALDRICH (Saint Louis, MO, E.U.A)

e DMSO
e Acrilamida

USBiological (Swampscott, MA, E.U.A)
e Medio de cultivo LB

B10 BASIC INC. (Markham, Ontario, Canada)



e SDS
e Tris
e T4 DNA ligasa

EQUIPO

El equipo utilizado comprende:

e Termociclador CORBETT RESEARCH (San Francisco, E.U.A.), modelo CG 1-
96.

¢ Mini Incubadora, modelo I 5170. Incubadora con agitador, modelo 311 DS. Mini
Centrifuga, modelo SPECTRAFUGE 16M. Un juego de pipetas, modelo
BIOPETTE. Un pipetor , modelo FASTPETTE, estos de la compaiiia LABNET
(Edison, NJ, E.U.A).

¢ (Centrifuga HERMLE (Gosheim, Alemania), modelo Z320

¢ Fuente de poder THERMO (Marietta, Ohio, E.U.A), modelo EC-1000-90

e Fotodocumentador BIO-RAD (Hercules, CA, E.U.A), modelo GELDOC-XR

¢ Una campana de acrilico para extraccion de dcidos nucleicos

e Una campana de acrilico para ensayos microbioldgicos

e Incubadora con CO2 INCUSAFE SANYO (Entten Leur, Holanda), modelo
MCO-17AC

e (Campana de flujo laminar BAKER COMPANY (Sanford, Maine, E.U.A),
modelo SG-303

® Microscopio invertido LEICA (Solms, Alemania), modelo DMIL

e Lector de placas BIOTEK (Winooski, VT, E.U.A) modelo ELx800

e Balanza analitica AND (San Jose, CA, E.U.A), modelo HR200

e Esterilizador eléctrico ALL AMERICAN (Manitovoc, WI, E.U.A.), modelo 25X

¢ (Congelador TORREY, modelo CH10

e Horno de microondas CHEF STAR, modelo C5636WK

¢ Biofotometro EPPENDORF (Hamburgo, Alemania), modelo AG 22331

e (Camara de electroforesis de acrilico



APENDICE C
PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Se utiliz6 agua bidestilada y desionizada en la preparacion de todas las soluciones
(grado miliQ).

Preparacion de soluciones.
IPTG (isopropil B-D-galactopiranésido) 100mM

Se pesan 238.3 mg de IPTG y se disuelven en 10 ml de agua. Se esteriliza por filtracion
y se almacena en alicuotas de 1 ml a -20°C.

Ampicilina 25mg/ml

Se pesan 25 mg y se disuelven en 1 ml de agua. Se esteriliza por filtracién. La solucion
de almacena a -20°C hasta su uso.

CaCl, 100mM

Se disuelven 1.1 g de cloruro de calcio en 100 ml de agua. Se esteriliza en autoclave y se
almacena a -20°C hasta su uso.

Acetato de sodio 3M pH 4.8

Para preparar 100 ml se pesan 24.6 g y se disuelven en agua. Se ajusta el pH con 4cido
acético.

Buffer TENS

Para preparar 50 ml, se afiade 1 ml de Tris 0.5M pH 7.5, 0.1 ml de EDTA 0.5M, 1 ml de
NaOH 5N Y 2.5 ml de SDS 10% a un poco de agua y se completa al volumen final.

Agarosa 1%
Se disuelve 1 g de agarosa en 100 ml de solucién de TBE 1X.
Amortiguador TBE 10X (Tris 0.8M, Acido Bérico 0.89M, EDTA 25mM)

Se disuelven 108 g de Tris, 55g de dcido bérico y 9.3 g de EDTA (Na;) en 800 ml de
agua. Se ajusta el volumen al L.

Etanol 70%

Se mezclan 70 ml de etanol absoluto y 30 ml de agua.



Bromuro de etidio 0.5mg/ml

Se disuelven 5 mg de bromuro de etidio en 8 ml de agua. Se afora a 10 ml y se almacena
a 4°C protegido de la luz en un recipiente de vidrio ambar.

Jugo azul 6X (Azul de bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25% Yy glicerol 30%)

Se mezclan 25 mg de xilencianol, 26 mg de azul de bromofenol y 3 ml de glicerol. Se
aforaa 10 ml con TE 1X.

Amortiguador TE 100X (EDTA 100mM y Tris-HCI 1M)

Se mezclan 25 ml de Tris-HC1 2M pH 7.5, 10 ml de EDTA 500 mM y 15 ml de agua. Se
esteriliza en autoclave.

Solucién de formalina al 10% en PBS

Se tomaron 10ml de formalina y se mezclaron con 90ml de de PBS 1X.
Solucién de Triton X-100 al 0.2% en PBS

Se tomaron 100pl de Triton X-100 y se mezclaron con 49.9ml de PBS 1X.
Solucion de peréxido de hidrogeno al 0.3% en PBS

Se tomaron 0.5ml de una solucién de per6xido de hidrogeno al 30% y se mezclaron con
49.5ml de PBS 1X.

Solucion DAB

Se mezclaron 50pl de buffer DAB sustrato 20X con 950ul de agua destilada. A esta
mezcla se agregaron 5S0ul de buffer DAB cromégeno 20X y 50ul de perdxido de
hidrogeno 20X.

Amortiguador PBS 1X

Se disuelven 8 g de NaCl, 0.2g de KCl, 1.44 g de Na2HPO4 y 0.24 g de KH2PO4 en
900ml de agua. Se ajusta el pH a 7.4, se afora a 1 L y se esteriliza en autoclave.

Preparacion de soluciones para electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Amortiguador concentrador

Se mezclan 7.88 g de Tris-HCI en 30 ml de agua; se ajusta el pH a 6.8 y se afora a 50
ml.



Amortiguador separador

Se mezclan 11.83 g de Tris-HCI en 30 ml de agua; se ajusta el pH a 8.8 y se afora a 50
ml.

Amortiguador de muestra

Se mezclan 0.158 g de Tris-HCl, 0.4g de SDS, 0.02 g de azul de bromofenol, 0.2 ml de
B-mercaptoetanol, 2 ml de glicerol y 7.8 ml de agua.

Amortiguador de corrida 5X

Se disuelven 15 g de Tris Base, 94 g de glicina y 5 g de SDS en 800 ml de agua y se
aforaa 1l L.

Solucion de tincion azul de Coomassie

Se mezclan 1 g de azul de coomassie, 250 ml de metanol, 125 ml de agua y 37.5 ml de
acido acético.

Solucion para desteiiir y fijar

Se mezclan 200 ml de metanol, 48 ml de acido acético y 152 ml de agua.
Solucién de persulfato de amonio al 10%

Se disuelven 0.1 g de persulfato de amonio en Iml de agua

Gel separador 13%

Se mezclan 2.5ml de la solucién de acrilamida/bis, 1.875 ml de amortiguador separador,
150 ul de SDS 10%, 2.925 ml de agua, 150 ul de persulfato de amonio al 10 % y 10 ul
de N, N, N’, N’, Tatrametiletilendiamina (TEMED).

Gel concentrador 6.8 %

Se mezclan 1.3 ml de la solucién acrilamida/bis, 1 ml de amortiguador concentrador, 75
pul de SDS 10%, 5.1 ml de agua, 75 ul de persulfato de amonio al 10% y 10 ul de
TEMED.

Preparacion de soluciones para cromatografia de afinidad en resinas ProBond®.
Solucién A 1X

Se mezclan 10ml del stock de solucién A 10X con 90 ml de agua. Almacenar a 4°C.
Solucién B 1X

Se mezclan 10 ml del stock se soluciéon B 10X en 90 ml de agua. Almacenar a 4°C.



Amortiguador de uniéon pH 7.8

Se mezclan 2.9 ml de solucién A 1X con 47 ml se solucién B 1X, se ajusta el pH a 7.8
con solucién B 1X para aumentarlo y solucién A 1X para disminuirlo.

Amortiguador de lavado pH 6.0

Se mezclan 37 ml de solucién A 1X con 13 ml de solucién B 1X, se ajusta el pH a 6.0
con solucién B 1X para aumentarlo y solucién A 1X para disminuirlo.

Amortiguador de lavado pH 5.5

Se mezclan 43.5ml se solucién A 1X con 6.3 ml de soluciéon B 1X, se ajusta el pH a 7.8
con solucién B 1X para aumentarlo y solucién A 1X para disminuirlo.

Solucion de eluciéon con imidazol: S0mM, 200mM, 350mM, 500mM

Para preparar 5 ml de cada soluciéon se mezclan los siguientes volumenes de
amortiguador de lavado pH 6.0 y solucién stock de imidazol 3M proporcionado por el
kit.

Concentracion final de Stock de imidazol 3M Amortiguador de lavado
N GEVA) pH 6.0

50mM 0.08 ml 4.92 ml
200mM 0.33 ml 4.67 ml
350mM 0.58 ml 4.42 ml
500mM 0.83 ml 4.17 ml

Preparacion de medios de cultivo

Medio LB caldo

Por litro de cultivo se agregan; 10 g de bacto-peptona, 5 g de extracto de levadura y 10g
de NaCl. Se ajusta el pH a 7.5 con NaOH 10 N y se esteriliza en autoclave.

Medio LB agar

Por litro de cultivo se agregan; 10 g de bacto-peptona, 5 g de extracto de levadura, 10g
de NaCl y 15 g de agar. Se ajusta el pH a 7.5 con NaOH 10 N y se esteriliza en
autoclave.

Medio MEM suplementado con suero fetal bovino al 10%

Se disuelven 9.6 g de medio MEM, 2.2 g de bicarbonato de sodio, 100 ml de suero fetal
bovino, 1 ml de antibiético penicilina-estreptomicina 100X en 800 ml de agua y se afora
a 1 L. se esteriliza por filtracién y se almacena a 4°C hasta su uso.
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