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RESUMEN

Entre los diez tipos de cancer mas comunes se encuentra la leucemia, que es responsable de la
mayoria de los casos de céancer infantil, siendo la leucemia linfoblastica aguda (ALL) y la
leucemia mieloide aguda (AML) responsables de aproximadamente 75% y 17% de los casos
respectivamente. Dado el rendimiento insatisfactorio de los actuales agentes antileucémicos, es
imprescindible la busqueda de nuevos agentes que sean efectivos en los casos de resistencia a las
drogas. En este estudio se evaludé el potencial antitumoral de leptocarpina, una lactona
sesquiterpenica, respecto a su actividad antiproliferativa y citotoxica, el posible mecanismo de
accion y el efecto sobre la expresion de distintos transportadores de resistencia a multidroga, en
dos lineas celulares, HL60 (leucemia promielocitica humana) y U937 (leucemia monocitica
humana), ademas de leucocitos normales y células leucémicas de distinto tipo provenientes de
cultivos ex-vivo. El efecto citotoxico y antiproliferativo de leptocarpina fue ensayado por Azul de
Tripano y reduccion de MTT, a concentraciones que van de 0 a 100 uM, y a tiempos de 24 hrs.
Leptocarpina promovié una disminucion de la viabilidad celular en aproximadamente un 70%
con respecto al control en las células leucémicas y, ademas, leptocarpina induce apoptosis por un

mecanismo dependiente de p-21"A™1

, caspasas Yy asociado a la via intrinseca (Bcl-2). Asimismo,
leptocarpina indujo una variacion negativa en la expresion de transportadores de resistencia a
multidrogas MRP1 y MDR1 principalmente. Si bien, en base a los resultados obtenidos, es
aventurado darle un uso terapéutico a leptocarpina como citotdxico, ella podria ser usada como

quimio-sensibilizador, asociado a otro u otros farmacos. Este potencial inhibitorio de expresion

de proteinas de resistencia a multidrogas es tanto 0 mas valioso que un gran efecto citotoxico.



SUMMARY.

Leukemia is among the ten most common types of cancer and accounts for the greatest number
of child cancers being Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) and Acute myeloid leukemia
(AML) responsible for 75 and 17 % of the those cases respectively. Therefore new drugs,
especially those with the ability to circumvent the Multidrug resistance phenomena are urgently
needed. This study evaluated the antitumor, antiproliferative, and cytotoxic potential of
Leptocarpine, a sesquiterpene lactone, its probable mechanism of action and its influence on the
ability and expression of Multidrug resistance proteins, in two different cell lines, HL60
(leucemia promielocitica humana) and U937 (leucemia monocitica humana), together with
normal leukocytes and ex vivo obtained primary cultured leukemic cells. Lectocarpine cytotoxic
and antiproliferative effect was assessed by trypan blue exclusion and MTT reduction, for 24
hours at concentrations ranging from 0 to 100 uM. Leptocarpine successfully promoted a fall in
cell viability of about 70 % compared to controls in leukemic cells, inducing apoptosis in a p-
21"WA™1 and caspases dependent manner associated to intrinsic pathways (Bcl-2). Leptocarpine
also induced negative variations in the expression of some MDR transporters like MRP1 and
MDR1. Despite the promising data is risky to attribute leptocarpine a therapeutic use in future
cancer chemotherapy regimes, although its use as a chemosentitizer associated to other drugs
could be favored. Is also necessary to highlight that multidrug resistance protein inhibitory

potential is as valuable as cytotoxic properties in current and future cancer chemotherapy and

other clinical applications.



1 INTRODUCCION.

Aunque desde hace siglos se han descrito tumores en seres humanos, los primeros estudios del
cancer se atribuyen, por lo general, a los médicos del siglo XVIII. Hill coment6é que existia un
extrafio enlace entre el consumo de tabaco y el cancer. Poco después, Pott establecié una relacion
entre el cancer testicular y la exposicion ocupacional de los deshollinadores al alquitran de hulla
y al hollin, pero no fue hasta 1917 cuando se present la primera documentacién experimental
que demostraba que el alquitran actuaba como carcin6geno en animales, al formar tumores en las
orejas de conejos después de ser aplicado en este sitio. En 1895, Rehn dio a conocer que los
trabajadores de la industria de anilinas presentaban una elevada incidencia de cancer vesical. En
1938, Hueper sefiald que la 2-naftilamina, una amina aromética a la que estaban expuestos los
trabajadores de anilinas, era carcindgena, después de inducir tumores vesicales en perros (Weiss,

1997).

El cancer es una enfermedad en la que ocurre un desorden en el proceso normal de division
celular (Reddy et al, 2003), ademas es un proceso multietapas que es definido por distintas fases
histolégicas y fisiopatoldgicas (Smith et al, 2006), en las cuales alteraciones genéticas y
epigenéticas determinan la transicién de una etapa a otra, y estas incluyen mutaciones en
oncogenes, genes supresores tumorales y desajuste en la reparacion de genes (Smith et al, 2006).
A nivel celular las anormalidades incluyen incremento de la proliferacion, evasion de la
apoptosis, aumento del proceso de angiogénesis y de la capacidad para invadir regiones distantes

del sitio primario (metéstasis) (Modzelewska et al, 2005).

Entre las causas del cancer se encuentran tres fendmenos bien documentados y dificiles de

separar que son: una dieta incorrecta, predisposicion genética y estimulos perniciosos del



ambiente. Se estima que por lo menos el 35% del total de canceres del mundo son causados por
una dieta inadecuada, que en relacion a este tema (cancer) esta ligada principalmente al bajo
consumo de agentes antioxidantes que se encuentran en frutas, verduras, extractos de plantas y
hierbas; en el caso del cancer de colon, una dieta incorrecta seria responsable del 80% de los
casos en el mundo (Reddy et al, 2003). Mujeres japonesas y en general las orientales tienen una
incidencia mucho menor de cancer de mama que las mujeres occidentales, lo cual se deberia al
alto consumo de soya, que contiene isoflavonas, que son fitoestrdgenos o estrogenos vegetales.
Los fitoestrogenos se unen a los receptores de estrogenos y bloquean el efecto promotor de este
sobre el cancer, por lo que son recomendados para reducir el cancer de mama y prostata
(Demark-Wahnefried et al, 2001). Otro ejemplo de la influencia de la dieta lo constituye el
tomate, que contiene el antioxidante licopeno que protege contra el cancer de prostata y si
ademas es usado en combinacién con alfa tocoferol su efecto se ve enormemente potenciado
(Klein et al, 2001). La predisposicion genética al cancer se presenta en aproximadamente 20% de
los casos y la gran mayoria esta ligado a carcindgenos ambientales (Reddy et al, 2003). Los
mayores carcin6genos ambientales incluyen la polucién del agua y del aire, la radiacion y los
medicamentos (Doll et al, 1981). La idea que el cancer tiene una base genética se sustenta en
observaciones clinicas de ciertos tumores que presentan patrones definidos de herencia familiar,
asi como en observaciones de anomalias cromosdmicas especificas que se relacionan con
tumores en particular, por ejemplo, el cromosoma de Filadelfia en casos de leucemia mieloide
cronica (L.M.C) (Kano et al, 2001) el cual constituye un marcador genético de esta leucemia, y se
origina por la translocacién reciproca entre los cromosomas 9 y 22, donde se fusiona el gen de la
tirosina kinasa c-ABL (homologo celular del producto de oncogen viral de leucemia murina de

Abelson) del cromosoma 9 y el gen breakpoint cluster region (BCR) del cromosoma 22. La



fusion genetica BCR-ABL codifica una proteina kinasa BCR-ABL activa que juega un rol causal
en L.M.C (Hunter, 2007). Los datos que confirman esto derivaron de estudios sobre retrovirus
animales que generan canceres especificos. En 1911, Rous comunico la induccion de sarcomas en

pollos usando filtrados libres de células extraidos de la mama de raton. (Weiss, 1997).

Los mecanismos por los cuales los genes celulares normales adquieren actividad oncogénica son:
mutacion, translocacion cromosdmica, amplificacion, insercion y delecion (Weiss, 1997).
Ejemplo de lo anterior es el aumento en la expresion de los protooncogenes leucémicos MYC,
TALL, LYL1, y HOX11; la translocacion que genera fusion entre los oncogenes BCR-ABL,
TEL-AML1, E2A-PBX1, y MLL,; y alteraciones de la ploidia que incluyen aumento o
disminucion (Downing et al, 2002). Sin embargo, estudios en una variedad de sistemas
experimentales han demostrado que la mayoria de estas lesiones son insuficientes para generar un
fenotipo leucémico total por si solos. La necesidad de mutaciones maltiples para desregular la
proliferacion sin conducir a la apoptosis queda en evidencia en el hecho de la proliferacién
celular y apoptosis que ocurre en ratones deficientes del gen de retinoblastoma (RB1-/-). Este gen
es un supresor tumoral ubicado en el cromosoma 13 y codifica para la proteina nuclear pRB que
participa en la regulacion de la transcripcion y el control de la division celular en células oculares
comparado con células deficientes de los genes RB-1y p53 (ambos genes supresores tumorales)
que perpettan su proliferacion y no responden a la apoptosis (Morgenbesser et al, 1994; Miao et

al, 2003; Nelson, et al, 2001).
1.1 Leucemias.

Los tumores malignos que surgen en las células hematopoyéticas son tan variados como las

lineas individuales que comprende este tejido, e incluye los sindromes mieloproliferativos y



linfoproliferativos agudos y cronicos (L.M.A, L.L.A, L.M.C, L.L.C) (Downing et al, 2002). La
clasificacion de leucemias agudas que goza de mayor difusion y aceptacion en el &mbito
hematol6gico internacional es la elaborada en 1976 por el Grupo Cooperativo Franco-
Americano-Britanico (FAB). Esta clasificacion se basa Unicamente en el aspecto morfoldgico y

en el comportamiento citoquimico de las células blasticas (tabla 1y 2).

La leucemia (que significa sangre blanca), fue descrita originalmente en 1845 por Virchow
(Virchow, 1847), y son proliferaciones neoplésicas clonales de células inmaduras del sistema
hematopoyético, las cuales se caracterizan porque la diferenciacion es aberrante o se detiene en
fases iniciales de maduracion y diferenciacion. Las leucemias agudas que se agrupan, segun su
estirpe, en linfoblasticas y mieloides, propiamente tales, pueden identificarse fenotipica y
genéticamente, y se caracterizan por un curso clinico rapido que habitualmente requiere
tratamiento inmediato. Sus células (blastos) derivan de las progenitoras hematopoyéticas
primitivas, a las que se asemejan bioldgicamente (De Vita et al, 2000), en algunos casos los
blastos pueden ser indiferenciados o tener caracteristicas tanto linfoide como mieloide, y aunque
los dos tipos celulares cursan con sintomas clinicos similares, su demografia y tratamiento son
diferentes (Weiss, 1997). Por el contrario, las leucemias crénicas tienen el fenotipo y los rasgos
bioldgicos de células méas maduras (De Vita et al, 2000). Aunque el nimero total de neoplasias
hematopoyéticas en adultos supera enormemente las observadas en nifios y adolescentes, estos
tumores solo representan el 5%-8% del total, mientras que en los menores comprende el 50% de
todos los canceres en EE.UU (http://www.seer.cancer.gov), en Chile corresponde al 40% del total
de los canceres infantiles con una incidencia de 4-5 casos por 100.000 nifios, lo que corresponde

a 146-182 casos nuevos/afio (poblacion 2002: menores de 15 afios: 3.658.631 habitantes) (minsal,



2004). Por lo tanto hay una necesidad de nuevos agentes antileucémicos, especialmente aquellos

que sean efectivos en los casos de resistencia a las drogas actuales. (Batova et al, 2002)



Tipo morfologico
Rasgos citoldgicos
LI L2 L3
Tamano celular Predominio de células pequefias Células grandes v heterogéneas Celulas grandes v homogéneas
Cromatina Homogénea Variable, heterogénea Homogénea v en punteado fino
Mitosis = 3%
Formas del nicleo Regular Trregular Regular
Ocasionalmente hendido o con Generalmente hendido o indentade  Oval o redondo
indentaciones
Nucléolos No visibles o pequenios v atenuados Uno o mis, a menudo prominentes  Uno o mas, prominentes
Cantidad de citoplasma Escasa Variable, moderadamente abundante Moderadamente abundante
Basofilia citoplasmica  Ligera Variable Muy intensa
Vacuolizacién Variable (habitualmenie ausente) Variable (habitualmente ausente) Prominente

Tabla 1: clasificacion FAB de las leucemias agudas linfoides. Extraido de Sans-Sabrafen et al.
Hematologia Clinica (42 ed.) pag. 359.

Tanto por ciento de células medulares

Subtipo Diferenciacion Componente Componenie
FAB Denominacidn predominante Blastos {Te) granulocitico® (7s) manocitico™ (%)
MO Mielobléstica aguda con > 30: < 3 MPO o NS+, MPO+ por ultraestructura, CD13 yfo CD33+, marcadores
minima diferenciacién de linea B v T negativos, morfolagia de blastos tipo L2 o muy
mieloide indiferenciados
M1 Micloblastica aguda sin Granulocitica =90
maduracién =3 MPO o NS+ <10 <10
M2 Mieloblastica aguda con Granulocitica 30-89 =10 <20
maduracién
M3 Promielocitica Granulocitica > 30 promielocitos anémalos de nicleo reniforme o lobulado, maltiples
bastones de Auer v/o astillas
M3v  Promielocitica (forma Granulocitica = 30 promielocitos anémalos de nicleo monocitoide v granulacién o polvillo
microgranular) granular no visible. Astillas ocasionales
M4 Mielomonocitica aguda Granulocitica =30 =20 > 20
v monocitica
Mdeos Mielomonocitica aguda Granuloeitica  » 30, eosindfilos atipicos con granulacion inmadura (basdfila) v alteraciones
(variante con eosinofilia) y manacilica de la segmentacion nuclear
M5a Monoblistica aguda Monocitica > 30 <20 » 80
{monaoblastos)
M3b Monaocitica Monocitica > 30 <20 < 80
{monoblastos)
M6 Entroleucemia Eritrocitica = 30: mielohlastos = 50% de eritrablastos
v granulocitica
M7 Megacarioblistica Megacariocitica > 30; demostracién de estirpe megacariobldstica por citoquimica

ultraestructural (PPO) o técnicas inmunoldgicas

* Promielocitos a polimorfonucleares. .
= Monoblastos a monecitos; MPO: mieloperoxidasa; NS: negro suddn; PPO: perovidasa plaguetaria.

Tabla 2: clasificacion FAB de las leucemias agudas mieloides. Extraido de Sans-Sabrafen et al.
Hematologia Clinica (4% ed.) pag. 348.




1.2 FENOMENO DE LA RESISTENCIA A MULTIDROGAS

La efectividad de las terapias adoptadas para tratar muchas patologias de nuestro tiempo, como el
cancer, infecciones, artritis reumatoide y enfermedades que comprometen al SNC tales como,
depresion, enfermedad de Alzheimer, demencia inducida por VIH, epilepsia y esquizofrenia esta
limitada en gran medida por la baja respuesta o franca resistencia al tratamiento administrado
(Baldini et al, 1997; Gottesman et al, 2002). La mayoria de las respuestas farmacoldgicas estan
condicionadas por un sinnumero de factores que afectan los parametros farmacocinéticos y
farmacodindmicos; estos incluyen enzimas metabolizantes, transportadores de drogas, acceso del
farmaco a compartimentos anatomicos determinados y la alteracion de las dianas celulares o
expresion de productos génicos que pueden desencadenar una baja en la respuesta farmacolégica
(Leonard et al, 2003; Borst et al, 2002). La union de uno o mas de estos factores podria
desencadenar la aparicion de un fenémeno complejo y de importancia capital en la terapéutica
moderna conocido como Resistencia Multiple a Farmacos (Multidrug resistance, MDR por sus
siglas en inglés). Este fendmeno consiste en que las células, principalmente tumorales,
desarrollan resistencia cruzada a una amplia variedad de drogas que no tienen necesariamente
similitud estructural entre si después de haber sido expuestos de forma crdnica o aguda a un

Unico agente terapéutico (Ling et al, 1997).

El ejemplo que mejor ilustra esto debido a la multifactorialidad de las respuestas y mecanismos
involucrados es el del citostatico Metotrexato (MTX). Metotrexato es el agente inhibidor de
reductasas félicas mas usado no solo en el tratamiento de leucemias, linfomas, coriocarcinoma,
neoplasias de cuello y cabeza, y carcinoma osteogénico. MTX es una de las piedras angulares en
el régimen curativo de nifios con leucemia linfoblastica aguda (LLA), pero desgraciadamente es

efectivo s6lo en un 10 % de los pacientes que sufren de leucemia mieloide cronica (LMC)



(Gorlick et al, 1996). MTX es un inhibidor de la enzima dihidro folato reductasa (DHFR) y como
consecuencia de esta inhibicién, N>-N'° metilen tetrahidrofolato y N*° formiltetrahidrofolato, los
cofactores esenciales para la sintesis de timidilato y purinas no se producen, el resultado es una
inhibicion de la sintesis de DNA y la muerte celular (Chu et al, 1996). De forma similar a lo
observado con la enzima DHFR las enzimas glucinamida ribonucle6tido transformilasa (GAR) y
aminoimidazol carboxamida transformilasa (AICAR), esenciales en la sintesis de novo de
nucle6tidos de purina también son inhibidas por MTX. MTX también tiene la capacidad de
competir con los folatos reducidos en su transporte y conjugacion a glutamato. La efectividad de
MTX depende de su concentracion y de la capacidad de las células para internalizarlo y retenerlo
por lo tanto esta situacion es determinante en el desarrollo de resistencia (Westerhof et al, 1995).
La razon de influjo de MTX a las células es controlada por la proteina transportadora de folatos
reducidos (RFC, por sus siglas en inglés). Un segundo transportador de baja capacidad es el
receptor de folatos unido a membrana, sin embargo la informacion disponible no permite hasta el
momento asegurar que este sistema de transporte esté involucrado al menos de forma directa en
la resistencia a MTX (Trippet et al, 1992). Al igual que los folatos, el MTX es metabolizado para
formar derivados de poliglutamatos, todo esto catalizado por la enzima folilpoliglutamato
sintetasa (FPGS) que une grupos glutamil a MTX. La formacion de estos productos es de gran
importancia pues los poliglutamatos de MTX permanecen dentro de la célula por periodos mas
largos que otros conjugados de menor longitud y que el MTX sin conjugar (Barrueco et al, 1992).
La actividad de MTX depende también de la exopeptidasa y-Glutamil Hidrolasa (y-GH) que
cataliza la hidrélisis de poliglutamatos intracelulares (Barrueco et al, 1992 (2)). Tomando en
cuenta lo mencionado en el parrafo anterior se ha descrito que los principales mecanismos que

definen la resistencia celular a MTX incluyen (1) transporte de MTX defectuoso, debido a una



baja en la expresion de RFC, (2) aumento de la amplificacion de los genes de la enzima DHFR lo
que resulta en una alza de sus niveles de expresion, (3) la alteracién de la afinidad de MTX por
DHFR debido a mutaciones de la diana (lo que también se observa con antifolatos usados para el
tratamiento de la malaria), (4) una disminucién de la acumulacion de los derivados poliglutamato
debido a un aumento de la degradacion o disminucion de la sintesis, mecanismo que por fuerza
implica una disminucion de las enzimas encargadas de la conjugacion, y (5) la expresion de
bombas de eflujo de alguna de las familias del tipo ABC y aquellas que aungque no pertenecen a
esta superfamilia pero que sin embargo poseen importancia clinica y prondstica, a saber, major

vault protein (MVP por sus siglas en inglés) y RLIP76 (Matherly et al, 1995; Gorlick et al, 1997).

Entre otros mecanismos de gran importancia que contribuyen al desarrollo de un fenotipo
resistente se encuentran fallas en los mecanismos apoptéticos, principalmente dados por la
inhibicion de enzimas encargadas de transformar componentes del citoesqueleto que actuarian
como ultimo punto de control apoptotico (LCP por sus siglas en ingles) (ldriss, 2000),
sobreexpresion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y sus auxiliares que compiten con la
proteina Bax regulando la descarga de proteinas y citocromo-c desde la mitocondria para
desencadenar la iniciacion de la cascada de caspasas (Fojo et al, 2003), y el silenciamiento
mediante metilacion de genes que codifican para proteinas consideradas vitales para la supresion
tumoral como p21 y p53 (Sobell et al, 1996), ademas de alteracién en los mecanismos de

metabolizacion.



1.3 MECANISMOS MOLECULARES DE IMPORTANCIA ALTERADOS EN EL

FENOMENO MDR.

1.3.1 Alteracion del metabolismo

Una vez en el interior de la célula las drogas pueden ser inactivadas por maltiples mecanismos,
entre los cuales se cuenta la oxidacién y/o conjugacién con glutation (GSH). Familias de
isoenzimas como las glutation S-transferasas (GSTs) conjugan el glutation con varios
xenobioticos o farmacos, jugando un importante papel en la detoxificacion. La sobreexpresion de
GSTs y el aumento del contenido celular de GSH se han asociado con la resistencia a un agente
muy usado en el tratamiento del cancer de pulmon, el cisplatino (Ishikawa et al, 1993), y también
con antraciclinas y alquilantes como melfalan, ciclofosfamida, thiotepa o la carmustina (Lehnert,
1996). La conjugacion no es suficiente para que la célula expulse los farmacos, ya que el
conjugado (GS-X) es mas hidréfilo y no puede salir por difusion pasiva. Para ello el GS-X
necesita de las llamadas bombas de GS-X (“GS-X pumps”). Algunas proteinas transportadoras
como Mrp pueden actuar como bombas de GS-X (Borst et al, 2000). Otra de estas proteinas, Pgp,
parece tener elementos reguladores comunes con la Glutation S-transferasa-n (Volm et al, 1991),
estando descrito un aumento de la expresion de ambas en tumores resistentes y en tumores con

baja actividad proliferativa (Kreisholt et al, 1998).
1.3.2 Alteraciones de la diana molecular.

Las topoisomerasas son enzimas muy importantes en el metabolismo del ADN. Entre otras
funciones, rompen de forma controlada y posteriormente vuelven a unir las cadenas de ADN

(Plasencia et al, 2000). Existen dos tipos de topoisomerasas, |1 y Il. La | rompe una sola cadena,



mientras la Il rompe ambas cadenas a la vez. Las roturas del ADN permiten el paso de una
cadena a través de la otra, lo cual es imprescindible para la formacién de la doble hélice. Las
alteraciones cuantitativas o cualitativas de la enzima pueden alterar la sensibilidad de esta a sus
inhibidores. Existen dos isoformas de la topoisomerasa Il llamadas o y B (Stewart, 2001). Estas
isoformas presentan una regulacion diferente, y sus propiedades y probablemente sus funciones
también lo son. Los farmacos inhibidores de las topoisomerasas se unen de forma fija a ellas y al
ADN, estabilizando las roturas de este. Al impedirse el restablecimiento de la integridad del
ADN se inicia el proceso de la muerte celular (Morrow et al, 1993). Son inhibidores de la
topoisomerasa | farmacos como el topotecan y el irinotecan o CPT11. Son inhibidores de la
topoisomerasa Il las epipodofilotoxinas como el VP16 o etopésido y el VM26 o tenipdsido, las
antraciclinas y otras drogas como la mitoxantrona, muchos de estos farmacos se emplean en el
tratamiento de diversos canceres como pulmon y cancer de tejido linfético, testiculo y ovario
(Carney et al, 2000; Shepherd, 2000). Otro grupo importante de farmacos que actla como
inhibidor de la topoisomerasa Il son las quinolonas y sus congéneres fluorados. Las alteraciones
de la topoisomerasa Ilo. pueden jugar un papel en la resistencia a la quimioterapia del cancer de
pulmén (Scaglioti et al, 1999), pero los estudios clinicos, en general, no encuentran relacion con
la respuesta a la quimioterapia ni con otras variables clinicas (Kreisholt et al, 1998; Scaglioti et
al, 1999; Giacone et al 1995; Dingemans et al, 2001). Sin embargo, algunos estudios han
detectado una menor sobrevida en los pacientes que presentan altos niveles de topoisomerasa lla

(Giacone et al, 1995; Dingemans et al, 2001).



1.3.3 Aumento en la capacidad de reparacion del ADN.

Muchos citotdxicos tiene en comun la alteracién de la estructura del ADN (alquilantes,
inhibidores de la topoisomerasa, antimetabolitos) (Morrow et al 1993). ElI aumento en la
capacidad de reparacion de este, es otro mecanismo causante de resistencia multiple a drogas.
Anormalidades en enzimas como la O6-alquilguanina-alquiltransferasa (ATasa) o alteraciones en
los genes que codifican para elementos involucrados en la reparacion del ADN, parecen estar

entre sus causas (Lehnert, 1996).
1.3.4 Fallo de la muerte celular programada o apoptosis.

Es uno de los factores a los que se le da actualmente mas importancia como causa de resistencia a
multiples drogas. Los tejidos normales, a diferencia de los neoplasicos, no crean resistencia a la
quimioterapia (Chu et al, 1997). Esto es evidente a la simple observacién clinica. Los tejidos
normales mas renovables, como la mucosa gastrointestinal y la medula 6sea, aun siendo los que
mas sufren los efectos de las drogas antineoplésicas, nunca se vuelven resistentes, y a pesar del
uso reiterado del farmaco contindan sufriendo sus efectos téxicos (Chu et al, 1997). Hoy se
piensa que esto se debe a que los tejidos normales tienen intacta y en buen funcionamiento toda la
magquinaria genética que controla los Ilamados “puntos de chequeo” del ciclo celular y la muerte
celular programada o apoptosis. Estos controles, no permiten que células con ADN dafiado entren
en division, de tal manera que detienen el ciclo celular hasta que se repare el ADN o bien
encaminan a la célula hacia la muerte programada o apoptosis. La alteracion de estos sistemas de
control del crecimiento celular puede ser una de las causas principales de la resistencia a la
quimioterapia (Chu et al, 1997). De hecho, se han iniciado estudios con sustancias que inducen

apoptosis (Yang et al, 2003). EI mal funcionamiento de los mecanismos de control del ciclo



celular y de la apoptosis, hace que una célula con dafio no reparado en su ADN se reproduzca

continuamente, en lugar de morir o detener su duplicacion (Tamm et al, 2001).

Los nuevos conocimientos sobre el control del ciclo celular modifican la vision clésica de que la
sensibilidad a las drogas antineoplasicas dependia, de forma casi exclusiva, de la interaccion
entre el farmaco y su diana celular. En muchas ocasiones dicha interaccion es solo el estimulo
que inicia una cascada de acontecimientos que eventualmente pueden terminar con la vida de la
célula (Chu et al, 1997). Un elemento importante en todo lo descrito anteriormente es la proteina
p53. p53 es una proteina activadora de la transcripcién, con efecto tumoral supresor, que actia
deteniendo el ciclo celular en la fase G1 0 G2, cuando la célula es expuesta a farmacos que dafian
el ADN (Chu et al, 1997; Leonard et al, 1995). Comportandose asi como una potente inductora
de la apoptosis (Leonard et al, 1995). Las mutaciones en el gen que codifica para p53 son
frecuentes en los tumores humanos (Chu et al, 1997). Las alteraciones en la regulacion de la
apoptosis y en los puntos de chequeo del ciclo celular, por mutaciones de p53, pueden ser causa
de resistencia a la quimioterapia (Chu et al, 1997; Marie, 2001). Una p53 alterada se ha
relacionada con resistencia a una gran variedad de quimioterapicos, pero, por el contrario,
también con una mayor sensibilidad a otros (Chu et al, 1997). Las alteraciones de p53 se han
relacionado con la respuesta a la quimioterapia (Chin et al, 1992; Harada et al, 2003; Kawasaki et
al, 1998), en especial con la resistencia al cisplatino. En su estado normal, p53 parece ejercer un
efecto supresor sobre los genes que codifican dos proteinas relacionadas con la resistencia a la
quimioterapia, MRP y P-gp (Chin et al, 1992; Wang et al, 1998). P-gp, con independencia de su
papel de bomba de membrana, se ha relacionado con la inhibicion de la apoptosis por vias
diferentes a la relacionada con p53 (Chin et al, 1992). Ademas de p53, existen otros elementos

que actuando también sobre la apoptosis, pueden tener un papel en la resistencia a la



quimioterapia (Chu et al, 1997). Entre ellos tenemos: la activacion de genes supresores de la
apoptosis como el Bcl-2, cuya inhibicion disminuye la resistencia a drogas antineoplésicas en
cultivos celulares de leucemia y linfomas; la inhibicion de las proteinas quinasas activadas por el
stress (SAPK o “Stress-Activated Protein Kinase”), las cuales facilitan la apoptosis inducida por
quimioterapia; o la inhibicion de las caspasas, que activadas por muchos quimioterdpicos inician

la apoptosis (Solary et al, 2000).

Entre los mecanismos descritos en el parrafo anterior el que ha concitado gran atencion y
dedicacién por parte de varios grupos de investigacion es la inactivacién mediada por quinasas de
una proteina conocida como TTL (Tubulin Tyrosine Ligase). Esta proteina es la responsable de la
adicion de un residuo de nitrotirosina al Glutamato carboxi terminal de la o tubulina lo que en
condiciones normales produciria una alteracion de la red microtubular resultando en apoptosis
por un mecanismo dependiente o independiente de caspasas. La falla de este mecanismo
permitiria a la célula escapar del control proliferativo y eventualmente generar cancer. Ademas se
ha descrito que la fosforilacion de TTL esta relacionada con un mal prondstico de la enfermedad.
La fosforilacion de esta enzima presumiblemente por una isoforma de la proteina quinasa C
(PKC) en un residuo de serina cercano a su sitio de union al ATP impediria la union del

nucledtido a su sitio de hidrdlisis lo que resultaria en la inactivacion (Idriss et al, 2000).



1.4 BOMBAS DE EFLUJO.

Estos transportadores han demostrado tener un importante y muy bien definido rol en la
extrusion de drogas con relevancia clinica. Dentro de este apartado, encontramos a las siguientes
proteinas transportadoras: P-glicoproteina, las proteinas asociadas a la resistencia multiple a
drogas (MRPs), de las cuales se conocen 12 isoformas y la proteina de resistencia a drogas del
cancer de mamas ABCG2. En realidad la familia de los transportadores ABC en mamiferos
parece ser mas extensa y funcionalmente diversa y es muy probable que en un futuro no muy
lejano mas proteinas transportadoras de este tipo sean identificadas y caracterizadas. Todas las
proteinas transportadoras del tipo ABC que seran discutidas aqui y que estan involucradas en el
fendbmeno MDR se localizan principalmente en la membrana plasmatica desde donde ellas
pueden extruir una gran variedad de farmacos estructuralmente muy diferentes, ademas de
metabolitos, farmacos conjugados y otros compuestos. La exportacion de estos compuestos fuera
de los limites celulares ocurre de una manera activa donde la energia requerida proviene de la
hidrélisis del ATP, y ella puede llevarse a cabo incluso en contra de gradientes de concentracion.
Basandonos en su estructura las proteinas transportadoras de drogas pueden dividirse en cuatro
clases. La primera en ser descubierta y caracterizada fue P-glicoproteina, la que posee dos
dominios muy similares, cada uno de los cuales tiene seis segmentos transmembrana y un sitio de
unién para ATP, ubicados ambos en el lado intracelular. El primer segmento extracelular de P-gp
esta fuertemente N-glicosilado. La misma arquitectura general se encuentra en MRP-4 y MRP-5
dos miembros de la familia MRP, pero las glicosilaciones se encuentran principalmente en el
cuarto segmento extracelular. MRP-1 MRP-2 y MRP-3 tienen la misma estructura basica que

MRP-4 y MRP-5, pero ademés ellos poseen una extension N-terminal que consiste de cinco



segmentos transmembrana. Como consecuencia el N-terminal de estas proteinas se encuentra

ubicado extracelularmente y glicosilado en MRP-1.

La proteina transportadora de drogas mas reciente es BCRP. A diferencia de los transportadores
antes discutidos, este es s6lo un “medio transportador” que posee s6lo un sitio de unién a ATP
intracelular seguido de seis segmentos transmembrana. La Ultima vuelta extracelular es
glicosilada, la informacién disponible sugiere que el transportador BCRP funciona como un

homodimero.

Todos estos transportadores poseen de una u otra forma arboles de glicosilacién. Segun algunos
estudios in vitro es muy probable que estas glicosilaciones no sean necesarias para la funcion
transportadora bésica de estas proteinas. Sin embargo la N-glicosilacién probablemente cumple

un importante papel ayudando a estabilizar la insercion de los transportadores a la membrana.

1.5 PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL FENOMENO MDR
1.5.1a P-gp

La P-glicoproteina (P-gp) es quizas la proteina transportadora de drogas mejor estudiada de
todas. Su caracteristica mas destacable es sin lugar a dudas la diversidad estructural de los
sustratos que puede transportar, que incluyen un vasto nimero de drogas con importantes usos
terapéuticos. En este trabajo los compuestos que son efectivamente transportados por estas
ATPasas seran denominados sustratos mientras que los compuestos que s6lo han demostrado ser
inhibidores seran llamados inhibidores o simplemente bloqueadores. P-gp fue identificado porque
se descubrié que se sobreexpresaba en lineas celulares que eran resistentes a drogas citotdxicas.

Debido a la gran variedad de sustratos transportados y a la diversidad estructural de estos, este



curioso fenomeno fue denominado “multirresistencia a drogas” (Senior et al, 1997; Ambudkar et

al, 1999; Schinkel et al, 1997).

Sélo hay unos pocos denominadores comunes en la estructura de los sustratos de P-gp. Ellos
usualmente son moléculas organicas cuyo peso molecular va desde algo menos de 200 Da hasta
casi 1900 Da. Muchos contienen grupos aromaticos, pero moléculas lineales o circulares también
son transportadas. La mayoria de las moléculas que son transportadas eficientemente no poseen
carga o son de naturaleza basica, pero algunos compuestos acidos como metotrexato y fenitoina
también pueden ser extruidos aunque a una tasa menor. El principal denominador comdn de los
sustratos de P-gp es la naturaleza anfipatica de estas moléculas. Esto puede estar estrechamente
relacionado con el mecanismo de translocacién propuesto para P-gp. Se ha postulado que los
sustratos intracelulares de P-gp primero deben insertarse en el pliegue interior de la membrana
plasmaética antes de ser “volteados” hacia el pliegue mas externo de esta 0 quizas ser extruidos
directamente hacia el medio extracelular por P-gp (Higgins et al, 1992; Smit et al, 1993; Smith et
al, 1994; Van Heelvort et al, 1996). S6lo moléculas de naturaleza anfipatica poseen las
caracteristicas deseadas de insercion a la membrana. Como la mayoria de los sustratos de P-gp
son hidrofébicos en principio ellos pueden difundir pasivamente a traves de las membranas
bioldgicas a una tasa razonable. En estudios farmacoldgicos esto haria suponer que en la ausencia
de transporte activo los sustratos de P-gp cruzardn membranas y llegaran a los tejidos u otros
compartimentos (Smit et al, 1993; Van Heelvort et al, 1996). Entre los sustratos de P-gp
encontramos: Inhibidores de la proteasa del VIH tales como imprinavir, saquinavir, ritonavir,
antidiarereicos como la loperamida, antagonistas H, como la cimetidina y antineoplasicos como

los alcaloides de la vinca, antraciclinas, taxanos, antracenos, topotecano, y MTX.



1.5.1b Funciones fisioldgicas de P-gp

MDR-1 P-gp se encuentra principalmente (aunque no de manera exclusiva) en las células
epiteliales del cuerpo donde se localiza en la membrana apical (Thiebaut et al, 1987). Esto puede
tener dramaticas consecuencias para la conducta farmacoldgica de las drogas sustrato. Muchas de
estas caracteristicas farmacoldgicas fueron demostradas por primera vez en ratones Knockout
que no poseian uno o dos de los homologos Murinos de MDR-1 P-gp humana, Mdrla y Mdrlb
(Schinkel et al, 1991; Huisman et al, 2001). Entre las funciones mas estudiadas se encuentran las
que cumple en la barrera hematoencefalica (Cordon-Cardo et al, 1989; Schinkel et al, 1994, 1995,
1996), hematotesticular (Saito et al, 2001; Schinkel et al 1995), hematofetal (Lankas et al, 1998),

la funcion hepatobiliar y la excrecion intestinal directa (Thiebaut et al, 1987).

1.5.2a MRP1 (ABCC1)

Esta proteina fue identificada por primera vez en una linea celular que se hizo muy resistente a
doxorrubicina y no poseia P-gp, los andlisis que siguieron a esta observacion concluyeron que
esta proteina ademas conferia resistencia a un gran nimero de otros antineoplasicos. Entre los
sustratos que esta proteina puede transportar se incluyen los alcaloides de la vinca, antraciclinas,

mitoxantrona y metoxetrato (Cole et al., 1992, 1994).

MRP1 funciona principalmente como un cotransportador de aniones organicos anfipaticos vy
otros compuestos de diferente naturaleza. Puede transportar drogas hidrofébicas como el
mediador inflamatorio leucotrieno C4 (LTC4) y otros compuestos que estan conjugados o
acomplejados con el tripéptido anidnico glutation (GSH), ademas de aquellos que estan

conjugados con &cido glucoronico o sulfato. En realidad el transporte eficiente de varias drogas



anti cancerigenas no aniénicas por medio de MRP1 es muy dependiente del contenido celular de
GSH, por otro lado es muy probable que MRP1 exporte drogas tales como vincristina y etopdsido
mediante cotransporte con GSH reducido. lones no organicos de metales pesados como arsénico
y antimonio trivalente también son transportados unidos a GSH (Leier et al, 1994; Muller et al,
1994). A diferencia de P-gp, MRP1 se localiza en la membrana basolateral de las células
epiteliales y sus sustratos por lo tanto son transportados hacia el lado basolateral del epitelio
(Evers et al, 1996). Ratones knockout para Mrp1 son viables y fértiles pero muestran deficiencias
en las reacciones inflamatorias mediadas por LTC4, lo que sugiere que la excrecién de LTC4 es

tal vez la principal funcion fisiologica de MRP1 (Wijnholds et al, 1997).

1.5.2b Funciones farmacoldgicas de MRP1

Aunque MRP1 se localiza predominantemente en la membrana basolateral de las células
epiteliales posee importantes funciones farmacoldgicas y toxicolégicas. Algunos grupos han
demostrado que ratones knockout para Mrpl son mas sensibles a los efectos toxicos de etopdsido
administrado por via intravenosa en la membrana muco-orofaringea y en los tdbulos testiculares
(Wijnholds et al, 1997). Esto puede ser explicado por el hecho de que estas células estan
protegidas por el epitelio de las toxinas traidas por la sangre, ya que este epitelio tiene su lado

basolateral hacia el flujo sanguineo (Wijnholds et al, 2000).

A nivel celular la expresion enddgena de MRP1 (y P-gp) puede contribuir de manera substancial
a la resistencia basal de lineas celulares a una amplia gama de drogas anticancerigenas. Lo
anterior fue demostrado usando dos modelos experimentales, células madre y otra de fibroblastos

que eran deficientes para Mrpl, y/o Mdrla y Mdrlb. En estos modelos se observo una marcada



sensibilidad a alcaloides de la vinca, antraciclinas y topotecanos (Lorico et al, 1996). Tales
contribuciones pueden explicar de forma muy satisfactoria el marcado aumento de la sensibilidad
a las drogas de la médula dsea y de las células del epitelio intestinal que son deficientes de Mrpl
y especialmente cuando la proteina transportadora de drogas P-gp también es deficiente en estos
tejidos. Para los efectos de extrapolar resultados de estudios farmacolégicos se debe tener en
cuenta que el Mrpl de roedor es mucho menos eficiente que el MRP humano a la hora de
transportar antraciclinas (Allen et al, 2000; Zhang et al, 2001). Algunos sustratos conocidos de
MRP1 son: etopdsido, tenipdsido, alcaloides de la vinca, antraciclinas, irinotecan, topotecan,
mitoxantrona y oxianiones de metales pesados tales como arsenito y amonio trivalente (Zhang et
al, 2001). Entre los inhibidores de MRP1 descritos, se encuentran LCT4 y su andlogo MK571,
ademéas de S-decilglutation, sulfinpirazona, benzobromarona y probenecid (Loe et al., 1996;

Keppler et al, 1998; Hollo et al, 1996).



1.5.3 Proteinas no pertenecientes a la familia ABC involucradas en el fenémeno MDR
1.5.3a Bdvedas (vaults) o LRP (MVP)

Este tipo especial de proteina fue llamada bdveda (vault) cuando fue descrita por primera vez en
el inicio de la década de los ochenta debido a que su estructura tridimensional se asemejaba a las
clpulas abovedadas de las catedrales. Este complejo parece tener un tamafio aproximado de
42x75 nm y una masa molecular de 13MDa que lo convierten en la ribonucleoproteina de mayor
tamafio conocida (Kedersha et al, 1986). Las vaults estan compuestas mayoritariamente por
multiples copias de tres proteinas de masas moleculares de 100.000, 130.000, 240.000 Da
respectivamente, ademas de pequefias moléculas de RNA sin traducir de entre 88-141 bases de
largo (Scheffer et al, 1995). La estructura en forma de barril de estos complejos proteicos y su
localizacion subcelular sugiere que estan involucradas en funciones de trasiego intracelular y por
lo tanto se postuld que podian estar involucradas en el fendmeno de resistencia a multidrogas
mediante el secuestro de agentes terapéuticos o su reclutamiento lejos de sus respectivas dianas
moleculares (Kong et al, 1999). La localizacion intracelular de vaults es mdltiple y se han
encontrado en el citoplasma asociadas a componentes del citoesqueleto (Hamill et al, 1997),
ademas se ha sefialado su asociacion con el nucleo, en particular con el nucléolo, la membrana
nuclear y/o poros nucleares (Chugani et al, 1993). En general se ha descrito que en mamiferos no
mas del 5% de la fraccion total de esta ribonucleoproteina se encuentra asociada al nicleo
(Abbondanza et al, 1998). Su relacién con el fendmeno de resistencia a multidrogas no fue
establecida fehacientemente hasta la identificacion, a mediados de la década de los noventa, de
una proteina de masa molecular de 110,000 Da en una linea cancerigena de pulmén que se
mostrd particularmente resistente al tratamiento con doxorrubicina y que no expresaba P-gp

(Scheper et al, 1993). Esta proteina fue Ilamada LRP (Lung Resistance Protein), en un comienzo



y su posterior analisis determind que era idéntica a MVP y se postuld que transportaba drogas
lejos de sus dianas moleculares, mediando la extrusion de drogas fuera del nucleo y el secuestro

de drogas en vesiculas (Scheffer et al, 1995).



1.6 COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL CON PROBADA Y POSIBLE ACTIVIDAD

MODULADORA SOBRE EL FENOMENO MDR.

A pesar de que muchos de los compuestos probados como posibles moduladores del transporte de
farmacos mediado por los transportadores del tipo ABC, son sustancias de origen artificial o
derivados de compuestos naturales obtenidos por hemisintesis, existe una gran variedad de
moléculas de origen natural y de ocurrencia sorprendentemente comun que han probado modular

la actividad de estos transportadores de formas igualmente diversas y variadas.

Entre los tipos de compuestos mas estudiados se encuentran los flavonoides y las lactonas
sesquiterpenicas. Los flavonoides han demostrado estar directamente involucrados en la
regulacion de procesos vitales entre los que se encuentran proteccion contra el stress oxidativo,
interaccion con las diversas isoformas del complejo citocromo P450 e interaccion con diversos
transportadores de membrana como los encargados del transporte de glucosa, mientras que las
lactonas sesquiterpénicas tiene una probada participacion en la respuesta antiinflamatoria,

antifungica y antitumoral.

1.6.1 Lactonas sesquiterpénicas.

Las lactonas sesquiterpénicas (SL por sus siglas en ingles) son una gran familia de méas de 5,000
compuestos aislados principalmente a partir de plantas de la familia Compositae que poseen una
amplia gama de actividades biolégicas y farmacoldgicas (Marles et al, 1995). Debido a su
toxicidad algunos de estos compuestos han sido probados para establecer su actividad antifingica
(Calera et al, 1990). Se conoce que parte de la actividad biologica de las lactonas sesquiterpénicas

se debe a su capacidad de alquilar nucledfilos bioldgicos tales como cisteina, glutation o sistemas



que contengan grupos sulfidrilo como las enzimas fosfofructoquinasa y glicogeno sintasa. No es
aventurado por lo tanto postular que afectando los niveles intracelulares de GSH las lactonas
sesquiterpénicas pueden modular de forma negativa variadas funciones celulares. Otro de los
mecanismos descritos es la interaccion de las lactonas sesquiterpénicas con el factor de
trascripcion NF-kB que es responsable de la expresién de més de 150 genes entre las que se
cuentan la expresion de citoquinas inflamatorias como las interleuquinas 1, 2, 4,6 y el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), ademas de genes que codifican para inmunorreceptores, moléculas de
adhesion, proteinas de fase aguda y enzimas como ciclooxigenasa Il (Baeuerle and Henkel, 1999;
Pahl, 1999). El factor de transcripcion NF-kB esta compuesto por dos subunidades llamadas p50
y p65 que son retenidas en el citoplasma en forma inactiva unidas a la subunidad inhibitoria IkB.
Inductores de NF-kB tales como lipopolisacaridos bacterianos o citoquinas inflamatorias que
activan el complejo IkB quinasa (IKC), el cual fosforila IkB en las serinas 32 y 36 causando la

degradacién del IKC por proteosomas (Barnes and Martin, 1997).

Muchas SL han mostrado inhibir la activacién de NF-xB pero sorprendentemente ellas no actGan
inhibiendo la translocacion nuclear del factor de transcripciéon o la degradacién de kB sino a
través de la alquilacion de la cisteina 38 en la subunidad p65 del factor de trascripcion, lo que
impediria su unién al DNA, interrumpiendo de esta forma la trascripcion de los genes modulados

por NF-xB (Alfonso et al., 2001).

Una de las primeras aproximaciones experimentales realizadas con el objeto de elucidar el
mecanismo de accion de estos compuestos, establecié fehacientemente que actuaban, de forma
general, inhibiendo la sintesis de proteinas (Martinez et al., 1994) sin embargo experiencias
posteriores mostraron que algunas SL también actlan ademas inhibiendo la sintesis del DNA

(Woynarowsky et al, 1981; Ross et al, 1999). En este estudio las propiedades mutagénicas de la



SL himenovina sugieren una directa interferencia en la funcion del DNA. Se cree que los grupos
multifuncionales responsables de la alquilacién en SL pueden formar enlaces cruzados entre
secciones de DNA y/o DNA y proteinas. Este hipotesis se probd en células de carcinoma uterino
HelLa en donde se obtuvieron pruebas concluyentes de que las SL inhibian la sintesis de DNA in

vivo (Woynarowsky et al., 1981).

En lo tocante a la interaccion de las SL con las proteinas del tipo ABC se ha postulado que estos
compuestos no afectarian de forma directa la actividad ATPasa sino que modularian el transporte
a través de su union a los dominios transmembrana de la proteina lo que causaria efectos
alostéricos negativos que redundarian en una disminucion de la capacidad por parte del dominio
de union de nucleétido de unir ATP, revirtiendo de esta forma el fendbmeno MDR, lo que las
transforma en una de las clases de compuestos que concitara el mayor interés cientifico en los

afios por venir (Mufioz-Martinez et al, 2004).

En esta linea de accion destaca, leptocarpina, una lactona sesquiterpénica aislada a partir de la
planta nativa leptocarpha rivularis (palo negro) perteneciente a la familia compositae y que ha
sido usada desde tiempos inmemoriales en la medicina nativa de Chile como agente estimulante,
carminativo y para el tratamiento de desdrdenes géastricos. Estudios biologicos de caracter
preliminar han determinado que leptocarpina posee actividad bioldgica, la que se traduce en la
inhibicion de la sintesis de proteinas en células HeLa sin afectar la sintesis de acidos nucleicos
(Martinez et al., 1995). La informacion disponible acerca de otros de sus congéneres permite
afirmar también que leptocarpina posee algun grado de actividad citotdxica aunque su espectro de

accion y mecanismos de accion en células tumorales es aln desconocido.

En base a los antecedentes expuestos, se plantea la siguiente hipotesis y objetivos.



2 HIPOTESIS.

Leptocarpina, una lactona sesquiterpénica aislada a partir de partes aéreas de la planta nativa Palo
Negro (Leptocarpha rivularis) presenta actividad citotdxica, apoptotica y quimiosensibilizadora

sobre células leucémicas de distintas estirpes.

3 OBJETIVO GENERAL.

Determinar las propiedades citotdxicas, apoptética y quimiosensibilizadora de leptocarpina,
utilizando lineas celulares y cultivos primarios de células hematolGgicas provenientes de

pacientes leucémicos y contrastar los resultados con muestras de individuos normales.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Montar un método para determinacién de viabilidad celular por MTT en células que

crecen en suspension.

2. Medir el efecto de leptocarpina sobre viabilidad y proliferacion en:
Cultivos primarios de células hematoldgicas de pacientes leucémicos.
Cultivos primarios de leucocitos.

Cultivo celular de lineas tumorales humanas (HL60 y U937).

3. Determinar el mecanismo citotdxico inducido por leptocarpina en:

Cultivos primarios de células hematoldgicas de pacientes leucémicos.

Cultivos primarios de leucocitos.



Cultivo celular de lineas tumorales humanas (HL60 y U937).

4. Determinar el efecto de leptocarpina sobre la expresion de las proteinas involucradas en el

fendmeno de resistencia a multidrogas en:
Cultivos primarios de leucocitos.

Cultivo celular de lineas tumorales humanas (HL60 y U937).

4 MATERIALES Y METODOS
4.1 MATERIALES

4.1.1 Reactivos

Leptocarpina (extraccion propia).

Gibco: Medio RPMI 1640, Mezcla antibiodtica-antifungica (penicilina-estreptomicina-

anfotericina B) para cultivo, L-glutamina.

Invitrogen: agarosa ultra pura, bromuro de etidio, Tag DNA polimerasa.

J.T.Baker: &cido clorhidrico, cloruro de sodio.

Kibutz Beit Haemek: Suero fetal bovino

Merck, Darmstadt, Alemania: hidroxido de sodio, isopropanol, etanol, dimetil sulfoxido
(DMSO), fosfato monoécido de sodio, fosfato di&cido de sodio.

Perkin Elmer: desoxirribonucle6tidos (dGTP, dATP, dTTP, dCTP).

Promega: DNA polimerasa.



Sigma Chemical Co: 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT);
tris[hidroximetillJaminometano  (Trizma-base), 4&cido etilendiaminotetraacético (EDTA),

bicarbonato de sodio

Winkler: PBS 10X, Tris HCI pH 9,0 Buffer Fosfato pH 7,5; agua libre de nucleasas

4.1.2 Equipos

Balanza analitica Shimadzu (Libror AEX-120 G), espectrofotometro Hewlett Packard (8453),
pHmetro Radiometer Copenhagen (PHM 83 autocal pH meter), balanza Shimadzu (Libror EB-
3200 S), termociclador MJ Research (Mini Cycler), micropipetas Gilson, horno microondas 18
Somela (E 70 TF-7), microcentrifuga mikro 22R, cémara de bioseguridad Nuaire (class Il type
A), estufa de cultivo con inyeccion de CO2 Nuaire (Ir Autoflow),), bafio termorregulado
Kottermann, vortex Fisher (Genie 2), camara digital para geles de agarosa Spectroline (model
CA-1000/F) con monitor, Fluorimetro Perkin EImer modelo, LS-50; centrifuga Eppendorf 5417-
R, camara de Neubauer, bomba de vacio GAST modelo DOA-P104-AA, microscopio invertido

NOVA modelo IN833, Freezer a -70°C Forma Scientific Bio-freezer 8425.



4.2 METODOS.

4.2.1 Cultivo celular: Las lineas humanas de leucemia, HL-60 y U-937, crecieron en medio
RPMI 1640, suplementado con suero fetal bovino al 10%, penicilina/estreptomicina 1% y L-
glutamina 2 mM, a 37° C en atmdsfera humedecida y con 5% de CO,. El cambio de medio se
realiz6 cuando alcanzaban una densidad celular de 1 millon/mL, centrifugando las células a 2000
rpm, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet celular en PBS 1x para ser lavadas
por pipeteo repetido, se repitid la centrifugacion, se aspir6 el sobrenadante y se resuspendi6 las

celulas en medio RPMI 1640 completo.

4.2.2 Obtencion de muestras clinicas: Las muestras de células leucémicas provenian de
pacientes de la Unidad de Hematologia del Hospital Clinico Regional de Valdivia, en el momento
en que se les diagnosticaba la enfermedad y previo consentimiento informado. Se les recolecto
sangre periférica en tubos heparinizados y se separaron las células mononucleares. Muestras
sanguineas normales frescas fueron obtenidas de donantes del Banco de Sangre del Hospital
Clinico Regional de Valdivia, a las cuales se les separaron los globulos rojos, plasma y plaquetas.
Posteriormente las células mononucleares tanto cancerigenas como normales se separaron por
centrifugacion a 1800 rpm por 30 min en un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque, las células
obtenidas en cada interfase se lavaron entre dos a tres veces con una solucién hipotonica de NaCl
0,2% para producir lisis de glébulos rojos remanentes por no mas de 15 segundos y después se le
agrego igual volumen de una solucion hipertdnica de NaCl 1,6% en igual volumen para equiparar
la osmolaridad, a continuacién las células se lavaron dos veces con medio RPMI 1640, y se
resuspendieron en medio de cultivo con suero bovino fetal 10%, penicilina/estreptomicina 1%y 2

mM L-glutamina.



4.2.3 Viabilidad celular por el ensayo MTT para células en suspension: Este método se basa
en la reduccion de la sal de tetrazolio MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) de color amarillo y soluble en agua, en cristales de formazan azul oscuro
insolubles en agua. Esta reaccién solo ocurre en células viables y es catalizada por la enzima

mitocondrial succinato deshidrogenasa.

El formazan insoluble en agua debe ser solubilizado y la densidad Optica del material resultante
se mide espectrofotométricamente y la absorbancia es proporcional a la concentracion de la

tincion lo que se correlaciona con el nimero de células metab6licamente viables en el cultivo.
El ensayo se baso en lo descrito por Tim Mosmann el afio 1983 pero con modificaciones.

Lo primero fue determinar el nimero éptimo de células, para lo cual se hizo una curva de
calibracion para cada tipo celular, lo que determiné un nimero 6ptimo de células de 5x10*
cel/pocillo para HL60, 7x10* cel/pocillo para U937, 3x10° cel/pocillo para leucocitos y 5x10°
cel/pocillo para células leucémicas. La densidad celular fue de 1 millon cel/mL en tubos
Eppendorf 1,5 mL en los cuales se realizo casi la totalidad del ensayo. Una vez sembradas las
células en los tubos, se agregd una solucién del reactivo MTT (1 mg/mL) disuelto en medio
completo en un volumen igual al de la suspension celular para lograr una concentracion de 0,5
mg/mL por tubo. Los tubos se incubaron por 1 hora a 37° C y 5% CO,, posteriormente se
recuperaron las células por centrifugacion a 2000 rpm y se lavaron una vez con medio sin
suplementar, el precipitado de color violaceo en el interior de las células a menudo visible a
simple vista fue resuspendido con 100 pL de Dimetil sulfoxido (DMSO) por tubo, luego se
traspasa la solucion a una placa multipocillos y se lee la absorbancia a 550 nm en un multilector

de placas.



4.2.4 Viabilidad celular por exclusion de azul de tripan: Las células cancerigenas, normales y
lineas celulares después de ser incubadas con leptocarpina se recolectaron por centrifugacion a
2000 rpm x 3 minutos, se lavaron una vez con PBS 1X y se resuspendieron en medio completo,
del cual se toma una alicuota de 50 pL la que se diluye 4 veces con 100 puL de PBS 1X y un
volumen de azul de tripan al 0,4% de 50 pl. Se colocd una alicuota de 10uL de la solucion
resultante en una cdmara de Neubauer y las células se contaron en un microscopio de lente

invertido.
Aquellas que incorporan la tincion se consideran no viables para los efectos del ensayo.

4.2.5 Determinacion de apoptosis por caspasa 3: Se uso el kit EnzChek® Caspase-3 Assay Kit
#1 para determinar la actividad de caspasa 3 por fluorescencia. Las células sembradas a una
densidad de 1 millon/mL fueron incubadas por 18 horas a distintas concentraciones de
leptocarpina, después se contaron por exclusion de azul de tripan y se recolectd 1 millon de
celulas de cada pocillo, se lavaron dos veces con PBS 1X centrifugandose a 2000 rpm x 3
minutos para recolectar el pellet celular, el cual se resuspendid en 50 pL de buffer de lisis celular
1X'y se incub6 30 minutos en hielo. A continuacién se centrifugaron las muestras a 5000 rpm x 5
minutos y se transfirieron 50 pL del sobrenadante a otro tubo Eppendorf de 1,5 mL. Como
control no enzimatico se uso 50 pL de buffer de lisis celular 1X, ademéas de un control con un
inhibidor enzimatico. Se agregd 50 pL de solucién de trabajo de sustrato 2X y se incub6 por 30
minutos en oscuridad a temperatura ambiente, se midio la fluorescencia a 342 nm de excitaciéon y

441 nm de emision. La intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de caspasa 3.

4.2.6 Extraccion de RNA total: Se utiliz6 el método de Chomczynski. Las células sembradas a

una densidad de 1 millon/mL fueron incubadas por 24 horas a distintas concentraciones de



leptocarpina; se contaron y se recolectaron 10 millones de células, las que se lavaron 2 veces con
PBS 1X; las células se lisaron con 1 mL de solucion de Chomczynski por pipeteo repetido a
temperatura ambiente; luego se agregd 0,2 mL de cloroformo por cada mL de solucion de
Chomczynski, se mezclé en vortex vigorosamente por 15 segundos y se dejo reposar por 3
minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 12000 g x 15 minutos a 4°C, se
separd la fase acuosa superior y se precipitdé el RNA con 0,5 mL de alcohol isopropilico, se
mezcld y se incubo por 10 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugaron las muestras a
12000 g x 15 minutos a 4°C, se eliminé el sobrenadante y se lavé el RNA con alcohol etilico 75°.
La suspension se centrifug6 a 7500 g x 5 minutos a 4°C. Luego se eliminé el sobrenadante y se
dejo secar a temperatura ambiente; a continuacion el RNA se resuspendio en 30 pL de agua libre

de nucleasas y se guardé a -70°C.

4.2.7 Cuantificacion del RNA total: La cuantificacion del RNA total se realiz6 mediante un
procedimiento espectrofotométrico, para lo cual se midio la absorbancia a 260 nm de las muestras
de RNA, diluidas 250 veces en agua estéril. La concentracion aproximada de la muestra se
calcul6 utilizando la relacién que dice que 1 unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg/mi
de RNA. La concentracion final de la solucion de RNA se obtuvo al multiplicar el valor de

absorbancia obtenido por el factor de dilucion de cada muestra y por 40 pg/mL.

4.2.8 Sintesis de cDNA total: De acuerdo a Roth y col. (1985), en un tubo de microcentrifuga
estéril, libre de nucleasas, se agregaron 2,5 ug de RNA, 1 uL del partidor oligo dT 100 mM, 1 pL
de mix de dNTP’s (10 mM cada uno), y agua libre de nucleasas en cantidad suficiente para 20 pL
finales. La mezcla fue calentada a 65°C por 5 min para eliminar las estructuras secundarias en el
templado, y se enfrié inmediatamente en hielo. Posteriormente, a la mezcla anterior se le

agregaron 4 pl de tampodn de reaccion 5X para la transcriptasa reversa M-MLV, 2 uL de DTT 10



mM, 25 U de inhibidor de RNAsas, 200 U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV. Se mezclé
suavemente y se incub6 a 42 °C por 1 h. Finalmente, se incubd a 72 °C por 10 min para desactivar

la enzima.

4.2.9 Reaccidn de la polimerasa en cadena (PCR): La amplificacion por PCR se hizo usando 1
ul of cDNA, buffer PCR 1X, 1.5mM Mg*?, 0.4mM dNTP’s, 1.25U Taq DNA polimerasa y
0.5uM de oligonucledtido gen-especifico. Los partidores oligonucle6tidos especificos fueron: -
actin-S: 5’- TCACCCACACTGTGCCCATC-3’, B-actin-A: 5°-
CAGCGGAACCGCTCATTGCC-3’, MRP1-S: 5’-CGTGTACTCCAACGCTGAC-3’, MRP1-A:
5’-CTGGACCGCTGACGCCCGTGAC-3, MDR1-S: 5’- CCCATCATTGCAATAGCAGG-3’,
MDR1-A: 5’- GTTCAAACTTCTGCTCCTGA-3’, MDR3-S: 5’-
GCTGTGTCAGGAATTGTTGA-3’, MDR3-A: 5’-TCGAAAAACAACCGGCATAGG-3’,
MVP-S: 5"-TTCTGGATTTGGTGGACGC-3", MVP-A: 5-ACTTCTCTCCCTTGACCAC-3,
ABCG2-S: 5"-CTGAGATCCTGAGCCTTTG-3", ABCG2-A: 5"-

TGCCCATCACAACATCATCT-3

La amplificacidn se hizo entre 30 y 34 ciclos para los distintos partidores, cada ciclo consistié en
denaturacion a 94°C por 2 min, annealing a 55°C (MDR1, MDR3, MRP1, MVP, ABCG2, P21,

Bcl-2, B-actina) 0 60°C (BAX) por 1 min y extension a 72°C por 45 segundos.

4.2.10 Electroforesis en gel de agarosa: Para la identificacion y separacion de los fragmentos de
DNA, se utilizd un método de electroforesis estandar descrito por Sambrook y col. (1989), en
geles de agarosa al 1.5 % en tampon TAE 1X, con 1 puL de bromuro de etidio (0.5 mg/ml). Como
estandar de tamafio molecular se utilizaron 0.5 pg del marcador Winkler de 3 Kb. La corrida

electroforética se llevo a cabo aplicando una corriente de 75 mA durante 1 hora. Para visualizar



los fragmentos de DNA se utiliz6 un transiluminador UV, los que fueron cuantificados con el

programa GelPro31 y los resultados fueron graficados en el programa SigmaPlot 9.0.



5 RESULTADOS.

5.1 Curvas de calibracion de numero de células en funcién de intensidad de producto en

ensayos de MTT.

Con la finalidad de determinar el intervalo lineal entre el nimero de células y la intensidad de la
reaccion de MTT, se prepararon curvas de calibracion a una absorbancia de 550 nm, que
corresponde a la medicién del producto de la reaccion MTT, en funcion del nimero de células,
para todos los modelos celulares utilizados (HL60, U937, leucocitos normales y células
leucémicas). En la figura N°1 se muestran los resultados para (A) HL60, (B) U937, (C)
leucocitos normales, (D) células leucémicas. A partir de los resultados mostrados se determin6
utilizar en las lineas HL60 y U937 un ndmero de 50 mil y 70 mil células por experimento
respectivamente, en los leucocitos 300 mil células y en las células leucémicas 500 mil células en
los experimentos de citotoxicidad. Las curvas corresponden al promedio de tres experimentos

individuales.
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Fig. 1. Curva de calibracion para el método de MTT. A) células HL60; B) células U937; C)

leucocitos; D) células leucémicas.
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5.2 Efecto de leptocarpina sobre la viabilidad celular.

Para determinar el efecto de la droga leptocarpina sobre la viabilidad celular en los diferentes
tipos celulares, HL60, U937, leucocitos y células leucémicas se realizaron curvas de dosis-
respuesta a concentraciones de 0, 10, 20, 30, 50, 75 y 100 uM de la droga a 24 horas de
tratamiento mediante el célculo del 1Csy (concentracion de droga que disminuye la viabilidad al
50%). Por medio del método de exclusion de azul de tripan se obtuvo, para las células HL60 y
U937, valores de ICso de 31.7 uM y de 22.8 UM de leptocarpina respectivamente. En el caso de
los leucocitos se obtuvo un ICso de 50.4 UM de leptocarpina (fig. 2). En las muestras leucémicas
los valores de 1Cso obtenidos son los siguientes: células de LLA provenientes de paciente N°1:
33.5 uM, paciente N°2: 64.7 uM, paciente N°3: 23.2 uM, paciente N°4: 7.3 uM, paciente N°5:
56.2 M. Células de LMA los valores de I1Cso son para paciente N°6: 50.9 UM, paciente N°7: 18
UM, paciente N°8: 14.9 uM. Células de LMC: paciente N°10: 52.5 uM, paciente N°11: 24.3 pM,
paciente N°12: 45.5 uM, paciente N°13: 26.7 uM. (fig. 3). La viabilidad celular también se midio
utilizando el método de MTT como se describe en el apartado 4.2.3 de materiales y métodos,
obteniéndose valores de ICsp para las células HL60 y U937 de 22.7 uM y 19.8 uM
respectivamente, para los leucocitos normales se obtuvo un I1Csy de 34.6 uM (fig. 4). En las
diferentes muestras de leucemia los valores de ICso por el método de MTT son los siguientes:
células de LLA provenientes de paciente N°1: 20.5 uM, paciente N°2: 33.4 uM, paciente N°3:
23.6 UM. Células de LMA los valores de 1Cso son: paciente N°6: 11.1 uM, paciente N°7: 42 uM,
paciente N°8: 32.1 uM, paciente N°9: 15.1 uM. Células de pacientes con LMC, los ICsq son:
paciente N°10: 6.2 uM, paciente N°11: 18.3 uM, paciente N°12: 3.2 UM, paciente N°13: 26.2
UM (fig. 5). Los graficos mostrados tanto por el método de MTT como azul de tripan

corresponden al promedio de tres experimentos independientes hechos cada uno por triplicado.



En el caso de las células leucémicas, estas se presentan como experimentos independientes de
distintos pacientes agrupados por tipo de leucemia. Todos los resultados fueron graficadas como

porcentaje del control (células no expuestas a droga).
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Fig. 2. Efecto de leptocarpina sobre la viabilidad celular en lineas celulares HL60 (A), U937 (B)
y leucocitos (C). La viabilidad se determind por el método de exclusion de azul de tripan a las 24
horas de tratamiento. Los gréficos corresponden al promedio de tres experimentos

independientes.
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Fig. 3. Efecto de leptocarpina sobre la viabilidad celular en células de LLA, LMA y LMC. La
viabilidad se determino por el método de exclusion de azul de tripan a las 24 horas de
tratamiento. A) celulas de LLA: e paciente N°1, o paciente N°2, V¥ paciente N°3, A paciente
N°4, ® paciente N°5. B) células de LMA: e paciente N°6, o paciente N°7, ¥ paciente N°8. C)

Células de LMC: e paciente N°10, o paciente N°11, V¥ paciente 12, A paciente 13.
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Fig. 4. Efecto de leptocarpina sobre la viabilidad celular en lineas celulares HL60 (A), U937 (B)
y leucocitos (C). La viabilidad se determino por el método de MTT a las 24 horas de tratamiento.

Los graficos corresponden al promedio de tres experimentos independientes.
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Fig. 5. Efecto de leptocarpina sobre la viabilidad celular en células de LLA, LMA y LMC. La
viabilidad se determino por el método de MTT a las 24 horas de tratamiento. A) células de LLA:
e paciente N°1, o paciente N°2, ¥ paciente N°3. B) células de LMA: e paciente N°6, o paciente
N°7, V¥ paciente N°8, A paciente 9. C) Células de LMC: e paciente N°10, o paciente N°11, ¥

paciente 12, A paciente 13.



5.3 Efecto de leptocarpina sobre la cinética de viabilidad celular.

Se determing el efecto de leptocarpina sobre la cinética de la viabilidad celular en los diferentes
tipos celulares, HL60, U937 y leucocitos, mediante una curva de tiempo-respuesta luego de ser
expuestos a concentraciones de leptocarpina de 0, 30 y 100 uM por 24 horas, tomando muestras a
diferentes tiempos y determinando viabilidad celular por los métodos que se describen en el
apartado 4.2.3 y 4.2.4 de materiales y métodos. El objetivo de estos experimentos es determinar
la t;» (vida media), que corresponde al tiempo que tarda una determinada concentracion de la
droga en disminuir al 50% la viabilidad celular. Los datos graficados corresponden al promedio
de tres experimentos independientes hechos cada uno por triplicado, tanto en los experimentos
realizados con el método de azul de tripan como con MTT y graficAndose como porcentaje del
control. En las células HL60 ademas se incorpord un control positivo de staurosporina 3 puM.
Utilizando el método de exclusion de azul de tripan se obtuvieron para las células HL60 los
siguientes valores de ti;,: 11.9 horas para leptocarpina 30 puM, 5.9 horas para leptocarpina 100
UM, 4.7 horas para staurosporina 3 uUM. Los valores de ty, para las células U937 son: 9.1 horas
para leptocarpina 30 pM, 4.3 horas para leptocarpina 100 uM. En leucocitos los valores de ti/
son los siguientes: 25.9 horas para leptocarpina 30 pM, 11.6 horas para leptocarpina 100 uM (fig.
6). Por la técnica de MTT se obtuvo para las células HL60 los siguientes valores de ty,: 15.2
horas para leptocarpina 30 pM, 4.6 horas para leptocarpina 100 pM, 2.8 horas para staurosporina
3 UM. Los valores de ty, para las células U937 son: 16.6 horas para leptocarpina 30 uM, 8.8
horas para leptocarpina 100 pM. En leucocitos los valores de ti; son los siguientes: 12.5 horas

para leptocarpina 30 pM, 10.4 horas para leptocarpina 100 uM (fig. 7).
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Fig. 6. Efecto de leptocarpina sobre la cinética de viabilidad en células HL60, U937 y leucocitos.
La viabilidad se determiné por el método azul de tripan. Leptocarpina 30 uM (e), leptocarpina
100 uM (o), staurosporina 3 uM (V). Grafico (A) células HL60, el seguimiento se realiz6 hasta
las 27 horas de incubacion, grafico (B) células U937, el seguimiento se realiz6 hasta las 24 horas

de incubacion, grafico (C) leucocitos, el seguimiento se realizé hasta las 24 horas de incubacion.
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Fig. 7: Efecto de leptocarpina sobre la cinética de viabilidad en células HL60, U937 y leucocitos.
La viabilidad se determind por el método de MTT. Leptocarpina 30 uM (e), leptocarpina 100
UM (o), staurosporina 3 uM (V). Grafico (A) células HL60, el seguimiento se realizo hasta las
27 horas de incubacion, grafico (B) células U937, el seguimiento se realiz6 hasta las 24 horas de

incubacion, grafico (C) leucocitos, el seguimiento se realizo hasta las 24 horas de incubacion.



5.4 Induccidén de apoptosis por leptocarpina.

Con la finalidad de determinar de que manera leptocarpina disminuye la viabilidad celular, se
realizaron ensayos tendientes a verificar el posible efecto apoptético que pudiera inducir en los
modelos celulares utilizados (HL60, U937, leucocitos normales y células de leucemia mieloide
cronica), para ello se realizaron experimentos que determinan variaciones en la actividad
enzimatica de caspasa-3, que es proporcional a la cantidad de enzima presente, usando el kit
EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1, ademas de RT-PCR para determinar si leptocarpina afecta la

expresion de proteinas de la via intrinseca de la apoptosis.



5.4a Efecto de leptocarpina sobre la activacion de caspasa-3.

En las figuras 8 a la 11 se muestra el resultado del efecto de la droga leptocarpina sobre la
activacion de la enzima caspasa-3 (proteina cisteinil-aspartato proteasa) Las concentraciones
ensayadas de leptocarpina fueron 0, 30 y 100 puM, ademas de una muestra que contiene
leptocarpina 100 uM y un inhibidor especifico de caspasa-3 como control negativo. Los
resultados obtenidos en células HL60 muestran un incremento en la actividad de caspasa-3 de
2481% y 712% para muestras con leptocarpina 30 y 100 uM con respecto al control,
respectivamente (fig. 8). En células U937 el aumento de caspasa-3 fue de 480% y 537% para
muestras con leptocarpina 30 y 100 UM con respecto al control, respectivamente (fig. 9). Los
resultados obtenidos en leucocitos provenientes de individuos sanos muestran un incremento en
la actividad de caspasa-3 de 276% y disminucion en un 14% para muestras con leptocarpina 30 y
100 uM con respecto al control, respectivamente (fig. 10). Los resultados obtenidos en células
provenientes de pacientes con leucemia mieloide crénica muestran un incremento en la actividad
de caspasa-3 de 755% y 321% para muestras con leptocarpina 30 y 100 UM con respecto al
control, respectivamente (fig. 11). En todos los tipos celulares se observd que la muestra que
contenia leptocarpina 100 uM maés el inhibidor especifico de caspasa-3 presentd lecturas de
fluorescencia menores al control, lo que nos asegura que las lecturas de las distintas muestras

corresponden Unicamente a la activacion de caspasa-3.
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Fig. 8. Efecto de leptocarpina sobre la activacion de caspasa-3 en células HL60 tras 18 horas de
tratamiento. Las figuras corresponden a tres experimentos independientes hechos por triplicado. *

P < 0.01 respecto al control.
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Fig. 9. Efecto de leptocarpina sobre la activacion de caspasa-3 en células U937 tras 18 horas de
tratamiento. Las figuras corresponden a tres experimentos independientes hechos por triplicado. *

P < 0.01 respecto al control.
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Fig. 10. Efecto de leptocarpina sobre la activacion de caspasa-3 en leucocitos tras 18 horas de
tratamiento. Las figuras corresponden a tres experimentos independientes hechos por triplicado. *

P < 0.01 respecto al control.
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Fig. 11. Efecto de leptocarpina sobre la activacion de caspasa-3 en células provenientes de
pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC) tras 18 horas de tratamiento. Las figuras
corresponden a tres experimentos independientes hechos por triplicado. * P < 0.01 respecto al

control.



5.4b Efecto de leptocarpina sobre la expresion de proteinas de la via intrinseca de la

apoptosis.

Con la finalidad de determinar si leptocarpina afecta la expresion de proteinas de la via intrinseca
de la apoptosis, se expuso a las lineas celulares HL60 y U937 a diferentes concentraciones de la
droga. En los experimentos correspondientes a las figuras 12 a la 17, se determing el efecto de
leptocarpina 30 y 100 uM sobre la expresion de dos de estas proteinas Bcl-2 y Bax, ademas se
incluy6 en este apartado los experimentos de expresion de p-21, mediante el andlisis de sus
transcritos por RT-PCR, como se describié en las secciones 4.2.6 a 4.2.10 de materiales y
metodos. Los resultados que se exponen a continuacion sobre el efecto de leptocarpina sobre las
proteinas antes descritas estan expresados como porcentaje del control méas su respectiva
desviacion estandar. La expresion de Bcl-2 en células HL60 disminuy6 a un 41% + 2% para 30
UM de leptocarpina y 53% + 5% para 100 uM de leptocarpina (fig. 12). Por su parte, Bcl-2 en
celulas U937 disminuyo a un 75% + 5% para 30 UM de leptocarpina y 44% + 5% para 100 pM
de leptocarpina (fig. 13). Para p-21 en células HL60 se obtuvo aumento en los niveles de
expresion a valores de 231% + 19% para 30 UM de leptocarpina y luego una disminucién de un
9% + 28% para 100 uM de leptocarpina (fig. 14). En células U937, se obtuvo un aumento en la
expresion de p-21 a 141% + 12% para 30 uM de leptocarpina y 125% + 4% para 100 uM de
leptocarpina (fig. 15). En el caso de la expresion de Bax en células HL60 se obtuvo una
disminucion de la expresion a valores de 82% + 14% para 30 UM de leptocarpina 'y 91% + 15%
para 100 uM de leptocarpina (fig. 16). Resultados similares se observaron en las células U937,

85% + 18% para 30 uM de leptocarpina y 95% + 14% para 100 uM de leptocarpina (fig. 17).
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Fig. 12. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Bcl-2 en celulas HL60. A) La expresion se
determino a través de ensayos de RT-PCR tras 24 horas de incubacion. Carril 1: estandar 3000
Kb, carril 2: Bcl-2 control, carril 3: B-actina control, carril 4: Bcl-2 30 uM, carril 5: B-actina 30
uM, carril 6: Bcl-2 100 pM, carril 7: B-actina 100 puM. B) Cuantificacion de los resultados

mostrados en la fig. A, expresados como porcentaje del control. * P < 0.01 respecto al control.
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Fig. 13. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Bcl-2 en células U937. A) La expresion se
determino a través de ensayos de RT-PCR tras 24 horas de incubacion: carril 1: estandar 3000
Kb, carril 2: Bcl-2 control, carril 3: B-actina control, carril 4: Bcl-2 30 uM, carril 5: B-actina 30
uM, carril 6: Bcl-2 100 pM, carril 7: B-actina 100 puM. B) Cuantificacion de los resultados

mostrados en la fig. A, expresados como porcentaje del control. * P < 0.01 respecto al control.
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Fig. 14. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de p21 en células HL60. A) La expresion se
determino a través de ensayos de RT-PCR tras 24 horas de incubacion. Carril 1: estandar 3000
Kb, carril 2: p21 control, carril 3: B-actina control, carril 4: p21 30 pM, carril 5: B-actina 30 pM,
carril 6: p21 100 pM, carril 7: B-actina 100 uM. B) Cuantificacion de los resultados mostrados en

la fig. A, expresados como porcentaje del control. * P < 0.01 respecto al control.
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Fig. 15. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de p21 en células U937. A) La expresion se
determino a través de ensayos de RT-PCR tras 24 horas de incubacion. Carril 1: estandar 3000
Kb, carril 2: p21 control, carril 3: B-actina control, carril 4: p21 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM,
carril 6: p21 100 puM, carril 7: B-actina 100 uM. B) Cuantificacion de los resultados mostrados en

la fig. A, expresados como porcentaje del control. * P < 0.01 respecto al control.



1 2 3 4 5 6 7

120

100 1 T T

80

60

40

20

MRNA para Bax (% del control)

Fig. 16. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Bax en células HL60. A) La expresion se
determino a través de ensayos de RT-PCR tras 24 horas de incubacion. Carril 1: estandar 3000
Kb, carril 2: Bax control, carril 3: B-actina control, carril 4: Bax 30 puM, carril 5: -actina 30 uM,
carril 6: Bax 100 uM, carril 7: B-actina 100 uM. B) Cuantificacion de los resultados mostrados

en la fig. A, expresados como porcentaje del control.
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Fig. 17. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Bax en células U937. A) La expresion se
determino a través de ensayos de RT-PCR tras 24 horas de incubacion. Carril 1: estandar 3000
Kb, carril 2: Bax control, carril 3: B-actina control, carril 4: Bax 30 puM, carril 5: B-actina 30 uM,
carril 6: Bax 100 puM, carril 7: B-actina 100 uM. B) Cuantificacion de los resultados mostrados

en la fig. A, expresados como porcentaje del control.
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Fig. 18. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de proteinas de la via intrinseca de la apoptosis.

(A) expresion de mRNA de Bcl-2 (o), Bax (o), p-21 (V) en células HL60 por RT-PCR. (B)

expresion de mRNA de Bcl-2 (e), Bax (o), p-21 (V) en células U937 por RT-PCR.



5.5 Expresion de proteinas de resistencia a multidrogas por RT-PCR.

Con el objetivo de determinar qué proteinas asociadas al fendmeno de resistencia a multidrogas
se expresan en forma natural en los modelos celulares utilizados (HL60, U937, leucocitos

normales).

En la figura 19 se presentan los resultados de las proteinas asociadas al fendmeno de resistencia a
multidrogas que se expresan en las lineas celulares HL60, U937 y en leucocitos provenientes de
individuos normales, realizados por medio de RT-PCR. Las proteinas ensayadas en los diferentes
tipos celulares fueron Mrpl, MVP, ABCG2, Pgpl y Pgp2, como se describe en materiales y
métodos seccion 4.2.6 a 4.2.10. Como se muestra en la figura 19, en células HL60 solo se detecto
la expresion de MRPL1. Por su parte, en células U937 se detecto la expresion de MRP1y MVP.
No obstante, en leucocitos normales se observd la expresion de los mRNA para los

transportadores MRP1, MVP y Pgpl.



Fig. 19. Expresion de proteinas de resistencia a multidrogas por RT-PCR en células
crecidas por 24 horas. A: células HL60 carril 1: estdndar 3000 kb, carril 2: Mrp1, carril 3: MVP,
carril 4: ABCG2, carril 5: Pgpl, carril 6: Pgp2, carril 7: B-actina, carril 8: control negativo. B:
células U937 carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: Mrp1, carril 3: MVP, carril 4: ABCG2, carril 5:
Pgpl, carril 6: Pgp2, carril 7: B-actina. C: leucocitos carril 1: Mrpl, carril 2: MVP, carril 3:

ABCG2, carril 4: Pgp1, carril 5: Pgp2, carril 6: B-actina.
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5.6 Determinacion del niamero 6ptimo de ciclos de amplificacion de los distintos partidores

por RT-PCR.

Una vez realizados los experimentos mostrados en la fig. 19, realizados a 35 ciclos para asegurar
que se esta en la fase de plateau de la curva de amplificacion del cDNA, lo que nos permite saber
cuales de las proteinas de resistencia a multidrogas se expresan en los distintos tipos celulares,
para ello hay que determinar el nimero éptimo de ciclos de amplificacion con los partidores que
dieron una expresién positiva por RT-PCR. Cada uno de los distintos pares de partidores en los
diferentes tipos celulares: Mrpl en HL60; Mrpl, MVP para U937; Mrpl, MVP, Pgpl en
leucocitos, se sometieron a los siguientes nimeros de ciclos, 28-30-32-34-36, para diferenciar la
zona de amplificacion lineal del plateau. Segun los graficos obtenidos luego de la cuantificacion
de los geles de agarosa con el programa GelPro 31 (intensidad de densidad éptica (IDO) v/s N°
de ciclos), y graficados en SigmaPlot 9.0 se determind usar un ndmero de 32 ciclos de
amplificacion en los experimentos de efecto de leptocarpina sobre la expresion de transportadores
de resistencia a multidrogas (fig. 26-31), para todos los partidores ensayados (fig. 20-25). Los
valores de densidad Optica fueron los siguientes: Mrpl en células HL60: 28 ciclos: 6953, 30
ciclos: 11265, 32 ciclos: 28199, 34 ciclos: 25070 este valor se excluyo, 36 ciclos: 48413 (fig.20).
Mrpl en células U937: 28 ciclos: 12344, 30 ciclos: 29367, 32 ciclos: 43372, 34 ciclos: 46817, 36
ciclos: 57635 (fig.21). MVP en células U937: 28 ciclos: 0, 30 ciclos: 8164, 32 ciclos: 16330, 34
ciclos: 19322, 36 ciclos: 38634 (fig.22). Mrpl en leucocitos: 28 ciclos: 0, 30 ciclos: 0, 32 ciclos:
11601, 34 ciclos: 18808, 36 ciclos: 37885 (fig.23). MVP en leucocitos: 28 ciclos: 6513, 30 ciclos:
14114, 32 ciclos: 23416, 34 ciclos: 29532 (fig.24). Pgpl en leucocitos: 28 ciclos: 0, 30 ciclos:

3775, 32 ciclos: 5717, 34 ciclos: 10895, 36 ciclos: 19494 (fig.25).
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Fig. 20. Efecto del numero de ciclos de PCR sobre intensidad de la banda de amplificacion del
cDNA de MRP1 en celulas HL60. A: La banda fue visualizada con tincion de bromuro de etidio
en geles de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: 28 ciclos, carril 3: 30 ciclos, carril 4: 32
ciclos, carril 5: 34 ciclos, carril 6: 36 ciclos. B: Grafico de los resultados obtenidos en A, numero

de ciclos versus la intensidad de densidad optica.
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Fig. 21. Efecto del numero de ciclos de PCR sobre intensidad de la banda de amplificacion del
cDNA de MRP1 en células U937. A: La banda fue visualizada con tincion de bromuro de etidio
en geles de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: 28 ciclos, carril 3: 30 ciclos, carril 4: 32
ciclos, carril 5: 34 ciclos, carril 6: 36 ciclos. B: Grafico de los resultados obtenidos en A, numero

de ciclos versus la intensidad de densidad optica.
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Fig. 22. Efecto del numero de ciclos de PCR sobre intensidad de la banda de amplificacion del
cDNA de MVP en células U937 por RT-PCR. A: La banda fue visualizada con tincion de
bromuro de etidio en geles de agarosa. Carril 1: estdndar 3000 kb, carril 2: 28 ciclos, carril 3: 30
ciclos, carril 4: 32 ciclos, carril 5: 34 ciclos, carril 6: 36 ciclos. B: Grafico de los resultados

obtenidos en A, numero de ciclos versus la intensidad de densidad oOptica.
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Fig. 23. Efecto del numero de ciclos de PCR sobre intensidad de la banda de amplificacion del
cDNA de Mrp1l en leucocitos por RT-PCR. A: La banda fue visualizada con tincion de bromuro
de etidio en geles de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: 28 ciclos, carril 3: 30 ciclos,
carril 4: 32 ciclos, carril 5: 34 ciclos, carril 6: 36 ciclos. B: Grafico de los resultados obtenidos en

A, numero de ciclos versus la intensidad de densidad Optica.
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Fig. 24. Efecto del numero de ciclos de PCR sobre intensidad de la banda de amplificacion del
cDNA de MVP en leucocitos por RT-PCR. A: La banda fue visualizada con tincion de bromuro
de etidio en geles de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: 28 ciclos, carril 3: 30 ciclos,
carril 4: 32 ciclos, carril 5: 34 ciclos. B: Gréafico de los resultados obtenidos en A, nimero de

ciclos versus la intensidad de densidad 6ptica.
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Fig. 25. Efecto del nimero de ciclos de PCR sobre intensidad de la banda de amplificacion del
cDNA de Pgpl en leucocitos por RT-PCR. A: La banda fue visualizada con tincién de bromuro
de etidio en geles de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: 28 ciclos, carril 3: 30 ciclos,
carril 4: 32 ciclos, carril 5: 34 ciclos. B: Grafico de los resultados obtenidos en A, numero de

ciclos versus la intensidad de densidad Optica.



5.7 Efecto de leptocarpina sobre la expresion de transportadores de resistencia a

multidrogas.

Con la finalidad de determinar si leptocarpina afecta la expresion de las proteinas de resistencia a
multidrogas que se expresaron en el experimento de la figura N°19, las respectivas células se
sometieron a concentraciones de 30 y 100 uM de leptocarpina. En las figuras 26 a 31 se muestra
el efecto de la droga leptocarpina a 24 horas de incubacion sobre los transcritos de las proteinas
de resistencia a multidrogas: Mrpl en HL60; Mrpl, MVP en U937; Mrpl, MVP, Pgpl en
leucocito, por RT-PCR a 32 ciclos de amplificacion y como se describe en la seccion 4.2.6 a
4.2.10. La cuantificacion en el programa GelPro 31 de las bandas obtenidas en las electroforesis
en agarosa de los productos de PCR se presenta en un grafico de barras como la razén entre la
intensidad de densidad Optica del transportador transcrito y su respectivo control de p-actina. Los
resultados son producto de tres experimentos individuales realizados por triplicado y
representados como porcentaje del control. Para Mrpl en células HL60 los valores son de: 85 +
12y 63 + 6 para 30 uM y 100 uM de leptocarpina, respectivamente. Para Mrpl en células U937:
91+ 3y 45+ 7 para 30 uM y100 uM, respectivamente. MVP en células U937: 96 + 13y 85 + 11
para 30 uM y 100 uM respectivamente. Mrpl en leucocitos: 48 + 12 para 30 uM y 51 + 12 para
100 uM. MVP en leucocitos: 52 + 2 para 30 uM y 41 + 9 para 100 uM. Pgp1 en leucocitos: 84 +

8 para 30 uM y 56 + 14 para 100 puM.
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Fig. 26. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Mrpl en células HL60 determinado por RT-
PCR a 24 horas de incubacién. A: gel de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: Mrpl
control, carril 3: B-actina control, carril 4: Mrpl 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM, carril 6: Mrpl
100 uM, carril 7: B-actina 100 uM. B: cuantificacion del efecto de leptocarpina sobre la

expresion de Mrpl en células HL60 por RT-PCR a 24 horas de incubacion (figura A). * P < 0.01

respecto al control.
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Fig. 27. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Mrpl en células U937 determinado por RT-
PCR a 24 horas de incubacién. A: gel de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: Mrpl
control, carril 3: B-actina control, carril 4: Mrpl 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM, carril 6: Mrpl
100 uM, carril 7: B-actina 100 uM. B: cuantificacion del efecto de leptocarpina sobre la

expresion de Mrpl en células U937 por RT-PCR a 24 horas de incubacion (figura A). * P < 0.01

respecto al control.
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Fig. 28. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de MVP en células U937 determinado por RT-
PCR a 24 horas de incubacion. A: gel de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: MVP
control, carril 3: B-actina control, carril 4: MVP 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM, carril 6: MVP
100 upM, carril 7: B-actina 100 uM. B: cuantificacion del efecto de leptocarpina sobre la

expresion de MVP en células U937 por RT-PCR a 24 horas de incubacion (figura A).
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Fig. 29. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Mrpl en leucocitos determinado por RT-
PCR a 24 horas de incubacion. A: gel de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: Mrpl
control, carril 3: B-actina control, carril 4: Mrpl 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM, carril 6: Mrpl
100 uM, carril 7: B-actina 100 puM. B: cuantificacion del efecto de leptocarpina sobre la

expresion de Mrpl en leucocitos por RT-PCR a 24 horas de incubacion (figura A). * P < 0.01

respecto al control.
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Fig. 30. Efecto de leptocarpina sobre la expresién de MVP en leucocitos determinado por RT-
PCR a 24 horas de incubacion. A: gel de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: MVP
control, carril 3: B-actina control, carril 4: MVP 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM, carril 6: MVP
100 pM, carril 7: B-actina 100 uM. B: cuantificacion del efecto de leptocarpina sobre la

expresion de MVP en leucocitos por RT-PCR a 24 horas de incubacion (figura A). * P < 0.01

respecto al control.
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Fig. 31. Efecto de leptocarpina sobre la expresion de Pgpl en leucocitos determinado por RT-
PCR a 24 horas de incubacion. A: gel de agarosa. Carril 1: estandar 3000 kb, carril 2: Pgpl
control, carril 3: B-actina control, carril 4: Pgpl 30 uM, carril 5: B-actina 30 uM, carril 6: Pgpl
100 uM, carril 7: B-actina 100 uM. B: cuantificacion del efecto de leptocarpina sobre la
expresion de Pgpl en leucocitos por RT-PCR a 24 horas de incubacion (figura A). * P < 0.01

respecto al control. ** P < 0.05 respecto al control.



6 DISCUSION.

El uso de los compuestos de origen natural en la terapéutica en general y en el céncer, en
particular, es indiscutible. Alrededor de tres cuartas partes de la poblacion mundial ha usado
plantas y productos provenientes de plantas para el cuidado de la salud. Estudios de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), indican que sobre el 30% de las especies de plantas
del mundo han sido usadas con fines médicos. De las 250.000 especies de plantas mayores sobre
la Tierra, mas de 80.000 especies son medicinales (Vandebroek et al, 2004). En el cancer
puntualmente los productos naturales han sido una importante fuente de agentes
quimioterapéuticos potenciales. Sobre 50% de las drogas anticancer aprobadas por la
Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA) desde 1960, son originarias de
fuentes naturales, especialmente plantas terrestres. Datos de bioensayos de citotoxicidad indican
que mas de 400 compuestos fueron aislados de plantas, organismos marinos, y microorganismos
entre 1996 y 2003 (Mayer et al, 2004). Entre los compuestos naturales mas estudiados se
encuentran las lactonas sesquiterpénicas, consideradas como una de las clases de productos
naturales con mayor espectro de actividad bioldgica (Robles et al, 1995) entre los que
encontramos: efecto inhibitorio sobre linfocitos T citotoxicos (Aniguchi et al, 1995), produccion
de oxido nitrico (NO) (Lee et al, 1999), expresion de antigenos de superficie en virus de la
hepatitis B (Chen et al, 1995), supresion del crecimiento de células cancerigenas (Hall et al,
1977), accion antiinflamatoria por inhibicion de 5-lipooxigenasa y ciclooxigenasa (Hall et al,
1980; Summer et al, 1992; Rungeler et al, 1998; Hwang et al, 1996), accién antiinflamatoria por
supresion de la produccion de citoquinas tales como TNF-o y citoquinas que inducen
quimioatraccion de neutrdfilos (interleukina 8) (Cho et al, 1998; Jung et al, 1998), efectos

citotoxicos en cultivos de células tumorales (Hladon et al, 1977; Hall et al, 1988; Woerdenbag et



al, 1994; Tellez-Martinez et al, 1980; Hladon et al, 1975; Pal et al, 1978; Beekman et al, 1998;
Itokawa et al, 1993; Tozyo et al, 1994), depresor de la sintesis de DNA y sintesis proteica a nivel
de la sintesis de purinas, pirimidinas, timidina quinasa y procesos de fosforilacion oxidativa (Hall
et al, 1982; Liou et al, 1983), accion antilipemiante y antioxidante (Baldazzi et al, 1999),
promocion de citoproteccién gastrica (Giordano et al, 1990; Maria et al, 1988). Dentro de esta
realidad, y sobre la base de los antecedentes ya existentes acerca del gran espectro de accion de
las lactonas sesquiterpénicas se enmarcé el desarrollo de esta tesis, en la que se estudié el efecto
de una de ellas, denominada leptocarpina, que es aislada de las partes aéreas de la planta "Palo
negro” (Leptocarpha rivularis), un arbusto nativo del sur de Chile, originalmente llamado Cudu-
maméll (en mapudungun) por el pueblo mapuche (Marticorena et al, 1985). Se han documentado
estudios preliminares que muestran que leptocarpina, tiene actividad bioldgica. Especificamente,
esta droga es capaz de afectar la biosintesis de proteinas en células HelLa, provenientes de cancer
cérvico uterino, lo que se dedujo de la inhibicién en un 50% de la incorporacién de [*S]-
metionina. Por otro lado, leptocarpina no afectd la sintesis de DNA o RNA, medido como
incorporacion de metil-[*H]-timidina y 5,6-[*H]-uridina, respectivamente (Martinez et al, 1995).
Estudios posteriores reforzaron lo anterior en lineas celulares de diferente origen, P-815
(mastocitoma de raton), NSO-2 (mieloma murino), J774.2 (macréfagos humano), 4F10-67, CHO
(células de ovario de hdmster chino), donde igualmente se aprecio inhibicion de la incorporacién
de [*H]-leucina, que va desde un 50% a un 70%. Mientras la incorporacion de [*H]-timidina y
[*H]-uridina se mantuvo sin modificaciones (Martinez et al, 2006). La capacidad de inhibir la
sintesis de DNA parece ser un rasgo comun entre las lactonas sesquiterpénicas citotdxicas y

antitumorales aunque leptocarpina no parece tener efecto a este nivel (Martinez et al, 1995).



Leptocarpina mostré un efecto citotoxico y antiproliferativo tanto en las lineas celulares
hematol6gicas HL60 (leucemia promielocitica) y U937 (leucemia monocitica), con valores de
ICso de 31.7 uM y 22.8 uM respectivamente, utilizando el método de exclusion de azul de tripan
y valores de ICsy de 22.7 uM y 19.8 uM utilizando el método de MTT. La viabilidad celular
remanente llega a 19% y 9% para células HL60 y U937 respectivamente, lo que estaria
mostrando un mejor efecto citotdxico sobre estas células en comparacién a lo obtenido con
células HelLa, donde se obtiene una sobrevida celular del 34% al ser expuestas a leptocarpina 30
MM por 24 horas, en igualdad de condiciones (Martinez et al, 2006). La sobrevida que se
determiné por el método de MTT es un poco mas notoria, ya que los valores de viabilidad llegan
al 8% y 13% para HL60 Y U937, respectivamente. Esto se puede explicar por la mayor
sensibilidad del método empleado, que reconoce las células inactivas metabdlicamente y no
cuando estas sufren lisis o dafio a nivel de la membrana plasméatica (Mosmann, 1983). Estos
valores de inhibicion celular (ICsp) estan un poco alejados de los valores que se han descrito para
las mismas lineas celulares y utilizando otras lactonas sesquiterpénicas, que poseen un gran
potencial de accion antitumoral, como por ejemplo, cinaropicrina que presentd valores de 1Csy de
3,11 uM a 48 horas de incubacion (Cho et al, 2004). Asimismo, tamirin e ineupatorolide A con
valores de 12.1 uM y 2,6 uM respectivamente, tras 24 horas de incubacion en células U937
(Rivero et al, 2003). Por su parte, en células HL60 se han descrito valores de 1Csq de 3,1 + 0,3
uM para arucanolide, de 4,2 + 0,5 uM para calealactone B, de 3,8 + 1,9 uM para parthenolide
(Nakagawa et al, 2005), y valores de 2,8 uM para ineupatorolide A tras 24 horas de incubacién
(Rivero et al, 2003). Los valores de ICs, encontrados para leptocarpina en células leucémicas por
el método de azul de tripan no son tan bajos como los encontrados en las lineas celulares HL60 y

U937, ya que fluctuan entre 7,3 y 64,7 uM (fig. 3). Algo similar ocurrié al usar el método de



MTT, donde se encontraron valores de 1Cso que fluctian entre 11,1 y 42 uM. La excepcion esta
dada en el analisis de las células de pacientes con leucemia mieloide cronica, posiblemente por la
heterogeneidad en cuanto a estados de maduracion que posee, donde se midieron valores de 1Cs
bastante mas bajos que los obtenidos con el resto de las células leucémicas, HL60 y U937,
determinandose valores que van desde 3,2 uM hasta 26,2 uM (fig. 5), con un promedio de + 13,4
UM. Si estos resultados obtenidos con las células tumorales se comparan con los obtenidos en
leucocitos, es decir valores de ICsy de 50,4 UM de leptocarpina por el método de azul de tripan
(fig. 2) y de 34,6 uM por el método de MTT (fig. 4), se aprecia una clara diferencia de
sensibilidad entre estos valores y los encontrados en las lineas celulares HL60 y U937, siendo
estas ultimas significativamente mas sensibles. Este resultado se ve reflejado a partir de la
concentracion de 20 uM al usar el método de MTT para ambos tipos celulares.

La disminucién de la viabilidad celular observada al tratar con leptocarpina fue dosis y tiempo
dependiente para los distintos tipos celulares, de manera similar a lo observado en células HL60
cuando son expuestas a staurosporina 3 UM (STS), un producto bacteriano que inhibe multiples
proteinas quinasas (Tamaoki et al, 1990) e induce apoptosis de forma muy rapida en todos los
tipos celulares nucleados en mamiferos (Jacobson et al, 1997). En un primer apronte en la
determinacion del mecanismo involucrado en la disminucion en la viabilidad celular por
leptocarpina, se ensayé la variacion de la actividad de caspasa-3 con y sin su inhibidor especifico.
La activacion de las caspasas juega un rol primordial en la ejecucion del proceso de apoptosis
celular, principalmente caspasa-3, una caspasa efectora que es la mayor caspasa activada en
respuesta a distintos estimulos apoptéticos (Jow et al, 2004). Caspasa-3 mostrd6 un aumento
sustancial en su actividad en respuesta a leptocarpina, en todos los ensayos realizados en lineas

celulares HL60 y U937, como en las células provenientes de pacientes con leucemia mieloide



cronica, obteniendose en estos tres tipos celulares diferencias estadisticamente significativas a
concentraciones de 30 y 100 uM, con valores de P < 0,01 respecto al control sin tratamiento. Por
su parte en células provenientes de individuos sanos usados como control negativo, también se
observd un aumento de 276% en la actividad de caspasa-3, pero de intensidad inferior al
presentado en los modelos tumorales. En estas células, solo hubo diferencias significativas con
respecto al control a 30 UM de leptocarpina, ya que a 100 uM de leptocarpina, la activacion de
caspasa-3 fue un 14% inferior al control. El tratamiento con leptocarpina 30 uM fue el que llevo
a la mayor activacion de caspasa-3, obteniéndose en células HL60 un incremento de 2.481% con
respecto al control (100%), lo cual es una fuerte evidencia de la induccidn del proceso de
apoptosis por leptocarpina, al igual como se ha demostrado en las lactonas sesquiterpenicas
representativas, como lo es costunolide, que estimula apoptosis en células HL60 y U937 a 12
horas de tratamiento, mediante generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), alteracion de
la permeabilidad mitocondrial y deplecion de tioles (principalmente glutatién) (Choi et al, 2002;
Lee et al, 2001). Cinaropicrina, indujo apoptosis en células de leucemia humana U937 a
concentraciones de entre 10 y 20 pM, tras una incubacion superior a las 12 horas, mediante
detencion del ciclo celular en G;/S y degradacion de PKCd (Cho et al, 2004). Otra lactona
sesquiterpenica, helenalin, indujo apoptosis a concentraciones entre 10-50 uM a las 24 horas de
incubacion en células Jurkat (leucemia de células T humana) (Dirsch et al, 2001).

La via intrinseca o mitocondrial es una de las dos vias que conduce a la apoptosis, ella esta
regulada por una familia de proteinas llamada Bcl-2 formada por alrededor de 25 miembros, los
que estan agrupados en tres subfamilias, entre las que se cuentan proteinas pro y anti apoptoticas
que regulan procesos de permeabilizacion mitocondrial. Las tres subfamilias son la Bcl-2 (anti-

apoptotica): Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, MCL-1; Bax (pro-apoptética): Bax, Bak, Bok; BH3 (pro-



apoptotica): Bad, Bid, Bik, Blk, BimL. Bcl-2 esta involucrada en el bloqueo de la muerte celular,
mas especificamente de los procesos de contraccion citoplasmatica, condensacion nuclear,
desorganizacion de la membrana plasmatica y ruptura endonucleolitica del ADN. Por su parte,
Bax es un mondmero anclado a la cara citosélica de diversos organelos, que ante una sefial de
muerte celular se inserta en la membrana externa mitocondrial en forma de homo oligbmero
permeabilizandola con la consecuente liberacion de factores del espacio intermembrana como el

citocromo C. Ademés se incluy6 el analisis de expresion de la proteina p21"VA"*

, que es un gen
supresor tumoral que codifica una proteina del mismo nombre que restringe la division celular
frente a un dafio en el ADN detectado por proteinas quinasas ATM y ATR, las que a su vez
activan p53 que acttia como factor de trascripcion en la sintesis de p21V7*. p21WA* inhibe la
actividad proteina quinasa de la ciclina E-CDK2 encargada de fosforilar la proteina del
retinoblastoma (pRb), de esta manera la pRb permanece unida al factor de trascripcion E2F
bloqueandolo y por ende deteniendo el ciclo celular en G1. La via apoptdtica desencadenada esta
relacionada a un aumento o disminucién en la regulacion de distintos genes como p-53 y Bcl-2
(Chakrabarty et al, 2002), al parecer leptocarpina estaria induciendo apoptosis por una via

dependiente de p-53, dado lo variacion positiva de p21"/A™*

, que es un potente ligando inhibidor
de Cdks, que puede inhibir la fosforilacion de pRb por ciclinas A-Cdk2, E-Cdk2, D1-Cdk4 y D2-
Cdk4 (Xiong et al, 1993), la expresion de p21"~7* juega un rol fundamental en el progreso del
ciclo celular, y se demostrd que leptocarpina incrementa la expresion de p-21 a nivel de mMRNA
en ambos tipos celulares HL60 y U937 (fig. 18), llegando a valores de 231% respecto al control
(100%). El efecto sobre p21"AF! sumado al efecto sobre Bcl-2 que se ve disminuido en su

expresion llegando a un 41% y 44% en células HL60 y U937 respectivamente, se asemeja a lo

observado en células de leucemia mieloide aguda con la lactona sesquiterpenica parthenolide, que



induce apoptosis por regulacion positiva de la proteina p-53 asociada a p21"V"*

y disminuyendo
la expresion de Bcl-2 asociada a Bax (Guzman et al, 2005). La razén entre moléculas anti y pro
apoptoticas tales como Bcl-2/Bax, marcan la susceptibilidad a la apoptosis por la via intrinseca
(Nika et al, 2004), lo que queda de manifiesto en los experimentos realizados, por la disminucién
en la expresion de Bcl-2 de manera significativa con respecto al control, P < 0.01, y la
mantencién constante de la expresion de Bax en células HL60 y U937. Segun los datos
mostrados leptocarpina induce apoptosis por un mecanismo dependiente de p-53, caspasas y
asociado a la via intrinseca, lo que no queda claro es si esta involucrada la via extrinseca, ya que
esta via se puede relacionar a la via mitocondrial por intermedio de la proteina Bid, que puede ser
activada por caspasa-8 y a su vez activar la proteina Bax para la liberacion de citocromo ¢
(Hengartner, 2000; Nika et al, 2004). Lo anterior toma fuerza al considerar que la bioactividad,
incluyendo la accién antitumoral de lactonas sesquiterpénicas es atribuida al grupo a-metilen-y-
lactona, y que uno de los mecanismos de accidn es el que involucra la reaccién de este grupo con
nucléofilos, como grupos sulfhidrilos de cisteinas y glutation intracelular libre, que conducen a la
disminucion de la actividad enzimatica o causan alteracion del metabolismo de glutation y el
consecuente desbalance del potencial redox intracelular, produciéndose induccién de estrés
oxidativo (Wen et al, 2002; Zhang et al, 2004; Choi et al, 2002). El exceso de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles), causa la iniciacion de la apoptosis por la via
dependiente de la mitocondria. La apoptosis inducida por lactonas sesquiterpénicas relacionada
con esta via, ha sido observada en varias lactonas sesquiterpénicas representativas, tales como

helenalina (Dirsch et al, 2001), costunolide (Lee et al, 2001) y partenolide (Zhang et al, 2004).

Se sabe que parte de la actividad biolégica de las lactonas sesquiterpénicas se debe a su

capacidad de alquilar nucledfilos bioldgicos tales como glutation y tioles proteicos, lo que lleva a



deplecion de ellos, de lo anterior hay bastante evidencia a favor de estas moléculas como se
muestra con vernolepina, helenalina, elephantopina, eriofertopina, costunolide, repén y
parthenolide (Wen et al, 2002; Zhang et al, 2004; Riingeler et al, 1999; Choi et al, 2002; Arrick et
al, 1983; Robles et al, 1997). Una de las consecuencias mas importantes de la deplecién de tioles
es la disrupcion del balance redox celular e induccion de estrés oxidativo. El estado
reduccion/oxidacion intracelular es un balance preciso entre niveles de generacién de ROS y
tioles enddgenos existentes en las células (Wen et al, 2002). Se ha asociado el aumento o
disminucion en la expresién de transportadores a multidrogas a un incremento o disminucién en
la produccién de especies reactivas de oxigeno intracelular. Condiciones que generan especies
reactivas de oxigeno han mostrado incremento de Pgp en células derivadas de tejidos de higado
(Ziemann et al, 1999; Hirsch-Ernst et al, 2000; Deng et al, 2001) y rifion (TheAvenod et al,
2000). Por el contrario otros estudios han mostrado disminucién de Pgp mediante el aumento de
los niveles de especies reactivas de oxigeno en tumores de prostata (Wartenberg et al, 2000;
Wartenberg et al, 2001), esto Gltimo estaria de acuerdo con la disminucién de expresion
observada en todas las proteinas de resistencia a multidrogas en los modelos celulares ensayados

(MRP1, MV/P, Pgpl),

Estad demostrado que leptocarpina depleta el glutation intracelular, lo que lleva a un aumento de
las especies reactivas de oxigeno. Hay una hipotesis que sugiere que el aumento de las especies
reactivas de oxigeno intracelular disminuye la expresion de Pgp, sobrerregulando la via de
sefializacion de MAPK, especificamente a ERK1,2 y JNK (Wartenberg et al, 2001), via que
también es estimulada por las lactonas sesquiterpénicas como thapsigargin, que es un potente
inhibidor de ATPasa Ca?* dependiente del reticulo endoplasmico, y que induce fosforilacién de

p38 y ERK en células leucémicas mieloides M1. Ademas de ser este un proceso envuelto en la



apoptosis inducida por esta lactona sesquiterpénica (Lotem et al, 1999). Otros experimentos que
avalan la hipdtesis de disminucion en la expresion de los transportadores por aumento de ROS,
son los que se hicieron coadministrando un oxidante y una molécula captadora de radicales libres,
donde no se alteraron los niveles de Pgp, lo que estaria indicando que la disminucién de la
expresion de Pgp es mediada via ROS (Wartenberg et al, 2000). De manera similar hay
evidencia que liga la expresion de MPR1 al balance redox celular, donde altos niveles de ROS
resulta en un severo estrés oxidativo celular que incrementa la expresion de MRP1 (Yamane et al,
1998). Otros estudios en células endoteliales cerebrales de rata han mostrado un aumento en la
expresion de Pgp pero mantienen constante los niveles de MRP1 (Felix et al, 2002). Para efectos
practicos y explicativos de la variacion de proteinas de resistencia a multidrogas, se centro la
atencion en Pgp, por ser de quien se tiene mayor informacion, no asi de MRP1 y mucho menos
de MVP. Los resultados obtenidos en las lineas celulares HL60 y U937, y en los leucocitos
normales respecto a la variacién en la expresion de proteinas de resistencia a multidrogas frente a
leptocarpina 30 y 100 uM (fig 26 a la 31), son bastante prometedores en una futura terapia
antitumoral, ya que se obtuvo una disminucion de un 37%+6% en la expresion del mMRNA del
transportador MRP1 con respecto al control en células HL60 expuestas a 100 uM de leptocarpina
(fig. 26) y un 9%+3% y 55%=+7% para 30 uM y100 uM de leptocarpina, respectivamente, en
celulas U937 (fig. 27). Los valores anteriores representan diferencias estadisticamente
significativas con un p<0,01. En lo que respecta a MVP que fue otra proteina ensayada, la
informacion disponible es poca y bastante incierta, ya que si bien ha demostrado tener un rol en
la resistencia a multidrogas de células leucémicas, este rol esta aln bajo discusion, ya que puede
variar dependiendo del tipo celular en proliferacion (linfoblastos/mieloblastos). Publicaciones

sobre LLA y LMA proveen resultados diferentes (List et al, 1996; Goasguen et al, 1996; Filipits



et al, 1998). Los niveles de expresion de MVP obtenidos en células U937 muestran que no existe
variacion (fig. 28), no asi en células provenientes de individuos normales, donde si hubo

variaciones de expresion (fig. 30).

En base a todos los antecedentes expuestos se puede deducir que leptocarpina a bajas dosis no
tiene un efecto citotdxico preferencial por células tumorales ya sean lineas celulares o células de
cultivos primarios, en comparacion a células provenientes de individuos sanos. Al aumentar la
dosis (sobre 20 uM) se establece la diferencia entre las lineas celulares HL60 y U937 respecto a
las células normales, lo cual no ocurre con las células leucémicas de cultivos primarios, ya que el
rango de ICsy presentados por estas células es muy disperso, con margenes que abarcan todos los
valores de 1Csq encontrados para las demas células analizadas. Si bien los resultados obtenidos en
los ensayos de citotoxicidad son menos alentadores pensando en un posible uso terapéutico de la
droga, los resultados logrados en lo que respecta a la expresion de proteinas de resistencia a
multidrogas abren la esperanza de un posible uso terapéutico de leptocarpina como coadyuvante
de la quimioterapia, por su efecto sensibilizador, asociado o no a otro farmaco, puesto que el
potencial inhibitorio de expresion de proteinas de resistencia a multidrogas es tanto 0 mas valioso

que el solo efecto citotdxico.
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