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En los ultimos afios, el tratamiento del cancer ha Lactona tipo
evolucionado mucho, se ha conseguido aumentar eudesmanolida
la supervivencia (por ejemplo, leucemias o
linfomas), pero no con la efectividad deseada
debido fundamentalmente a una insuficiente
actividad terapéutica 6 a una excesiva toxicidad. El
uso de agentes naturales para prevenir el
desarrollo o la repeticion de canceres ha sido
aceptado ampliamente como una opcion realista
para controlar la enfermedad. Muchos compuestos
derivados de plantas han sido utilizados como .
medicamentos. A lo largo de la historia se han L /‘ ?‘!
identificado infinidad de compuestos en plantas. ? _g::
En la familia Compositae, representada en Canarias - -
por unos 32 géneros, los compuestos quimicos que
predominan son fundamentalmente lactonas
sesquiterpénicas, compuestos que contienen el
grupo a -metilen-y-butirolactona y que han atraido
mucha atencién durante afos.
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INTRODUCCION







1. Cancer

Bajo la denominacion céncer se incluyen un conjunto de
enfermedades caracterizadas por una produccién andmala
de un determinado tipo celular del organismo. Estas células
tienen una velocidad de crecimiento y divisién mas alla de
los limites normales, por lo que progresivamente van

invadiendo el organismo.

El cancer constituye una de las enfermedades de mayor
relevancia en el mundo por su incidencia, prevalencia y
mortalidad. A escala mundial, es la principal causa de
muerte y se prevé que alcance los 13,1 millones en 2030
[1]. Las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte por enfermedades no transmisibles (48%),
seguidas del cancer (21%) y de las enfermedades
respiratorias crénicas (12%) [2]. En Europa causa el 20% de
las muertes, con mas de 3 millones de casos nuevos y 1,7
millones de muertes cada afio. En Espafia el cancer ha
adquirido tal magnitud que se sitia como la primera causa
de muerte (la primera en varones y la segunda en mujeres)
y es por tanto un problema de salud prioritario. Uno de cada
tres varones y una de cada cuatro mujeres se diagnosticaran
de céncer a lo largo de su vida. Cada aifo la incidencia del
cancer aumenta en Espafa, pero también disminuye su
mortalidad, lo cual refleja los avances en el diagndstico

precoz y el tratamiento [3].



Hay mas de 100 tipos diferentes de cancer. La mayoria
toman el nombre del érgano o tejido en donde empiezan

pudiendo agruparse en distintas categorias:

- Carcinoma: cancer que empieza en la piel o en tejidos
gue revisten o cubren los drganos internos.

- Sarcoma: cancer que empieza en hueso, en cartilago,
grasa, musculo, vasos sanguineos u otro tejido conjuntivo
o de sostén.

- Leucemia: cancer que empieza en el tejido en el que
se forma la sangre, como la médula ésea, y causa que se
produzcan grandes cantidades de células sanguineas
anormales y que entren en la sangre.

- Linfoma y mieloma: cénceres que empiezan en las
células del sistema inmunitario.

- Cénceres del sistema nervioso central: canceres que
empiezan en los tejidos del cerebro y de la médula

espinal.

En la mayoria de estos tipos de cancer, las células, al
dividirse de forma incontrolada, forman una masa que recibe
el nombre de tumor. Pero hay otros tipos de cancer, como la

leucemia, que no forman tumor.

La leucemia consiste en la proliferacion incontrolada de una
poblacion andmala de células de la sangre. Estas células
andémalas infiltran la médula ésea, impidiendo la produccion
de las restantes células normales, e invaden la sangre y

otros organos. La leucemia puede afectar uno de los dos


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46356&version=Patient&language=Spanish
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dula_%C3%B3sea

tipos principales de gldbulos blancos: las células linfoides o
las células mieloides. Cuando son las células linfoides las
afectadas, el trastorno se denomina leucemia linfoide o
linfoblastica. Si las células afectadas son las mieloides, la

enfermedad se denomina leucemia mieloide.
1.1. Tratamiento

En los dultimos afos, el tratamiento del cancer ha
evolucionado mucho, se ha conseguido aumentar la
supervivencia (por ejemplo, leucemias o linfomas), pero no
con la efectividad deseada debido fundamentalmente a una
insuficiente actividad terapéutica 6 a una excesiva toxicidad.
Estos problemas sélo podran solucionarse seleccionando las
mejores dianas terapéuticas y mediante el uso de
biomarcadores para identificar a los pacientes apropiados

para recibir cada tratamiento [4].

El gran avance se ha realizado con el conocimiento de la
muerte celular por apoptosis, mecanismo mediante el cual
las células son eliminadas con el propdsito de controlar la
proliferacidon celular 6 en respuesta a un dafio en el ADN.
Este conocimiento es el que nos proporciona las lineas a
seguir en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas,
induciendo la muerte de las células tumorales de forma
especifica o sensibilizdndolas frente a los tratamientos

antitumorales actuales


http://es.wikipedia.org/wiki/Hematopoyesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Hematopoyesis

Las neoplasias hematoldgicas forman uno de los grupos de
cancer mas estudiados. En 1980 se descubrid que los
glucocorticoides inducen fragmentaciéon del ADN y apoptosis
en los timocitos, y desde entonces el sistema
hematopoyético ha desvelado numerosas situaciones en las
que los mecanismos de muerte celular resultan clave en el
control de la homeostasis. El analisis de este mecanismo ha
proporcionado nuevas dianas terapéuticas eficaces en el
tratamiento de este y otros tipos de cancer [5]. Entre las
neoplasias hematoldgicas, la leucemia mieloide crénica es
una de las mas estudiadas, y constituye uno de los mejores
ejemplos de cémo una enfermedad puede ser tratada
mediante una terapia dirigida a una diana molecular

especifica.

El esfuerzo realizado en la identificacion de nuevas dianas
terapéuticas ha tenido en los ultimos afios multiples frutos,
ejemplos de ello son: el Bortezomib, tratamiento de eleccion
en mieloma multiple, el Trastuzumab de aplicacion en cancer
de mama, 6 el Cetuximab que se utiliza en el tratamiento del
cancer de colon metastdsico con sobreexpresion de

receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) [6].
1.2. Uso de farmacos de origen natural

Muchos compuestos derivados de plantas han sido utilizados
como medicamentos, ya sea en su forma original o semi-
sintético. Metabolitos secundarios de las plantas también

pueden servir como precursores de drogas, prototipos de



medicamentos y sondas farmacoldgicas. En la actualidad
encontramos farmacos a partir de plantas, que ya son
medicamentos aprobados y compuestos actualmente en
ensayos clinicos. Hay también varios extractos de plantas o
"fitomedicamentos" en ensayos clinicos para el tratamiento

de diversas enfermedades.

A lo largo de la historia se han identificado infinidad de
compuestos en plantas. En Ila familia Compositae
(Asteraceae), representada en Canarias por unos 32
géeneros, los compuestos quimicos que predominan son

fundamentalmente lactonas sesquiterpénicas.

Debido a su rango apreciable de actividades bioldgicas,
incluidas las propiedades antitumorales, es por lo que la
lactonas sesquiterpénicas se hacen merecedoras de la

atencién de la investigacion farmacoldgica.

En el futuro, en general los compuestos derivados de plantas
seguirdan siendo un aspecto esencial para acelerar el

descubrimiento de nuevos tratamientos [7].
2. Lactonas

En los ultimos afios, el uso de agentes naturales para
prevenir el desarrollo o la repeticién de canceres ha sido
aceptado ampliamente como una opcidén realista para
controlar la enfermedad. Los compuestos que contienen el
grupo o -metilen-y-butirolactona han atraido mucha atencion

durante afios ya que es un potente receptor para nucledfilos



que pueden inhibir los enzimas que contienen centros
nucleofilicos esenciales, como grupos amino (- NH,) vy tiol (-
SH)[8].

Las lactonas sesquiterpénicas, componentes activos de
muchas plantas medicinales de la familia Asteraceae, son
fitoconstituyentes de bajo peso molecular, de caracter
lipofilico, incoloros y amargos. Se obtienen de la parte aérea
de las plantas, constituyen un grupo de terpenoides C-15
con un anillo lacténico y contienen el agrupamiento o-
metilén-y-lactona. Los compuestos con este grupo ejercen su
efecto actuando como agentes alquilantes a través de una
adicion tipo Michael [9] (Figura 1.1).
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Figura 1: Reaccion de Michael o adicion de Michael



El responsable de las actividades bioldgicas incluyendo la
citotoxicidad frente a células tumorales, es la interferencia
en las funciones de las proteinas por la formacién de enlaces
entre las lactonas sesquiterpénicas y los grupos sulfhidrilos

(-SH) de dichas macromoléculas [10].

Las lactonas sesquiterpénicas presentan estructuras que
parecen tener un origen comun, habiéndose formado en
procesos biogenéticos estrechamente relacionados y que
permiten proporcionar caracteres quimicos utiles dentro de
la tribu. Asi podemos clasificarlas en tres grandes grupos:
lactonas tipo germacranolida, lactonas tipo eudesmanolida y

lactonas tipo guayanolida. (Figura 2).

0 0 =
o
Lactona tipo Lactonatipo Lactona tipo
germacranolida eudesmanolida guayanolida

Figura 2. Clasificacion de las lactonas
3. Apoptosis

La muerte celular puede producirse a través de dos

mecanismos: necrosis y apoptosis. En general, la necrosis es



un tipo de muerte celular pasiva que se deriva en respuesta
a disfunciones celulares agudas (procesos de toxicidad) que
conllevan la liberaciéon al entorno del contenido intracelular y
a la activacién de una respuesta inflamatoria. El término
apoptosis fue utilizado por primera vez en un articulo ya
clasico de Kerr, Wyllie, y Currie en 1972 para describir una
forma morfoldgicamente distinta de muerte celular. La
apoptosis es un proceso de muerte celular activo y muy
regulado que tiene Ilugar durante el desarrollo, y en
diferentes contextos fisioldgicos como procesos
inmunoldgicos o en respuesta a lesiones celulares. Se
caracteriza por la formacion de cuerpos apoptéticos,
posteriormente fagocitados por los macréfagos, que evitan la
liberacién del contenido celular y la activacién de una

respuesta inflamatoria [11].

Las células normales tienen capacidad de divisién de forma
limitada con un numero finito de divisiones. Al final de su
vida util, mueren por apoptosis o entran en un estado de
parada irreversible del crecimiento conocido como
senescencia replicativa. La vida atil de una célula es un
equilibrio entre las respuestas de la célula hacia Ia
supervivencia o hacia la muerte mediante un proceso
complejo y dinamico como consecuencia del balance de
diferentes estimulos intrinsecos y ambientales [11]. Asi, una
desregulacion del proceso de apoptosis, ya sea por déficit o
por exceso, puede desencadenar un gran numero de

patologias. En la Tabla 1 encontramos algunas de las



patologias asociadas a la desregulacion del proceso de
apoptosis. Una resistencia de las células a la apoptosis
permite la persistencia de células autorreactivas o mutadas,
que pueden provocar deséordenes como el cancer. En
cambio, en las situaciones donde hay un exceso de
apoptosis, se producen diferentes patologias crénicas como

las enfermedades neurodegenerativas o el SIDA.

Durante el proceso de apoptosis en la célula se producen

una serie de cambios, tanto morfolégicos como bioquimicos.

- Cambios morfoldgicos.
Durante la fase temprana de la apoptosis se puede observar
una contraccidon celular y la picnosis. La picnosis es el
resultado de la condensacion de la cromatina y éste es el
rasgo mas caracteristico de la apoptosis [12]. La
condensacidon se inicia periféricamente a lo largo de la
membrana nuclear, formando una media luna o estructura
de anillo. Durante las etapas posteriores de la apoptosis se
condensa mas, y finalmente se rompe dentro de una célula
con una membrana celular intacta, una caracteristica

descrita como cariorrexis [13].

En la membrana plasmatica se van formando evaginaciones,
el nucleo se fragmenta y se forman cuerpos apoptéticos,
fragmentos de la membrana celular que incluyen citoplasma
con organulos densamente empaquetados con o sin

fragmentos nucleares.



ENFERMEDADES POR

DEFICIT DE APOPTOSIS

ENFERMEDADES POR
EXCESO DE APOPTOSIS

Cancer

Leucemia Linfatica
Crénica

Enfermedades
autoinmunes

Lupus eritromatoso
Glomerulonefritis

Diabetes

Infecciones virales
Herpes

Adenovirus

Inmunodeficiencias
SIDA

Enfermedades

neurodegenerativas

cronicas

Alzheimer, Parkinson,
Esclerosis lateral
amiotrofica, Retinitis
pigmentaria.

Sindromes

mielodisplasicos
Aplasia medular
Enfermedades
degenerativas agudas

Dafio isquémico, Infarto de

miocardio, Dafno de
reperfusion, Accidente
cerebrovascular,  Hepatitis
inducida por toxicos
(alcohol), Pancreatitis,

Tiroiditis

Tabla 1. Enfermedades asociadas a la desregulacion de Ila

apoptosis



Estos cuerpos apoptoticos son rapidamente fagocitados por
macroéfagos o por células vecinas debido a la exposicidon de
marcadores de fagocitosis en la superficie celular como la
fosfatidilserina, evitando Ila exposicion del material
intracelular al sistema inmune que podria desencadenar una

respuesta inflamatoria [12].

- Cambios bioquimicos.
Se produce hidrélisis de proteinas, jugando un papel esencial
las caspasas, y rotura del ADN en fragmentos de 180 a 200
pares de bases. También se produce la externalizacién de
fosfatidilserina, anexina I y calreticulina que actian como
marcadores de fagocitosis. Aumentan los niveles de calcio
idnico libre y hay una deshidratacion celular. Hay una
pérdida del potencial de membrana mitocondrial y de la
asimetria en la composicion de la membrana plasmatica
[14,15]. Este proceso culmina con el reconocimiento y
fagocitosis de los cuerpos apoptdticos por macrofagos. El
hecho de que la membrana plasmatica se mantenga integra
durante todo el proceso de apoptosis es de vital importancia
para los organismos, ya que de esta manera evita el vertido
del material celular en el espacio intercelular, que provocaria

una reaccion inflamatoria [16]



4. Maquinaria apoptética

4.1. Las Caspasas

Las caspasas son un grupo de proteinas perteneciente al
grupo de las cistein-proteasas (Cysteine-Aspartate-
Proteases) [17], caracterizadas por presentar un residuo de
cisteina mediador de la ruptura de otras proteinas y que
generalmente se sintetizan como zimdgenos o formas

precursoras inactivas.

Hasta ahora, 14 caspasas (caspasa-1-14) han sido
identificadas, de las cuales 12 se encuentran en las células
humanas [15,18] Todas ellas se encuentran en forma de
zimdgenos o proenzimas con una estructura bien definida
(Figura 3):

o un dominio N-terminal muy variable tanto en su
secuencia como en su longitud, con funciones de
regulacion y activacion,

o una region catalitica formada por dos dominios,
uno grande (20 kDa) y otro pequeno (10 kDa), que
daran lugar a las dos subunidades de la enzima una

vez activada [19].
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Figura 3. Caspasas apoptoéticas en los mamiferos. La flecha
roja marca la posicién de la primera escision de activacién intra-
cadena entre las subunidades largas (~p20) y pequefa (~p10).

La familia de las caspasas se ha clasificado en tres grupos,
las caspasas no apoptoticas (caspasa-1, -5 -4,), las caspasas
apoptéticas iniciadoras (caspasas-2, -8, -9, -10), y las
caspasas apoptéticas efectoras, (caspasas-3, -6, -7),
activadas por alguna de las caspasas iniciadoras e hidrolizan
numerosas proteinas celulares [20,21]. Las procaspasas -8
y -10 contienen en sus dominios repeticiones de una
secuencia de interaccion proteina-proteina llamada dominio
efector de muerte (DED), mientras que las procaspasas -2, y
-9 contienen dominios de reclutamiento de caspasas
(CARDs); estos dominios facilitan la interaccion con
proteinas que contienen los mismos dominios [22] (Figura
3).



La activacion de las caspasas efectoras se inicia por un
procesamiento proteolitico entre sus dominios mayor vy
menor (Figura 4), que puede ser llevado a cabo por ellas
mismas, o por otras caspasas. La protedlisis provoca un
correcto posicionamiento del sitio activo y, a su vez, una
correcta alineacion de los residuos que interaccionan con los
sustratos, formando un heterodimero y dando lugar a una

conformacion activa [20,22].

Proenzima inactivo

Prodominio Subunidad grande Q}.ﬁﬂxﬂm
4 4

AspX AspX

e —

Caspasa activa

Figura 4. Activacion de las caspasas por procesamiento
proteolitico. El proenzima es escindido en las secuencias de corte
de caspasas y dos subunidades grandes se combinan con dos
pequefias formando asi el enzima activo.

Estudios recientes han revelado que la escisién no es ni
requerida ni suficiente para la activacion de las caspasas

iniciadoras. Los zimégenos de las caspasas iniciadoras



existen dentro de la célula como mondmeros inactivos. Estos
mondmeros zimdgenos requieren la dimerizacion para
asumir una conformacion activa, y esta activacion es

independiente de la escision.

La dimerizacién se produce en los complejos activadores
multiproteicos, donde los zimdgenos son reclutados en virtud
de su dominio N-terminal de reclutamiento. El complejo
activador implicado depende del origen del estimulo de

muerte, que se clasifican como extrinseca o intrinseca.
4.2. Vias de activacion de la apoptosis

En mamiferos se han descrito dos vias principales de
apoptosis, que requieren diferentes caspasas-iniciadoras,
pero que convergen a nivel de las caspasas-efectoras
activadas [11]. Una es la activada por los receptores de
superficie llamados "Receptores de la muerte" [23,24] vy la
otra, es la inducida por diferentes situaciones de estrés
celular que inducird la salida de factores apoptoticos
mitocondriales, y donde tienen mucha importancia los
miembros de Ila familia de Bcl-2, denominados "Los

guardianes de la integridad mitocondrial" [25,26] (Figura 5).

4.2.1. Via extrinseca: receptores de muerte

celular.

La via extrinseca o de los receptores de muerte se activa

cuando un ligando se une a sus correspondientes receptores.
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Figura 5: Vias de activacion de la apoptosis

Se han identificado dos familias de receptores con estas
caracteristicas: los receptores de muerte de la familia del
receptor de factor de necrosis tumoral (TNFR), que incluyen
TNFR1, Fas (CD95), DR3/WSL y los receptores del ligando
inductor de apoptosis relacionado con el TNF, TRAIL (TNF
related apoptosis-inducing ligand)/Apo-2L (TRAILR1/DR4,
TRAIL-R2/DR5).

La via apoptotica desencadenada por la activacién de los
receptores de la muerte, provoca la formacion del complejo
de sefalizacidon inductor de muerte, llamado DISC (death-

inducing signaling complex). Este complejo DISC estd



formado por la union de las proteinas adaptadoras FADD
(Fas-associated death domain, dominio muerte asociado a
Fas) y TRADD (TNFR1-associated death domain protein)
mediante su dominio de muerte, DD (death domain) y por
interacciones homodlogas, recluta en el DISC a la procaspasa-
8, que también contiene un DED. Después, la procaspasa-8
es activada proteoliticamente y la caspasa-8 activa (caspasa
iniciadora) es liberada del DISC al citoplasma, formando un
heterotetrdmero de 2 subunidades pequefas y 2 grandes
[27].

4.2.2. Via intrinseca: inicio de la sefnal de

apoptosis en la mitocondria.

La via intrinseca o mitocondrial se ejecuta en respuesta a
estimulos externos, agentes tdéxicos o dafio en el ADN. En
este proceso, las distintas vias de respuesta convergen en la
mitocondria a través de la activacion de miembros
proapoptéticos de la familia de Bcl-2, que daran lugar a la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y la
consiguiente liberacion de moléculas como citocromo ¢
[11,28] que, una vez en el citosol, se asocia con Apaf-1
(apoptotic protease activating factor, factor activador de
proteasa apoptotica) posibilitando asi el reclutamiento del
proenzima de la caspasa-9, via el dominio homdélogo de
reclutamiento CARD (caspase recruitment domain, dominio
de reclutamiento de caspasas), formando el Ilamado

apoptosoma, complejo que permitird la activacién de la



caspasa-9 y su actuacion sobre las caspasas efectoras, como
la caspasa-3 y -7 [29,30], que inician la protedlisis de los
diferentes sustratos celulares. Otra de las moléculas
liberadas son, por un lado, Smac/DIABLO que se une a las
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) impidiendo su
union a las caspasas [31] , y por otro, la endonucleasa G,
responsable de la degradaciéon del ADN que se transloca al
nucleo tras su liberacion de la mitocondria y esta involucrada
en la fragmentacién del ADN y junto con exonucleasas y

ADNasa I, producen el tipico patrén en escalera [32].

Como consecuencia se rompe la cadena de transporte de
electrones, se liberan iones superdxido [33,34] y se
hiperpolariza la membrana mitocondrial interna (que puede
terminar con la dilatacion de la matriz y la ruptura de la
membrana). Ademads, se abren los poros mitocondriales
permitiendo la entrada de agua y solutos a la matriz,
produciéndose un choque osmoético y la liberacién del factor
inductor de apoptosis (AIF), que se transloca al nucleo y
provoca la condensacion y rotura del ADN en fragmentos de
alto peso molecular (50 Kb). A nivel de la membrana celular,
AIF activa a la flipasa e inhibe a la translocasa haciendo que
la fosfatidilserina que en células normales se encuentran en
la cara interna de la membrana se exponga ahora al exterior
[35]. La actividad de AIF es inhibida por la sobreexpresion
de Bcl-2, pero no por los inhibidores de caspasas, es decir su

efecto es indedependiente de las caspasas [36]. También se



induce la activacion de Bax que puede formar un canal en la

membrana mitocondrial.

La apoptosis desencadenada por la activacion de los
receptores de la muerte, y la via mitocondrial controlada por
los miembros de Ila familia de Bcl-2, pueden estar
conectadas a través del miembro proapoptético Bid [37],
que pertenece al subgrupo de proteinas con un solo dominio
BH3, dentro de la gran familia de Bcl-2. La induccion de la
via extrinseca de muerte induce la activacion de la caspasa-
8, que es capaz de proteolizar a Bid, generando una forma
truncada (tBid), que puede translocarse a la mitocondria e
inducir la salida del citocromo ¢, amplificando la cascada

apoptotica. (Figura 6).

Las células se pueden clasificar segun las vias apoptdticas
activadas en la estimulacion de los receptores de la muerte.
En las células de tipo I, el procesamiento de la caspasa-8 es
suficiente para activar la cascada de caspasas Yy
desencadenar el proceso de muerte, independientemente de
la via mitocondrial y de los miembros de la familia de Bcl-2.
En las células tipo II, la activacién de las caspasas efectoras
depende de la translocacion de Bid a la mitocondria y de la

activacion de la via intrinseca.



—
——

Caspasa8

)/\

Caspasas
efectoras

‘ ( Caspasa9
v e
Apoptosoma

Figura 6: Conexioén entre la via intrinseca y la extrinseca

4.3. Sustratos de las Caspasas

Un elevado numero de proteinas son proteolizadas por las
caspasas durante el proceso de apoptosis. En los ultimos
afos se han identificado muchos sustratos de caspasa
importantes. El primer sustrato de caspasas descrito fue la
poli-(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP) [38]. La endonucleasa
corta el ADN gendmico entre los nucleosomas, para generar
fragmentos de ADN con longitudes correspondientes a
numeros enteros de aproximadamente multiples 180 pares

de bases. La presencia de esta escalera de ADN se ha



utilizado como marcador de la muerte  celular

apoptética[39].

En células no apoptoéticas, la PARP se une al DNA que
presenta dafios en sus cadenas, dando lugar a la formacion
de polimeros de ADP-ribosa que se unirdan a diferentes
proteinas como las topoisomerasas I y II, histonas, DNA
polimerasa y DNA ligasa2, como a la propia PARP. Esta unidn
inhibe a algunas de estas proteinas inhibiendo la replicacién
y transcripcidn del DNA y permitiendo la unidn de enzimas
de reparacion del DNA mediante la separacién de las
histonas del DNA. Por ello, la PARP ha sido implicada en los

mecanismos de reparacién del DNA [40,41].

En las fases finales del proceso apoptético, la caspasa-3
proteoliza la PARP generando un fragmento de 85 kDa, que
contiene el dominio catalitico (C-terminal), y un fragmento
de 16 kDa, que contiene el dominio de union al DNA (N-
terminal) [38] El resultado final de esta protedlisis es
impedir la reparacion del DNA dafado y permitir que la

célula entre en apoptosis.

Se conocen mas de 200 sustratos hidrolizados por las

caspasas y pueden clasificarse en:

. Proteinas citoplasmaticas: actina, gelsolina,

componentes de unidén a B-cateninas.

. Proteinas nucleares: lamina-A, B, receptor de

lamina B, proteinas nucleares del aparato mitotico,



proteinas asociadas a ribonucleoproteinas, proteinas

de union a la estructura del cromosoma.

o Proteinas relacionadas con el metabolismo
y reparacion del ADN: PARP, DNA-PKcs, proteinas
de replicacion del ADN, ADN-topoisomerasas.

o Proteinquinasas: PKC y sus isoformas, MAPK,
ERK, Akt, Weel.

. Proteinas implicadas en Ilas vias de
sefalizacion: citoquinas, pro-interleuquinas vy

fosfolipasas.

. Proteinas del ciclo celular y proliferacion

celular: p21, p27, pRb, ubiquitinas [19]
4.4. Inhibidores de caspasas.

Debido a que el proceso de protedlisis es irreversible, la
activacion de las caspasas en las células esta finamente
regulada transcripcionalmente y por modificaciones post-
transduccionales [13]. Para evitar que se produzcan
respuestas fisioldgicas no deseadas, las células emplean tres
estrategias de copia de seguridad: la inhibicion de caspasas,
la degradacidon de las caspasas, y los inhibidores de los

receptores sefuelo (decoy receptors).

La solucién natural para la inhibicion de proteasas es a
menudo tomar ventaja del punto de uniéon al sustrato,

ocupandolo con un segmento que imita un buen sustrato.



Tales ejemplos se encuentran en algunos virus, donde los
inhibidores de caspasas actian bloqueando las defensas del

huésped para controlar la infeccién [14].

Una vez activadas, también existen mecanismos de

regulacion de su degradacion a nivel del proteosoma [42].

La accion de las caspasas esta regulada a varios niveles, e
incluyen el bloqueo de la activacion de las caspasas en DISC,
asi como la inhibicién de la actividad enzimatica. Existen al
menos dos tipos distintos de reguladores de caspasas: IAP y
FLIP [19].

IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins, proteinas inhibidoras
de apoptosis): constituyen una familia de factores proteicos
que son liberados por la mitocondria y ejercen su accién
inhibiendo directamente a las caspasas. Son las Unicas
proteinas enddgenas que regulan tanto la actividad de
caspasas iniciadoras (de la caspasa-9 pero no la -8), como
efectoras (caspasas-3 y -7). En humanos se han identificado
varios miembros de la familia de la IAP: c-IAP1, c-IAP2,
[43], XIAP [44], NAIP [45], survivina [46], apollon [47],
ML-IAP [48] [49] y ILP-2 [50].

Todas ellas pueden presentar:

e al menos un dominio BIR, mediante el que se unen a

las caspasas inhibiendo su accion,



e dominios RING, que actuan como una ubiquitin-ligasa
induciendo su autodegradacion y la degradacion de la

caspasa unida a él por el proteosoma,

e dominios CARD, que pueden permitir la regulaciéon de
la degradacidon de las caspasas por interaccion entre

dominios de este tipo.

Dentro de esta familia de proteinas, la mejor estudiada es
XIAP. Su estructura esta formada por tres dominios BIR y un
dominio RING, el dominio BIR2 inhibe las caspasas -3 y -7,
mientras que el dominio BIR3 inhibe la caspasa-9. Los
antagonistas de XIAP pueden unirse a BIR2, bloquear su
efecto inhibidor [51] y activar directamente a la caspasa-3,
que a su vez activa a las caspasas -8 y -9 como
consecuencia del bucle de amplificacion de la sefial
apoptotica. Ademads, el efecto apoptotico inducido por el
antagonista de XIAP sdlo se observa en células tumorales,
debido a que sus niveles de expresidon son mayores que en

las células normales.

La proteina survivina soélo posee un dominio BIR, y aunque
fue considerada como una IAP, no inhibe a las caspasas
directamente, sino que es una proteina nuclear importante

en la mitosis celular [19].

FLIP (FLICE/caspase 8 Inhibitory Protein) posee dos
regiones homodlogas a los dominios efectores de muerte
(DED) en su extremo amino, asemejandose a la estructura

de las caspasas -8 y -10. Esto le permite impedir la



formacion del complejo de sefializacién inductor de muerte
(DISC), y también mediante la unién a la caspasa-8 por sus
dominios DED formar un heterodimero caspasa-8/c-FLIPL,
que promueve la protedlisis parcial de ambos. Esta
protedlisis incompleta mantiene a las dos proteinas unidas al
receptor, impidiendo la liberacién de la forma activa de la

caspasa-8 [52].

Las caspasas pueden, ademas ser modificadas
covalentemente por fosforilacién. Por ejemplo, Akt, proteina
quinasa involucrada en la supervivencia celular y mediador
de PI3K, fosforila el centro activo de la caspasa-9 inhibiendo

su funcion [53].
4.5. Proteinas de la familia Bcl-2

Una de las vias mas importantes en la regulacion de la
apoptosis se lleva a cabo por la familia de proteinas Bcl-2.
Estas proteinas juegan un papel central en la regulacién de

la muerte celular participando en la apoptosis [54]. (Figura?7)

El primer miembro y que da nombre a la familia, Bcl-2, fue
clonado a partir del punto de corte en la translocacién
cromosomal t(14:18), presente en el 85% de los linfomas
foliculares de células B humanas, y se caracteriza por inhibir
la muerte celular por apoptosis [55]. Posteriormente, fue
identificada toda una familia de proteinas relacionadas por
su homologia de secuencia y su participacion en el control de

la apoptosis.
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Figura 7: Regulacién de la apoptosis por la familia Bcl-2

En humanos se han descrito al menos 20 miembros de esta
superfamilia. Todos ellos se caracterizan por la presencia de,
al menos, uno de los cuatro dominios presentes en la
proteina Bcl-2, conocidos como BH1-4 (Bcl-2 homology 1-4).
Los distintos miembros de esta superfamilia se dividen en
miembros antiapoptéticos, proapoptoéticos y proteinas “solo
BH3” (Figura 8).

- Antiapoptdticos: Bcl-2, proteina integral de membrana,

[56,57] y sus homdlogos mas cercanos, Bcl-X, y Bcl-w, que



solo se insertan en las membranas después de una sefial
citotdxica [58] y Mcl-1, localizado en la mitocondria y que
también parece estar implicado en la regulacién del ciclo
celular [59]. Todos estos factores comparten con Bcl-2 una
actividad anti-apoptética y una homologia estructural en
cuatro regiones a-hélice homodlogas a Bcl-2, BH1 - BH4.

- Proapoptdticos: Bax y Bak, presentes en multitud de

tejidos y Bok, cuya expresion parece estar limitada a tejidos
reproductivos. Estos factores comparten con Bcl-2 solo los
dominios BH1, BH2 y BH3. La activacion simultanea de Bax
y Bak, pero no su inactivacion individual, bloquea Ila

apoptosis en muchos tejidos [60,61].

- Proteinas "“solo BH3”: Bad, se activa mediante des-

fosforilacidon facilitando su translocacidn a la mitocondria y
su interaccion con Bcl-X,, Bid, proteina que interrelaciona
las dos vias apoptéticas, la activacion de caspasa-8 induce la
hidrélisis de Bid formando un fragmento truncado tBid que
se transloca a la membrana mitocondrial e induce Ila
liberacién de citocromo c. Bik, y Bid pueden actuar sobre la
mitocondria, induciendo la liberacion de citocromo c¢ [62].
Bim, y Bid, inducen la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial en un modelo dependiente de Bax y/o Bak,

induciendo su oligomerizacién [55].



"BH3 BH1 BH2

v

Pro- apoptéticas

!
W

- Liberacidon de Citocromoc

Apoptosis

Figura 8. Interacciones entre los miembros de Ila familia
Bcl-2

Estos factores sdélo poseen el dominio BH3 necesario y

suficiente para promover la apoptosis [25].

Los miembros de la familia Bcl-2 interactian de forma
dindmica para regular la apoptosis, mediante
homo/heterodimerizacion o mediante fosforilacion vy
desfosforilacion. Los miembros que sélo poseen el dominio
BH3, necesitan heterodimerizar para ejercer su accion,
uniéndose a las proteinas anti-apoptoticas. Ademas, los

miembros pro-apoptéticos como Bax pueden heterodimerizar



con los anti-apoptoéticos como Bcl-2 6 Bcl-xL y bloquear su
actividad anti-apoptotica. Cuando Bcl-2 estd en exceso, las
células estan protegidas de la muerte celular, y cuando Bax
estd en exceso la célula estd abocada a entrar en apoptosis.
Por tanto la relacidon de los niveles de expresion entre los
miembros pro- y anti-apoptoéticos de la familia Bcl-2

determina el destino celular [55].

La pérdida de la regulacién sobre los miembros de la familia
Bcl-2 estd estrechamente vinculada a la tumorogénesis, los
miembros  anti-apoptéticos parecen funcionar como
oncoproteinas y los pro-apoptoticos como supresores de

tumores.

4.6. Mecanismos de accion de las MAPKs en la

apoptosis celular

La red de seializacidon celular confiere a la célula los
mecanismos necesarios para recibir y responder de manera
adecuada a estimulos externos. Las vias de sefalizacidon
dirigidas por las MAPKs (proteinas quinasas activadas por
mitdgenos) juegan un papel fundamental en la transduccion
de sefales en la célula a través de cascadas de fosforilacion
en serie [63], modulando eventos cruciales como pueden
ser, la progresién a través de la fase G1 del ciclo celular, la
regulacion del desarrollo embrionario, la migracién celular, la
apoptosis o la diferenciacion celular [64,65]. Son proteinas
caracterizadas como quinasas de residuos de serina /

treonina dirigidas a prolina (Pror-Leu-Ser/Thr-Pro) [66,67].



En los mamiferos, hay mas de una docena de genes de
MAPKs pero al menos tres MAPKs diferentes estan
implicadas en la modulacién de vias de transduccion de
sefales en células de mamiferos:

- ERK1/2, proteinas quinasas reguladas por seiales

extracelulares

- JINK/SAPK, proteinas quinasas activadas por

estrés/quinasas N-terminal de c-Jun

- p38 MAPK. proteinas quinasas activadas por

mitégenos p38.

MAPKSs
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A citoquinas,
mitégenos
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Figura 9: Esquema simplificado de las principales

cascadas de las MAPKs



Cada via de sefalizacion MAPKs consiste en un mddulo de
tres proteinas quinasas: una MAPK quinasa quinasa
(MAPKKK), la cual fosforila y activa una MAPK quinasa
(MAPKK) que a continuacion fosforila y activa a una MAPK.
Entre las MAP quinasas, las ERK1/2 son principalmente
activadas por mitégenos y por factores de crecimiento,
mientras que p38-MAPK y JNK son activadas principalmente
por estimulos de estrés ambientales (UVA, radiaciones
ionizantes, calor, ROS, etc.) provocando la apoptosis celular.
(Figura 9).

La via de activacion de ERK1/2 (p42/44 MAPK) estad bien
caracterizada, produciéndose principalmente a través de
p21Ras/Raf/MEK en respuesta a factores de crecimiento y/o
a la unién de integrinas a moléculas especificas de la matriz
extracelular [68], regulando la maquinaria que controla el
ciclo celular. Actualmente esta demostrado el hecho de que
la activacion de estos receptores estd asociada con una
induccion de ciclina D1 y con una disminucién en los niveles
de inhibidores enddgenos de proteinas quinasas
dependientes de ciclina (CDKs), como p2l1 (conocido
también como WAF1 o CIP1) y p27 (denominado a veces
KIP1) [69,70]. Su funcidon sobre estas proteinas parece
estar mediada por distintos factores de transcripcion, en el
caso de CDK1 a través de AP-1 [71], aunque también
pueden activar a ELK1, ETS, STAT1,3 y PPARy en su funcién
de regular la progresién del ciclo celular, la movilidad celular

o la expresion génica.



Su papel en la actividad mitocondrial ha sido investigado en
diversos estudios usando inhibidores farmacoldgicos que han
indicado como ERK1/2 puede modular funciones
mitocondriales, particularmente las asociadas con la muerte
celular. La activacion de ERK promueve la funcion ATP-
sintasa mitocondrial en astrocitos deprivados de glucosa
manteniendo el potencial de membrana mitocondrial y
previniendo la liberacidon de citocromo c [72], lo que sugiere
gue ademas de jugar un papel inductor en la divisién celular,
participa en la labor de mantener activos los mecanismos

implicados en la supervivencia celular.

JNK (p46/p54 MAPK) y p38-MAPK son intermediarios claves
en las sefales de estrés provocadas por una gran variedad
de estimulos como radiacién UV, radiacion y, choque
térmico, estrés osmatico o citoquinas inflamatorias [73]. Las
JNKs son activadas por las quinasas de especificidad dual
MKK4/SEK1 y MKK7 [74,75], mientras que p38-MAPK son
activadas por MKK3/6 [76]. Una vez activada, la JNK media
la fosforilacion y activacién de factores de transcripcion
como c-jun, ATF-2 y Elkl [77,78], mientras p38-MAPK
igualmente esta implicada en la regulacion transcripcional de
ATF-2, Elkl, MAX, CHOP/GADD153 y CREB [78-80] y en la
activacion de MAPKAP2/3 quinasas que a su vez fosforilan

proteinas de choque térmico pequefias.

Xia et al. fueron los primeros en describir efectos opuestos

sobre la apoptosis de los miembros de las MAPKs, ERK1/2



frente a SAPK/INK y p38/HOG. Encontraron que mientras
INK y p38 se activaban en el proceso apoptoético inducido
por deprivacion de suero y del factor de crecimiento nervioso
(NGF) en células de feocromocitoma de rata (PC12), las
ERK1/2 se inhibian [81]. Esta respuesta diferencial de las
MAPKs ha sido ampliamente descrita en la induccion, por
multiples estimulos, de la apoptosis celular, incluyendo el
tratamiento de distintos tipos celulares con ceramida, 6xido
nitrico, FAS, TNFa , H,O,, UV o Rayos X [82-85]. Kim et al,
en un trabajo reciente demuestran que la activacion de IJNK
y p38-MAPK, en células de hepatoma humano HepG2 por
H,0,, UV o etopdsido, induce la fosforilacidon en Ser87-Pro
y/o Thri67-Pro de |la proteina pro-apoptética BAX,
provocando su translocacién mitocondrial y posterior muerte
celular por apoptosis [86]. Si bien, la regulacién y el
mecanismo de accién de p38-MAPK en su papel como
proteina proapoptética inducida por activacidn del receptor
de muerte (receptor de FAS) parece ser distinta. En estudios
realizados con células T CD8+, el tratamiento con el ligando
FAS induce la activacion de p38-MAPK [87]. Los autores de
este trabajo, ademas de proponer que la activacién de p38-
MAPK es fundamental para la apoptosis inducida por FAS,
demuestran que una vez p38-MAPK es activada, ésta es
capaz de fosforilar Bcl-x, y Bcl-2, previniendo la acumulacion
de estas proteinas antiapoptéticas en la membrana

mitocondrial.



Los efectos de JNK sobre la mitocondria a menudo implican
una estimulacién de la apoptosis celular. Ya que produce una
inhibicién de las proteinas antiapoptoéticas Bcl-2 y Bcl-xL,
provocando la pérdida de potencial de membrana
mitocondrial y la consecuente liberacién de citocromo ¢ al
citoplasma [88]. INK, ademas, media la liberacién de
SMAC/DIABLO promoviendo la actividad de la caspasa 9
[85]. Sin embargo, la sefalizacién mediada por JNK puede
causar respuestas antagonicas, promoviendo la
supervivencia celular bajo ciertas condiciones y en ciertos
tipos celulares. En experimentos en los que se han
transfectado células con mutantes, dominantes negativo, de
MEKK1, SEK1 o JNK y tratado posteriormente con TNF se ha
visto que la ausencia de actividad IJNK no previene la

apoptosis.



OBJETIVOS







Estos Ultimos afios, el uso de agentes naturales para
prevenir el desarrollo o la repeticién de canceres ha sido
aceptado extensamente como opcidn realista para controlar

la enfermedad.

Los compuestos que contienen el grupo a-metilen-y-
butirolactona han sido el centro de atenciéon durante afos.
Este grupo es una estructura funcional importante en una
amplia gama de productos naturales, particularmente en

lactonas sesquiterpénicas citotéxicas.
El objetivo de este estudio es:

1. Examinar los efectos de lactonas sesquiterpénicas,
extraidas de plantas endémicas de las Islas Canarias,
sobre la viabilidad celular en varias lineas tumorales

humanas.

2. Caracterizar las vias de sefalizacion implicadas en la

apoptosis desencadenada por estos compuestos.






MATERIAL Y METODOS







1. Agentes farmacologicos

Los estudios correspondientes al aislamiento, elucidacion
estructural y derivatizaciones de los productos naturales
fueron llevados a cabo en el Grupo de Investigacién Quimica
Organica I, del departamento de Quimica de la ULPGC, bajo
la direccién del Dr. Jorge Triana Méndez, y el Dr. José Luis

Eiroa Martinez.

Las especies estudiadas fueron recolectadas en los lugares
que se indican en cada caso, habiendo sido clasificadas por
la Dra. Rosa Febles Hernandez del Jardin Canario “Viera y
Clavijo” de Las Palmas de Gran Canaria, encontrandose en el

herbario de dicho Centro muestras de las mismas.

Todos las lactonas naturales utilizadas en este estudio
fueron aisladas de las partes aéreas de especies endémicas

canarias pertenecientes a la familia Compositae.

De las partes aéreas de Nauplius stenophyllus, se aislo la
asteriscunolida A (AS), purificada por cromatografia en
una columna de silica gel y se eluydé con una mezcla de n-
hexano y acetato de etilo en una proporcion de (8:2). La
pureza de este compuesto fue 99,0% segun se juzga por
cromatografia de liquidos de alta presién. La identificacion
estructural de este compuesto se determind
espectroscépicamente (PMR y 13C NMR, I.R. y UV /

Espectroscopia visible y espectrometria de masas).

Las partes aéreas de algunos ejemplares de la especie

Tanacetum oshanahanii fueron recolectadas en el Jardin



Canario “Viera y Clavijo” de Las Palmas de Gran Canaria.
Presenta una Unica poblacién situada en los riscos de
Guayedra, al oeste de la isla de Gran Canaria, entre los 550
y 600 metros sobre el nivel del mar. La extraccion con
etanol de partes aéreas de esta planta dio un liquido de
aspecto siruposo que fue sometido a sucesivos procesos de
separacién mediante cromatografia en columna silica gel
utilizando como eluyente una mezcla de n-hexano y acetato
de etilo en proporcién creciente de este ultimo a medida que
avanzaba el proceso. Se recogieron varias fracciones que se
agruparon y fueron sometidos a una cromatografia en
columna de silica gel utilizdandose como eluyente mezcla de
n-hexano y acetato de etilo en proporcion 50:50. De las

fracciones obtenidas logré separarse la tanapsina (Ta).

2. Productos y materiales.
- Cultivos celulares.

El medio de cultivo RPMI 1640, Dulbecco’s MEM (DMEM), el
suero bovino fetal (FBS), la tripsina, el HEPES (N-[2-
hidroxietil] piperazino N'-[2-etanosulfanilico]), la L-
glutamina, el azul de tripan, el bicarbonato sdédico y los
antibidticos (estreptomicina, gentamicina y penicilina G)
fueron de Sigma Chemical Co. (San Luis, EEUU). Las botellas
de cultivo de 75 cm? y las placas de 48 y 96 pocillos
estériles, asi como el resto del material estéril utilizado

fueron de Becton-Dickinson.



- Fragmentacion del ADN.

La RNasa A, la proteinasa K y el fenol fueron suministradas
por Sigma Chemical Co. El cloroformo y alcohol isoamilico se
obtuvieron de BDH (Poole, Inglaterra). La agarosa se obtuvo
de Bio-Rad (Madrid, Espafna) y el bromuro de etidio de
Sigma/Aldrich (Espafia).
- Microscopia de fluorescencia (tincién con
bisbenzimida).
El paraformaldehido y la bisbenzimida (Hoechst n® 33258)
se obtuvieron de Sigma Chemical Co. Se utilizd un
microscopio de fluorescencia LSM 5 PASCAL de ZEISS.

- Citometria de flujo.

El yoduro de propidio y la RNasa A se obtuvieron de
Sigma/Aldrich. La anexina V se obtuvo de BD Pharmigen™
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit). Los fluorocromos
H,-DCF-DA (diacetato 2°,7 "-dicloro-dihidro-fluoresceina) vy
JC-1 (yoduro de 5,5' 6,6'-tetracloro-1,1', 3,3'-tetraetil-
benzimidazolo-carbocianina) se obtuvieron de Molecular
Probes (Invitrogen Corporation Carlsbad, CA). Los

inhibidores de caspasas z-VAD-fmk (benciloxicarbonil-Val-

Ala-Asp(OME)-fluoro metil cetona), z-DEVD-fmk
(Benzilocicarbonil-Asp-Glu-Val-Asp(OME) fluorometil
cetona), z-LEHD-fmk (Benciloxicarbonil-Leu-Glu-His-
Asp(OME) fluorometil cetona), z-IETD-fmk

(Benciloxicarbonil-Ile-Glu-Thr-Asp(OME) fluorometil cetona),
z-VDVAD-fmk (Benciloxicarbonil-Val-Asp-Val-Ala-Asp(OME)



fluorometil cetona) fueron obtenidos de Sigma, mientras que
los inhibidores z-YVAD-fmk (Benciloxicarbonil-Tyr-Val-Ala-
Asp(OME) fluorometil cetona) y z-VEID-fmk
(Benciloxicarbonil-Val-Glu-Ile-Asp(OME) fluorometil cetona

fueron obtenidos de Calbiochem.

SP600125, PD98059, SB203580, Trolox, N-acetil-L-cisteina
(NAC), Tocoferol (vitamina E), ditiotreitol (DTT), alopurinol,
acido ascérbico (vitamina C), hidroxibutilanisol (BHA),
pirrolidin  ditiocarbamato (PDTC), catalasa (CAT) vy
superoxido dismutasa (SOD), U0126 y el resto de

inhibidores fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.
- Determinacion de la actividad caspasa.

El sustrato especifico utilizado para determinar la actividad
caspasa -3/-7 fue N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina
(DEVD-pNA) obtenido de Sigma, y la paranitroanilina (pNA)

fue obtenida de Calbiochem.
- Inmunodeteccion de proteinas ("Western blot”).

La acrilamida (bis N,N'-metilen-bis-acrilamida), persulfato
amonico, TEMED (N,N,N,N,-tetrametil-etilendiamina), SDS
(dodecil sulfato sdédico) y los marcadores de pesos
moleculares se obtuvieron de Bio-Rad. ElI azul de
bromofenol, el BSA (albumina de suero bovino) y el B-
mercaptoetanol fueron de Sigma. Las membranas (PVDF) y
el sustrato de revelado por quimioluminiscencia se
obtuvieron de Millipore (Billerica, MA, USA). Las placas para

autorradiografia se adquirieron de Kodak.



Los productos utilizados en la obtencion del lisado celular,
fueron: aprotinina (inhibidor de serinproteasas que inhibe
tripsina, quimiotripsina y plasmina), leupeptina (inhibidor de
cistein y serinproteasas. Inhibe plasmina, tripsina, papaina y
catepsina B), pepstatina A (inhibidor potente de proteasas
acidas), PMSF (inhibe cistein, serinproteasas vy
acetilcolinesterasa), ditiotreitol (DTT: agente reductor
estereoselectivo para puentes disulfuro en complejos
moleculares), ortovanadato sédico (inhibidor de fosfatasas
alcalinas) y el detergente tritdn X-100 fueron obtenidos de

Sigma Chemical Co.

Los anticuerpos para PARP, caspasa -3, caspasa -6, caspasa
-7, caspasa -8, caspasa -9, citocromo ¢, BCL-2 se obtuvieron
de Stressgen (Victoria, British Columbia, Canada). El
anticuerpo para BAX, o-tubulina vy anti-B-actina se

obtuvieron de Sigma/Aldrich.

Los anticuerpos para fosfo-p38™APK (Thr®/Tyr8%), p38"A%,
fosfo-INK/SAPK  (Thr'®3/Tyr'®), INK/SAPK, fosfo-ERK1/2
(Thr?®?/Tyr*®Y) y ERK1/2 fueron obtenidos de New England
Biolabs (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EEUU). Los
anticuerpos secundarios se obtuvieron de Amersham

Biosciences.
- Reactivos generales de laboratorio.

El agua desionizada y bidestilada se obtuvo con un equipo
Mili-Q (Water Purification System, Millipore Ibérica, Madrid,
Spain). El dimetilsulféxido (DMSO), EDTA, EGTA, NaCl,



glicerol, trizma base, trizma-HCI, azida sédica, bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), la
sacarosa, tween 20, hidroxido de sodio (NaOH), acido
clorhidrico (HCl) y otros compuestos utilizados en la
preparaciéon de reactivos y tampones se adquirieron a
Sigma Chemical Co. o a BDH (Carlo Erba, E Merck y Fluka).
El dodecil sulfato sédico (SDS) se obtuvo de Bio-Rad.

3. Modelo Experimental.

Las células se contaron en un hematocitdmetro y la
viabilidad siempre fue superior al 95% utilizando el método

de exclusion de azul de tripan.

3.1. Cultivo de células leucémicas humanas HL-60,
JURKAT y MOLT-3, y células de linfoma histiocitico
humano U937.

Las células HL-60, JURKAT, MOLT-3 y U937 se obtuvieron de
la coleccion americana y alemana de cultivos celulares
(ATCC y DSMZ) y se cultivaron en medio RPMI 1640
suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS)
inactivado por calor y antibidtico (100 unidades /ml de
penicilina y 100 pg/ml estreptomicina) en una atmosfera
humidificada (37 °C y 5% CO,) y a una densidad no superior
a 0,5 x 10° células/ml [90,91]. A las células se les cambid el
medio de cultivo tres veces por semana y se dividieron

aproximadamente cada 24 horas.



3.2. Cultivo de células de melanoma humanas SK-
MEL-1.

Las células de melanoma humano SK-MEL-1 establecidas a
partir de células metastdasicas del conducto toracico de un
hombre de 29 afios, se obtuvieron de la coleccidon alemana
de cultivos celulares (DMSZ), se cultivaron en medio RPMI
1640 en las mismas condiciones que las anteriores. Aunque
las células crecen lentamente producen sin embargo una
rapida acidificacién del medio por lo que el medio de cultivo

se cambid tres veces por semana [90,91].

3.3. Cultivo de células A549 (cancer de pulmoén

humano).

Las células de cancer de pulméon humano A549 fueron
establecidas a partir un tumor pulmonar de un hombre de 58
anos en 1972, se obtuvieron de la coleccidon alemana de
cultivos celulares (DMSZ), se crecieron en medio DMEM
conteniendo 10% de suero bovino fetal inactivado por calor,
100 unidades /ml de penicilina y 100 pg/ml estreptomicina.
Para su cultivo utilizamos placas Falcon de 100mm, ya que
estas células son adherentes y crecen rapidamente, se
cambi6é el medio de cultivo dos o tres veces en semana
utilizando 0,25 % tripsina-EDTA durante 5 minutos y las
células obtenidas por centrifugacion (500 g durante 5
minutos) se resuspendieron a una densidad de 1x10*
células /ml. Se mantuvieron en una atmdsfera humidificada
(37 °Cy 5% CO,) [90,91].



3.4. Cultivo de células HL-60 transfectadas con el
gen humano Bcl-xL (HL-60 que sobre expresan bcl-
xL), HL-60 con su vector control HL-60 bcl-neo y
U937 que sobreexpresan el gen humano de bcl-2
(denominadas U937/Bcl-2).

Las células HL-60 fueron transfectadas con el plasmido
pSFFV-neo (HL-60/neo) o con el plasmido pSFFV-bcl-x, (HL-
60/Bcl-x.) que fueron establecidos por el Dr. Kapil N Bhalla
(Medical College of Georgia Cancer Center, EEUU) y fueron
obtenidas por donacidn de Dr. Angelika Vollmar (Department
of Pharmacy, Universidad de Munich, Alemania). Las células
HL-60/Bcl-x. y HL-60/neo fueron cultivadas igual que en el
caso de las células HL-60, afiadiendo 0,1mM de aminoacidos
no esenciales y 1 mM de piruvato de sodio (Invitrogen) al
medio de cultivo. Ademas anadimos gentamicina (1mg/ml)
al medio de cultivo cada quinto pase, y las células con

gentamicina no fueron empleadas para los experimentos.

Las células U937/Bcl-2 fueron proporcionadas por la Dra.
Jacqueline Bréard (INSERM U749, Faculté de Pharmacie
Paris-Sud, Chatenay-Malabry, Francia). Las células se
cultivaron en RPMI 1640 con glutamax y 25 mM de HEPES,
1% MEM piruvato de sodio, complementado con un 10% de
suero bovino fetal inactivado por calor, 100 unidades /ml de
penicilina y 100 pg/ml estreptomicina, en una atmosfera
humidificada a 37 °C y 5% CO..



A las células se les cambié el medio de cultivo tres veces por

semana y se duplicaron cada 24 horas. [90,91].

3.5. Células mononucleares de sangre periférica de
origen humano (PBMC).

Las células mononucleares de sangre periférica de origen
humano (PBMC) fueron aisladas de sangre obtenida de
voluntarios sanos, recogidas en tubos heparinizados para
evitar la coagulacion y se aislaron mediante centrifugacién
con Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences). Una parte de
las PBMCs obtenidas se estimularon con fitohemaglutinina
(PHA, 2 pg/ ml) durante 48 h antes del tratamiento

experimental.

3.6. Tratamiento con los compuestos.

Los productos se prepararon a una concentracién de 10-100
mM en dimetilsulfoxido y las alicuotas se mantuvieron a -
200 C. Las diluciones necesarias se hicieron en medio de
cultivo justo antes del experimento. En todos los
experimentos la concentracion de DMSO no excedié del
0,3%, una concentracidon que no es toéxica para las células.
La misma concentracion de DMSO fue afiadida a las células

control.



4. Métodos

4.1. Evaluacién de la citotoxicidad in vitro y estudios

de la proliferacion celular: MTT.

Se realizd, mediante el ensayo de la reduccién metabdlica
del bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio

(MTT) por la actividad deshidrogenasa mitocondrial [92].

Las células se cultivaron en placas de 96 pocitos, por
triplicado, a una densidad de 1x10* células/pocito en 0,2 ml
de medio de cultivo y en presencia de diferentes
concentraciones de las lactonas sesquiterpénicas durante 72
h. Las placas se centrifugaron (500 g, 10 min) a
temperatura ambiente y el medio se elimind por aspiracion.
A cada pocito se le afladié 100 ul de MTT (0,5 mg/ml en
medio de cultivo con antibidtico pero sin suero) y las placas
se incubaron durante 4 h a 37°C. La reaccidon se pard
afadiendo 100 ul de SDS (20%) con HCI 0,02 N e
incubando la mezcla hasta la mafana siguiente. La
cuantificacion de la conversién del MTT (amarillo) en su
forma reducida (purpura) por la deshidrogenasa mitocondrial
se determind a 570 nm en un lector de microplacas (modelo
680 Bio-Rad) utilizando como blancos pocitos sin células a
los que se les afladid medio. Los datos se analizaron con el
programa informatico Prism 2.0 (GraphPad) y se determind
la concentracion de producto que inhibe el crecimiento
celular a la mitad (ICso) [93,94].



4.2. Estudio de la apoptosis celular:

La apoptosis celular se determind mediante diversos

criterios:

4.2.1. Tincion con el fluorocromo bisbenzimida.

Método cuantitativo, basado en la capacidad del fluorocromo
para unirse al ADN, permitiendo visualizar la existencia de
cambios morfoldgicos del nucleo como son la condensacién
de la cromatina y su compactacién a lo largo de la periferia
del nucleo y la segmentacién del nucleo. Una vez finalizados
los tratamientos, las células (~5x10°) se lavaron con PBS
(10 mM fosfato sddico, 150 mM NaCl, pH 7,4) y se fijaron
con 70 pl de paraformaldehido (3% en PBS) durante 10
minutos a temperatura ambiente. A continuacién se
centrifugaron (12.000 g, 1 minuto), se elimind el
paraformaldehido y las células se tifieron con 20 ul de una
disolucidon que contenia 20 ng/mL de bisbenzimida (Hoechst
33258) en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente
y en la oscuridad. Una alicuota (10 pl) se fijé en un porta y
se analizd la morfologia nuclear de 500 células con un
microscopio de fluorescencia (Zeiss-Axiovert). Se
consideraron células apoptdéticas aquellas cuyos nucleos
presentaron condensacién de la cromatina, su compactacién
a lo largo de la periferia y/o la fragmentacién nuclear en tres

0 mMas cuerpos apoptoticos [93].



4.2.2. Fragmentacidon del ADN.

Método cualitativo, basado en Ila deteccion de |Ia
fragmentacion internucleosémica del ADN vy visualizacién
como una escalera discontinua de bandas multiméricas de
185-200 pares de bases, -caracteristicas del proceso

apoptoético.

Las células (5 x 10° células/ml) después de ser tratadas con
las distintas lactonas sesquiterpénicas se recolectaron por
centrifugacién (12.000 g, 1 minuto) y se lavaron dos veces
con PBS frio. Las células se resuspendieron con 30 ul de
tampdn de lisis [50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA,
0,5% SDS] y se incubaron sucesivamente con 1 nug/ul de
RNasa A (1 hora a 37 °C) y con 1 ug/ ul de Proteinasa K (1h
a 50 °C). Se afadié a cada muestra 2 ul de azul bromofenol
(0,25%) y el ADN se extrajo con 100 ul de una mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1). Las muestras
se centrifugaron (12.000 g, 1 min.) a temperatura ambiente
y la fase acuosa (azul) se lavd nuevamente con 100 pl de
cloroformo. A las muestras se les afiadié 5 ul de tampén de
carga (10 mM EDTA, pH 8,0, conteniendo 1% (p/v) de
agarosa de bajo punto de fusién y 40% de sacarosa) y se
incubaron a 70 °C durante 5-10 minutos. Finalmente 30 pl
de cada muestra se sometieron a electroforesis (5 V/cm)
durante 3-4 h en geles de agarosa al 1,8 %. Los geles se
tiferon con bromuro de etidio (1 pg/ml durante 20 min), los

fragmentos de ADN se visualizaron a 260 nm en un



transiluminador y la imagen se captd con una camara digital
(DC290, Kodak) y se analizd con el software Quantity One
(Bio-Rad).

4.2.3. Cuantificacion de células hipodiploides por
citometria de flujo. Cuantificacion de la
fraccion SubG1, G1, S y G2/M mediante el
analisis del contenido en ADN.

Método cuantitativo basado en la fluorescencia emitida por
diferentes fluorocromos capaces de unirse al ADN (Ej.
yoduro de propidio). Se puede detectar el porcentaje de
células en cada fase del ciclo celular en funcién de su
contenido en ADN. Las células en fase G; forman el primer
pico, en la fase S las células estan sintetizando ADN y en
fase G,/M las células presentan el doble de contenido en
ADN que una célula normal y aparecerdan como un segundo
pico. Las células que contienen ADN hipodiploide (menor
contenido de ADN que el contenido diploide de las células
normales) son consideradas apoptéticas, y se localizan a la

izquierda del pico G; constituyendo la fraccién SubG; [93].

Después de los tratamientos, las células se lavaron con PBS
frio y se fijaron durante al menos una hora en etanol al 70
%, a -20 °C. A continuacion se lavaron dos veces con PBS,
se centrifugaron a 500 g durante 10 minutos y se incubaron
con 1 ml de PBS (1h a 37 °C en oscuridad) conteniendo 100
ug/ml de RNasa A y 50 ug/ml de yoduro de propidio. La

sonda fue excitada a 488 nm y la fluorescencia emitida por



el complejo propidio-ADN (617nm) se determindé en un
citometro Coulter Epics XL-MCL, (Beckman Coulter) usando
el detector FL3 (620+15nm). Se analizaron 10.000 células
en cada muestra y los resultados se analizaron con el
software EXPO 32 ADC Sofware™ (Beckman Coulter) [94].

4.2.4. Determinacion de las células apoptoticas
mediante el analisis de la externalizacion de

fosfatidilserina.

La fosfatidilserina es un fosfolipido que normalmente se
encuentra en la cara interna de la membrana plasmatica y
se transloca a la cara externa de dicha membrana en los
estadios tempranos del proceso de apoptosis. La proteina
anexina V se une a fosfatidilserina en presencia de Ca** y
permite detectar las células apoptéticas por citometria de
flujo, previa incubacion de las células con anexina V unida a
un fluorocromo (FITC). De esta manera distinguimos: a)
células viables, no unen anexina V y excluyen yoduro de
propidio, b) células en apoptosis temprana, unen anexina V
y excluyen yoduro de propidio, c) células en apoptosis
tardia, unen anexina V e incorporan yoduro de propidio y d)
células necréticas, unen anexina V e incorporan yoduro de

propidio, o sdélo incorporan yoduro de propidio.

Las células (1x10° por muestra) una vez tratadas se lavaron
con PBS frio, y se resuspendieron en el tampén 1X (10 mM
Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CacCl,). Se

transfirieron 100 pl de la suspensidon (1 x 10° células) a un



tubo de cultivo de 5 ml, y se le afiadié 5 pyl de Anexina V-
FITC y 5 ul de yoduro de propidio. Mezclamos suavemente
las células e incubamos durante 15 minutos a temperatura
ambiente (25 °C) en la oscuridad. Se anadid 400 ul del
anterior tampon 1X a cada tubo, y se analizé cada muestra

por citometria de flujo.

Cuando las células en cultivo sufren apoptosis, al no poder
ser fagocitadas, sufren necrosis secundaria al proceso
apoptético, por lo que puede aumentar el nimero de células

que dan positivo a yoduro de propidio.

4.2.5. Microscopia Electréonica de Transmision
(MET).

Para el procesado de muestras en microscopia electrénica de
transmisidon, las células tratadas se centrifugaron, se
resuspendieron y se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en
tampon fosfato (0,1 M, pH 7,2) durante 24 horas. La post-

fijacion se realizo en OsO, al 1% en tampon fosfato. Las

células se deshidrataron con una serie de concentraciones
crecientes de etanol. El sedimento se incluyé en una resina
EMBed 812 que polimerizd a 70 ©°C. Los cortes fueron
realizados con un ultramicrotomo Reichert Ultracuts (Leica).
Los cortes semifinos fueron tefiidos con azul de toluidina,
mientras que los ultrafinos fueron contrastados con acetato
de uranilo y plomo. Las fotografias fueron tomadas en un

microscopio electronico de transmision Zeiss EM 910 (Carl



ZEISS, Alemania) equipado con camara digital Proscan Slow-
scan CCD-Camera for TEM (Fa. Proscan Elektronische
Systeme GmbH, Alemania) y software Soft Imaging System
(Alemania) del Servicio de Microscopia Electrdnica de la

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.
4.3. Determinacion de la actividad caspasa.

Las células tratadas se centrifugaron a 1.000 g durante 5
min a 4 °C, se lavaron con PBS y se incubaron en hielo. Las
células se resuspendieron en tampdn de lisis (50 mM HEPES,
pH 7,4, 1 mM dithiothreitol, 0,1 mM EDTA, 0,1% Chaps) vy
se dejaron 5 min en hielo. Se centrifugaron durante 10 min
at 16.000 g a 4 °C, se determind la concentracidon de
proteinas en los sobrenadantes mediante el método de
Bradford y se almacenaron a —20 °C hasta que se usaron
para el estudio de la actividad enzimatica de las caspasas.
Se utiliz6 una cantidad equivalente de proteinas de los
diferentes tratamientos (~20 ug). El incremento de la
absorbancia a 405 nm después de la incubacién a 37 °C
durante 1 hora fue indicativo de la actividad enzimatica de
las caspasas. El sustrato colorimétrico especifico utilizado en
el ensayo para la actividad caspasa -3/7 fue N-acetil-Asp-
Glu-Val-Asp-p-nitroanilina (DEVD-pNA).

4.4. Inmunodeteccion de proteinas (Western blot).

Las células (1-10 x 10°) se incubaron en medio de cultivo

con las lactonas sesquiterpénicas de interés durante



distintos tiempos a 37 °C. A continuacién se recolectaron por
centrifugacién (500 g, 10 minutos, 4 °C) y se lavaron dos
veces con PBS. En este punto, las células se procesaron de
distinta forma: en funcidon de si se necesitaba el lisado
celular o las diferentes fracciones subcelulares (fraccién

nuclear, citosdlica y mitocondrial).
- Obtencion del lisado celular:

El precipitado celular se resuspendié en 100 ul de tampdn de
lisis [Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA, 137 mM cloruro sédico,
10% glicerol, 1% Triton X-100, 2 mM de pirofosfato de
sodio, 20 mM glicerofosfato de sodio, 10 mM fluoruro sédico,
2 mM ortovanadato sédico, 1 mM PMSF, leupeptina (5
ug/ml), aprotinina (5 ug/ml) y pepstatina A (5 ug/ml)] e
incubé durante 15 min a 4 ©°C. Los lisados se sonicaron
(cuatro ciclos de cinco segundos) y se centrifugaron a
11,000 x g durante 10 min a 4 ©C. El precipitado resultante
(membranas y demas restos celulares) se descartd, mientras

el sobrenadante se analizé [90,92].
- Fraccionamiento subcelular:

El precipitado celular (~ 107 células) se resuspendié en 100
ul de tampdén de homogeneizacién [20 mM HEPES-KOH (pH
7,5), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1
mM DTT, 250 mM sacarosa] con inhibidores de proteasas
(0,1 mM PMSF, 10 ug/ml de leupeptina, 10 ug/ml aprotinina
y 10 pg/ml pepstatina A), y se incubdé durante 15 min a 4



OC. Las células se lisaron usando una aguja de 21G y el
extracto resultante se centrifugd a 1.000 x g durante 5 min
a 4 °C. El precipitado (fracciéon nuclear) se resuspendié en
100 pl de tampon de homogeneizacion y se sonicd 3 veces
durante 10 segundos a 4 ©°C. El sobrenadante resultante se
centrifugd a 22.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El
precipitado (fraccién mitocondrial) se resuspendié en 50 pl
de tampon de homogeneizacibn mientras que el
sobrenadante fue utilizado como fraccion citosdlica. Las
diferentes fracciones se congelaron a -20 ©°C hasta su

utilizacion [90].

La concentraciéon de proteinas se determind por el método
de Bradford, y todas las muestras se ajustaron a la misma
concentracién utilizando el tampdn anterior. Los lisados
celulares se hirvieron en tampdn de electroforesis [50 mM
Tris-HCI (pH 6,8), 15% sacarosa, 2 mM EDTA, 3% SDS, 5
mM B-mercaptoetanol y 0,01% azul de bromofenol] a 100 °C
durante 5 min [90].

Las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida (del 7,5% al 15%, dependiendo del peso
molecular de la proteina a estudiar) conteniendo 0,1% SDS
y se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se
bloquearon con 10% de leche desnatada en tampdn TBST
[20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20]
durante 1 h a temperatura ambiente (o toda la noche a 4

0C), seguido de una incubacion con el anticuerpo especifico.



Los anticuerpos utilizados en este estudio se diluyeron en
TBST conteniendo 3% de leche desnatada y las membranas
se incubaron en presencia del anticuerpo de interés, durante
24 h con agitacion suave y a 4 °C. Las membranas se
lavaron con TBST tres veces durante 15 min cada vez y se
incubaron con el anticuerpo secundario apropiado durante 1
h a temperatura ambiente. Finalmente las membranas se
lavaron nuevamente con TBST en las mismas condiciones
anteriores y la deteccién de las proteinas especificas se
determind por emisién de quimioluminiscencia, utilizando un
kit comercial y posterior exposicion de las membranas sobre
peliculas de autorradiografia. Las imagenes fueron
capturadas con un escaner y analizadas con el programa
Adobe Photoshop 7.0.

Como control de que se ha cargado y transferido la misma
cantidad de proteinas, las distintas muestras se analizaron

con un anticuerpo especifico anti-p-actina.

4.5.  Determinacion de la generacion de especies reactivas

de oxigeno intracelulares.

La generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
intracelulares se midi6é fluorimétricamente usando la sonda
diacetato 27,7 -dicloro-dihidro-fluoresceina (H,-DCF-DA).
Las células fueron expuestas a los tratamientos
correspondientes y se incubaron con 8 uM de H,-DCF-DA
durante los ultimos 30 minutos antes de finalizar el ensayo,

a 37 ©°C. Inmediatamente después, las muestras se



analizaron mediante citometria de flujo con el equipo Coulter
Epics XL-MCL (Beckman Coulter), excitando la sonda con un
laser de argdbn a 488 nm vy recogiendo la emision
fluorescente de la diclorofluoresceina (529 nm), con el
detector FL1 (525£20 nm). La distinta intensidad de la
emisién fluorescente indica la mayor o menor presencia de
ROS en el interior de la célula. Los resultados se analizaron
con el EXPO 32 ADC Sofware™ (Beckman Coulter) [95,96].

4.6. Andlisis de la despolarizacion de la membrana

mitocondrial (A¥m).

Las células HL-60 (1 x 10° células) se incubaron a 37 °C en
la oscuridad, con la sonda JC-1 (10 pg/ml) durante los
ultimos 30 minutos antes de finalizar el ensayo y se
analizaron mediante citometria de flujo utilizando el canal
FL1 (527 nm) para detectar la fluorescencia verde de los
monodomeros de la sonda y el canal FL2 (590 nm) para la
fluorescencia roja de los agregados. La cuantificacion de la
despolarizacién mitocondrial (A¥m) se obtuvo a partir de la
representacion grafica de los datos recogidos por el detector
FL1 frente a los recogidos por el detector FL2. La division de
las graficas en cuadrantes permite estimar el porcentaje de
células con potencial de membrana intacto (cuadrantes
superiores) de aquellas que sufren despolarizacion

mitocondrial (cuadrantes inferiores).

El ionéforo de protones carbonil cianuro m-clorofenil

hidrazona (CCCP) se utiliz6 como control positivo de la



disipacién del potencial de membrana. La despolarizacién de
la membrana mitocondrial inducida por CCCP (10 pM) se ve
reflejada por un incremento del numero de células que
emiten mayor fluorescencia verde y menos roja respecto a
las células control y que se situan en el cuadrante inferior
derecho. Para el andlisis se usé citdmetro Coulter Epics XL-
MCL (Beckman Coulter).

5. Métodos estadisticos.

En todos los casos las determinaciones para cada grupo
experimental se realizaron por triplicado o cuadruplicado, y
los valores representados se corresponden a datos de tres
experimentos como minimo (Media + S.E.M). La
comparacién entre los distintos tratamientos se realizd por el
método de la t de Student o andlisis de la varianza,

considerando significativos los valores de P < 0,05.






RESULTADOS







1. La asteriscunolida A y la tanapsina inhiben el
crecimiento y la viabilidad de las lineas celulares

estudiadas.

Estudios anteriores han demostrado que las lactonas
sesquiterpénicas muestran propiedades citotdxicas en
células tumorales. Sin embargo, no se ha evaluado la
actividad antiproliferativa de las lactonas
sesquiterpénicas (SL) de origen natural asteriscunolida
A (As) y tanapsina (Ta) (Tabla 2) en células leucémicas
y de melanoma humanas. En el presente estudio, se
examinaron los efectos de estas lactonas
sesquiterpénicas en la proliferacion de varias lineas

celulares tumorales humanas.

Observamos que tanto las lineas celulares de leucemia
humana, incluidas las mieloides (HL-60 y U937) vy las
linfoides (Molt-3) como la linea celular de melanoma
humano (SK-MEL-1) resultaron ser altamente sensibles
al efecto antiproliferativo de As y Ta (Tabla 2). Los
tratamientos con estos compuestos indujeron una
inhibicion de la proliferacion celular que resultd ser
dosis-dependiente (Figura 10-B), sin cambios
significativos entre las cuatro lineas celulares. El valor
de ICso fue similar en células HL-60, U937, y SK-MEL-1
(Tabla 2). Curiosamente, ambas lactonas

sesquiterpénicas presentaron especificidad frente al tipo




de células ya que la linea celular A549 fue altamente

resistente a estos compuestos (valor de ICso > 30 pM).

ICso de las a-metilen-y-butirolactonas

As (M) Ta (uM)
HL-60 5,2+1,3 14,3£1,6
HL-60/Bcl-X, 7,3+0,8 16,9+3,0
U937 5,4+0,7 11,5+2,1
U937/Bcl, 14,8+1,6 15,4+4,7
Molt-3 4,9+1,7 8,2+1,7
SK-MEL-1 6,8+2,8 11,843,4
A549 >30 >100

Tabla 2. Efecto de las lactonas sobre la proliferacion
de células tumorales humanas. Las células se cultivaron
durante 72 horas y el valor de la ICsy se determiné mediante
un ensayo colorimétrico con MTT. Los datos representan la
media £ S.E.M. de 3-5 experimentos independientes con tres
determinaciones en cada uno.
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Figura 10. A) Estructura quimica de la As y la Ta y plantas
de las que fueron extraidas. B) Efecto de la As y la Ta sobre
la viabilidad celular de HL-60. Las células se cultivaron en
presencia de las concentraciones indicadas de As y Ta
durante 72 h, y posteriormente la viabilidad celular se
determind por el ensayo MTT. Se muestran los resultados de
un experimento representativo. Cada punto representa la
media de determinaciones por triplicado.

Dado que un agente anticancerigeno ideal no deberia
tener efecto sobre las células normales, no tumorales,
se investigd si estas SL también eran citotéxicas en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC),
extraidas de voluntarios sanos. En el estudio no se
observod citotoxicidad (hasta 10 pM) para las PBMC,
independientemente de si eran quiescentes o
proliferantes. A concentraciones de 30 pM presentaron

efecto citotdxico significativo sélo en las PBMC




proliferantes, pero no en PBMC quiescentes. Sin
embargo, se observd una reduccidn importante en la
proliferacion de células HL-60 que se incluyeron en el
experimento como control positivo (Figura 11), incluso
a 10 pM.
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Figura 11. Efecto sobre la proliferacion de células
mononucleares humanas de sangre periférica (PBMC)
y de células HL-60. Efecto diferencial de As sobre la
proliferacion normal de las células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) versus las células HL-60. Las células HL-
60, y las células quiescentes PBMC y células PBMC activadas
con fitohemaglutinina de origen humano se cultivaron en
presencia de las concentraciones indicadas de AS durante 24
h. Los valores representan medias £ SE de dos experimentos
independientes realizados cada uno por triplicado. * P <0,05,
significativamente diferente de su correspondiente control.
Efectos similares fueron observados con la Ta.



2. La As y la Ta inducen parada del ciclo celular en la
fase G2-M y la apoptosis en la leucemia mieloide

humana y en células de melanoma humano

Un objetivo importante en la quimioterapia es encontrar
nuevos agentes citotdxicos que sean capaces de
incrementar o restaurar la capacidad de las células
tumorales a sufrir apoptosis. Para dilucidar el
mecanismo responsable de la inhibicion de la
proliferacidn celular, se examind si estas SL inducen

apoptosis.

Este tipo de muerte celular se caracteriza por la
degradacion del ADN en multimeros de
aproximadamente 200 pares de bases. Mediante
electroforesis en un gel de agarosa pudimos observar
que cuando las células se incubaron con
concentraciones crecientes tanto de As como de Ta, el
ADN mostré patrones de fragmentacion resultantes de
la hidrodlisis internucleosomal de la cromatina en las
células humanas HL-60, U937, y células SK-MEL-1. Fue
visualizada como una escalera discontinua de bandas
multiméricas, caracteristica de la apoptosis y que se
diferencia de la fragmentacidon aleatoria tipica de la
necrosis. Lo que confirma los efectos inductores de

apoptosis (Figura 12).
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Se usaron concentraciones entre dos y seis veces mas
altas que los valores antiproliferativos de ICso con el fin
de determinar claramente el mecanismo de accion

temprana de estas SL en las células tumorales.
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Figura 12. As y Ta inducen la apoptosis en células
tumorales humanas: fragmentacion. Efectos de As y Ta
en la fragmentacion del ADN en células tumorales humanas.
Las células se trataron con las concentraciones indicadas de
los compuestos y se extrajo ADN genémico, se separé en un
gel de agarosa y se visualizaron bajo luz UV mediante tincion
con bromuro de etidio.

Ademas, se utilizd microscopia de fluorescencia para
analizar los cambios morfoldgicos de las células
tumorales en respuesta a AS y Ta, observandose la
cromatina condensada y fragmentada, caracteristica de

la muerte celular apoptética (Figura 13).
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Figura 13. As y Ta inducen la apoptosis en células
tumorales humanas: microscopia de fluorescencia. Las
microfotografias de campos representativos de las células
tefiidas con trihidrocloruro bisbenzimida para evaluar la
condensacion de la cromatina nuclear (es decir, apoptosis)
después del tratamiento con 30 uM de As y Ta.

Para evaluar si la inhibicidn del crecimiento celular
inducida por As y Ta es mediada por alteraciones en la
progresion del ciclo celular, se evalud el efecto de estos
compuestos sobre la distribucion de las fases del ciclo
celular mediante estudios de citometria de flujo. Como
se muestra en la Figura 14A, As induce una
acumulacién de células en la fase G,-M a expensas de
la poblacién celular de la fase G1 a las 24 h de

tratamiento. El porcentaje de células en G,-M aumentd




de 30,0+0,8% (células de control) a 41,5+2,7% en
presencia de AS. Consistente con los resultados
anteriores, el porcentaje de células sub-G; aumenté de
4,1+ 0,2% (control) a 16,2+ 1,6% (~ 4 veces) en
células HL-60 tratadas. Una tendencia similar a la
parada en G,-M (19,0£0,8% vs. 32,4+ 2,4%) y en
células hipodiploides (3,2+ 1,2% vs. 11,3+ 1,3%) se
observd en las células U937 cultivadas en presencia de
As. En cuanto a Ta, también induce parada en G,-M,
tanto en HL-60 (30,0+0,8% vs 40,2+0,7%) como en
U937 (19,0£0,8% vs 24,9+2,7%). En consonancia con
estos resultados el porcentaje de células sub-G;
aumenté de 4,1+ 0,2% (control) a 12,3+ 1,6% (~ 3
veces) en células HL-60 tratadas y de 3,2+ 1,2%
(control) a 10,5+ 2,3% (~ 3 veces) en células U937.

La externalizacién de fosfatidilserina es una indicacién
temprana de la apoptosis. La aparicibn de este
fosfolipido en la superficie celular prepara a la célula
que va a morir para ser fagocitada y eliminada por los
macréfagos. La evaluacion por citometria de flujo del
numero de células positivas anexina V-FITC mostr6 que
el porcentaje de células apoptdticas aumenté alrededor
de tres veces en células HL-60 tratadas tanto con AS

como con Ta durante 24 h (Figura 14B).
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Figura 14. Estudio de la apoptosis inducida por As y Ta
en células tumorales humanas. A) Las células HL-60 y
U937 se incubaron con As y Ta 30 uM durante 24 h. Se
sometieron a citometria de flujo y analizadas usando yoduro
de propidio. Las células hipodiploides (células apoptdticas) se
muestran en la region marcada con una flecha. B) Analisis de
la externalizacion de fosfatidilserina por citometria de flujo
con Anexina V-FITC y tinciéon con yoduro de propidio en
células HL-60 células después de 24 h de tratamiento con As
y Ta 30 uM. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

El aspecto morfoldgico ultraestructural también se
evaludé por microscopia electronica de transmision
(TEM). Las células apoptoticas observadas en respuesta

a los tratamientos se caracterizan por la fragmentacion




nuclear y la fuerte condensacién de la cromatina,
incluso en células que sobreexpresan las proteinas anti-

apoptéticas Bcl-2 y Bcl-X, (Figura 15).

HL-60 HL-60/Bcl-XL U937 U937/Bcl-2 SK-MEL-1

Figura 15. Estudio mediante microscopia electrénica de
la apoptosis inducida por As y Ta en células tumorales
humanas. Anélisis de la morfologia nuclear mediante
microscopia electrénica de transmision después de 24 h de
incubaciéon con las concentraciones indicadas de As y Ta. La
barra mostrada es equivalente a 2 um. Todas las imagenes
se muestran con la misma ampliaciéon.

En conjunto, estos resultados indican que As y Ta
inducen la parada del ciclo celular en la fase G,-M y
apoptosis en las células de leucemia mieloide humana
HL-60 y U937.



3. El As y la Ta inducen la muerte celular por una via

dependiente de caspasa

La apoptosis puede estar mediada por diferentes vias
de sefalizacién que implican diferentes caspasas y
también puede ocurrir independientemente de la
activacion de la caspasa. Para determinar si las
caspasas estan involucradas en la apoptosis inducida
por As y Ta, se examind si estas lactonas
sesquiterpénicas inducen la hidrdlisis de la poli (ADP-
ribosa) polimerasa (PARP), un sustrato conocido de la
caspasa-3 que juega un papel importante en Ia
reparacion del ADN. Los resultados (Figura 16A)
demuestran que As induce la hidrdlisis de la proteina
PARP de 116 kDa al fragmento de 85 kDa, de una
manera dependiente de la concentracidn, en células HL-
60, U937 y SK-MEL-1.

Puesto que la liberacion de citocromo ¢ de |la
mitocondria al citosol puede desempefar un papel
crucial en la sefalizacion de apoptosis, se determind si
esta molécula clave participa en la apoptosis inducida
por As. Las células se trataron con concentraciones
crecientes de estos compuestos y las preparaciones
citosdlicas se analizaron por inmunotransferencia. Los
resultados muestran un aumento significativo en la
cantidad de citocromo c en el citosol a las 24 h de

tratamiento (Figura 16B). Curiosamente, la liberacion




de citocromo ¢ se observdo también en las células que
expresan niveles elevados de la proteina antiapoptética
Bcl-x,. Este resultado estd de acuerdo con los
resultados de microscopia electronica de transmisiéon

descritos y también con los ensayos de citotoxicidad.
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Figura 16. Implicaciéon de las caspasas en la induccién
de apoptosis por AS y Ta en células de leucemia
humana y en células de melanoma SK-MEL-1. (A) Las
células se incubaron en presencia de las concentraciones
indicadas de As y Ta y los lisados celulares se analizaron por
inmunotransferencia para la escision de poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP). (B) Las células se incubaron en
presencia de las concentraciones indicadas de As y de Ta y
los extractos citosélicos se analizaron por
inmunotransferencia para detectar la liberacion del citocromo
¢ mitocondrial. Como control de carga se utilizé B-actina.

La expresion de niveles elevados de Bcl-2 o Bcl-x. no
suprime la toxicidad inducida por As, aunque el valor de
ICso en U937/Bcl-2 era, ligeramente mas alto que el

valor de ICso en células U937 (Tabla 2). Ademas, la



expresiéon de niveles elevados de Bcl-x, no confirié
proteccidon contra la citotoxicidad inducida por As, ya
que el valor ICsq en las células HL-60/Bcl-x, fue similar
a la obtenida en células HL-60 (Tabla 2).

Por lo tanto, As parece ser capaz de activar la
citotoxicidad ya sea por derivacion de eventos
mitocondriales o por inactivacion de la proteccidon

mitocondrial por Bcl-2 y Bcl-x,.

A fin de determinar si la liberacidén de citocromo c esta
asociada con una alteracion del AWm, las células HL-60
se trataron con As durante diferentes periodos de
tiempo (6, 12, y 24 h), se tifieron con JC-1 y se analizé
por citometria de flujo. Los resultados muestran una
pérdida significativa de AW, a las 6-12h de
tratamiento (Figura 17), lo que sugiere que la
alteracion del AW,, podria estar implicado en la muerte

celular inducida por As.

El procesamiento proteolitico de procaspasas para
generar sus formas activas es un evento importante en
la muerte celular por apoptosis dependiente de
caspasas. Para determinar el efecto de As sobre estas
proteasas, las células se incubaron en presencia de esta
lactona sesquiterpénica y las caspasas iniciadoras
(caspasas-9 y -8) y efectoras (caspasas-7, -6, y -3) se

determinaron por Western blot utilizando anticuerpos




especificos que se unen tanto a la proenzima como a
los fragmentos activos. Los resultados indican que As
promueve significativamente la escision de las
procaspasas-9, -7, -6, -3 y en todas las lineas celulares
evaluadas. Sin embargo no se observo el
procesamiento de la procaspasa-8, incluso con la
concentracion mas alta ensayada (30 uM) a 24 h de

tratamiento (Figura 18).

Figura 17. As y Ta reducen el potencial de membrana

Control 6h 12h

10°

10? As

FL2-H

4,8% ° 13,8% % 54,7%

10t

10°

10°

FL2-H

Ta
8,9%

10t

10t 102 10° 10t 102 10° 10t 102 10°

FL1-H

mitocondrial ( AW,,). Las células se trataron con As y Ta
durante los tiempos indicados y el AY¥, se analizd con la
sonda JC-1. La intensidad de fluorescencia de JC-1 se analizé
por citometria de flujo. Se obtuvieron resultados similares en
dos experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado.
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Figura 18. AS y Ta inducen apoptosis en céluas de
leucemia humana y en células de melanoma SK-MEL-1
con implicacion de las caspasas. Las células se incubaron
en presencia de las concentraciones indicadas de As y Tay
los lisados celulares se analizaron por inmunotransferencia
para la escision de las procaspasas-9, -8, -7, -6, y -3.

Para demostrar que la apoptosis inducida por As
requiere la activacion de caspasas, las células HL-60 se
trataron previamente con el inhibidor de caspasas de
amplio espectro z-VAD-FMK. Como podemos observar
en la Figura 19A, los resultados muestran que la
apoptosis se bloquea casi por completo, lo que indica
que As induce muerte celular a través de mecanismo

dependiente de caspasa.
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Dado que la caspasa-3 es la principal caspasa efectora
implicada en la apoptosis, también comprobamos si As
activa esta caspasa. Las células se incubaron en
presencia de As a distintos tiempos (6, 12, 0 24 h) y los
lisados celulares se analizaron para la escisién del

tetrapéptido DEVD-pNA como sustrato especifico de la

caspasa-3.
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Figura 19. As induce muerte celular a través de
mecanismo dependiente de caspasa (A) Las células se
pretrataron en ausencia o en presencia de z-VAD-fmk (100
UM) antes de la adicion de As y se analizé la distribucion de
las fases del ciclo celular por citometria de flujo. Las células
hipodiploides (células apoptdticas) se muestran en la region
marcada con una flecha. (B) Cinética de la activacion de la
caspasa-3 en respuesta a As. Las células HL-60 se incubaron
con As durante los tiempos indicados y los lisados celulares
se ensayaron para la actividad caspasa usando el sustrato
colorimétrico DEVD-pNA. Los resultados se expresan como
aumento de veces en la actividad caspasa respecto al
control. Los valores representan las medias +£SEs de dos
experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado. * P <0,05, significativamente diferente del control
sin tratar



Tal como se muestra (Figura 19B), la induccion de esta
caspasa fue significativamente detectable después de
12 h de tratamiento y aumenté con el tiempo de

incubacion.

Estos resultados indican que As induce la escisién de
PARP, liberacién del citocromo c y el procesamiento de
las procaspasas -9, -7, -6, y -3 y que el inhibidor
general de caspasas, z-VAD-fmk, inhibe casi

completamente la apoptosis inducida por As.

Experimentos analogos se realizaron con la Ta

obteniendo resultados similares.

4. La AS activa las MAPKs

Las vias de las proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (MAPKs) pueden mediar sefiales que
promueven o inhiben la proliferacion de las células
hematopoyéticas malignas [97]. Por esta razdn, se
utilizaron células de leucemia promielocitica HL-60
como modelo para investigar en detalle la implicacion
potencial de las rutas de MAPK en la muerte de células

tumorales.

Puesto que las proteinas quinasas ERK, JNK / SAPK, y
p38"*°K  desempefian un papel fundamental en el
destino celular, se analizd el efecto de AS (10 uM)

sobre la activacién de estas proteinas quinasas en las
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células HL-60 (Figura 20A). Los resultados muestran
una fosforilaciéon rapida (30 min) de ERK1 / 2 y de
p38"*"K pero no de JNK / SAPK.

La fosforilacibn de ERK1 / 2 permanecié elevada
durante al menos 4 h, mientras que la activacion de
p38M4PX disminuyd a nivel basal después de 2-3 horas

bajo las mismas condiciones experimentales.

Esto indica que el tratamiento de las células con AS
induce la activacion de ERK1 / 2 y de p38™*"¥ siguiendo
una cinética similar. Para determinar si la fosforilacion
de las MAPKs desempefa un papel clave en la apoptosis
inducida por AS, examinamos el efecto de los
inhibidores especificos de la sefalizacion ERK1 / 2 y
p38"4"K en las células HL-60 (Figura 20B).

Sorprendentemente, el tratamiento previo de las
células con los inhibidores especificos PD98059 (10 uM)
y U0126 (10 uM), que bloquean la activaciéon de ERK1 /
2, amplificé la apoptosis inducida por As.

Como se muestra en la Figura 20B, el tratamiento
combinado de AS y PD98059 duplicé la muerte celular
en comparacion con el tratamiento de AS sdlo, y
aumentéd aproximadamente siete veces la muerte
celular en comparacion con PD98059 sdlo. Con U0126,
otro inhibidor de MEK1/2, se obtuvieron resultados

similares.
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Figura 20. AS induce Ia fosforilacion de MAPKs. (A) AS
induce la fosforilacion dependiente del tiempo de ERK 1/2 y
p38"PK, Las células HL-60 se incubaron con AS a los tiempos
indicados y los extractos de proteinas se analizaron mediante
inmunoblot  utilizando  anticuerpos  especificos  para
determinar la fosforilacién de las diferentes MAPKs. (B) Las
células HL-60 se preincubaron con PD98059 (PD, 10 uM),
vuo126 (U0, 10 uM), v SB203580 (SB, 2 uM) durante 1 h 'y
después se trataron con AS. La apoptosis se cuantifico por
citometria de flujo como se describe en la seccion Materiales
y Métodos. Las barras representan la media + SE de tres
experimentos independientes cada wuno realizado por
triplicado. * P <0,05, significativamente diferente del control
sin tratar. # P <0,05, significativamente diferente del
tratamiento con AS solo.
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Estudios previos han demostrado efectos sinérgicos de
los agentes quimioterapéuticos y los farmacos que
inhiben la activacidon de MAPK en la inhibicidn de la
proliferacidon y la induccién de apoptosis de células de
leucemia aguda [98,99]. Recientemente nuestro grupo
ha descrito cédmo inhibidores especificos de MEK 1/2
pueden servir como sensibilizadores hacia la apoptosis
inducida por el tetraacetato del 3-metiléter de Ia
guercetina en células de leucemia humana [96].

En cambio, la inhibicidon farmacolégica de la p38M*¥

utilizando el inhibidor SB203580 (2 puM) no disminuyd

significativamente la muerte celular inducida por AS.

Estos resultados indican que la inhibicion de la via de
ERK aumenta la muerte celular inducida por AS,
mientras que la proteina quinasa p38"*" no estd

involucrada en la muerte celular inducida por AS.

5. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son

necesarias para la muerte celular inducida por AS.

La mayoria de los agentes inductores de la apoptosis
liberan especies reactivas de oxigeno, que se

consideran mediadores de la sefalizacién de apoptosis.

Puesto que el aumento de produccién de ROS en las
células leucémicas puede conducir a la activacién de las
MAPKs vy la muerte celular [100,101], decidimos

investigar si las ROS estan implicadas en la apoptosis



inducida por As. Para esto, las células tratadas con As
fueron cargadas con el colorante fluorescente 2',7'-
diacetato diclorodihidrofluoresceina y luego analizadas

por citometria de flujo.
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Figura 21. As induce la generacion de ROS. (A) As
aumenta la generacién de ROS en células HL-60. Las células
se trataron con AS (30 pM) durante 1 h o con AS 10 uM
durante los tiempos indicados (B) y la fluorescencia obtenida
por la oxidacion de H,-DCF-DA se determiné mediante
citometria de flujo. (C) Las células se preincubaron con N-
acetil-L-cisteina (NAC, 10 mM) durante 1 h y después se
trataron con As durante 24 horas y los niveles de ROS
intracelulares se determinaron como anteriormente. (D) Las
células se trataron previamente con 10 mM de NAC y luego
se tratdé con AS y se analizaron por citometria de flujo. Los
resultados representan el porcentaje de las células
hipodiploides (sub-G;) (media * SE) de tres experimentos
diferentes cada uno realizado por triplicado. * P <0,05,
significativamente diferente del control sin tratar. # P <0,05,
significativamente diferente del tratamiento solo.
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Como se muestra en la Figura 21A, la formacion de
ROS se detectdé a la hora del tratamiento vy
curiosamente, los experimentos de curso temporal
demuestran que hay dos picos de la generacién de ROS
(Figura 21B).

Para determinar si las ROS estan implicados en la
muerte celular inducida por As, las células se trataron
previamente con 10 mM de N-acetil-L-cisteina (NAC),
un precursor de glutatiéon reducido y eliminador de

radicales libres.

Como se muestra, NAC inhibi6 completamente Ila
generacion de ROS (Figura 21C) y la apoptosis (Figura
21D), lo que indica que las ROS juegan un papel crucial
en el mecanismo de la muerte celular provocada por
As.



DISCUSION







Aunque existen tratamientos eficaces para la leucemia
linfocitica aguda y la leucemia mieldgena crénica, se
necesitan tratamientos mas eficaces para otras formas

de leucemia aguda.

Este objetivo ha llevado a un interés creciente en el
desarrollo de productos naturales para la prevencion o
el tratamiento del cancer. En este sentido, el uso de
agentes naturales para prevenir el desarrollo o la
recurrencia de distintos tipos de cancer ha sido
ampliamente aceptado como una opcidn realista para

combatir la enfermedad.

Los compuestos que contienen el grupo funcional a-
metilen-y-butirolactona han atraido mucha atencidn,
particularmente las lactonas sesquiterpénicas
citotoxicas. La opinion generalizada es que estas
lactonas ejercen sus efectos bioldgicos actuando como
agentes alquilantes, formando aductos covalentes in
vivo con las proteinas y otras biomoléculas con grupos
funcionales nucleéfilos, a través de una adicion de tipo

Michael de un grupo sulfhidrilo libre o una amina [8].

En este estudio, se han evaluado las potenciales
propiedades citotdxicas de las lactonas sesquiterpénicas
naturales, la AS y la Ta, utilizando varias lineas de

células tumorales.
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Curiosamente, encontramos que muestran propiedades
citotdxicas en las células de leucemia humana (HL-60,
U937, y Molt-3) y en la linea celular de melanoma
humano SK-MEL-1, pero no en la linea celular de
adenocarcinoma humano A549. Esto significa que los
efectos de AS y Ta son generalmente especificos de

células (dependiendo del tipo celular).

Los valores de ICsy fueron de aproximadamente 5 pM
en las lineas celulares de leucemia y de melanoma para
AS y de aproximadamente 10 uM para la Ta. Aunque se
necesitan mas estudios para determinar los
mecanismos implicados en la muerte celular de SK-
MEL-1, este resultado es muy interesante teniendo en
cuenta que el melanoma es la forma mas agresiva de
cancer de piel y con frecuencia es resistente a la

quimioterapia.

También demostramos que tanto AS como Ta , son
citotoxicos en células de leucemia humana que
expresan niveles elevados de Bcl-2 y Bcl-x,.. Estas
proteinas antiapoptdticas confieren resistencia a la
apoptosis mediante la inhibicidn de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial , la acumulacion citosdlica
del citocromo ¢ y la activacidn de las caspasas

ejecutoras de la apoptosis [102,103].

El hecho de que las proteinas protectoras de las

mitocondrias Bcl-2 y Bcl-xL sean incapaces de impedir



la citotoxicidad inducida (Tabla 2) sugiere que estas
lactonas sesquiterpénicas provocan una via alternativa
que circunvala a las mitocondrias o que son capaces de
inactivar la proteccion conferida por estas proteinas. En
este sentido, estudios previos han demostrado Ia
inactivacién de Bcl-2 por diferentes mecanismos, entre
los que se encuentran la escision por las caspasas y la
hiperfosforilacion [104,105].

Ademds, dado que las lactonas sesquiterpénicas
reaccionan covalentemente con grupos tiol o
sulfhidrilos, AS 'y Ta podrian inducir un
entrecruzamiento de la proteina translocadora de
nucleodtidos de adenina, una proteina transportadora del
poro de transicion de permeabilidad situada en la
membrana mitocondrial interna, y por tanto podria
eludir el efecto antiapoptotico de los miembros de Ia

familia Bcl-2.

El analisis del ciclo celular reveld que las lactonas
sesquiterpénicas naturales AS y Ta inducen la parada
del ciclo celular en la fase G,-M, que va acompanada
con un aumento de la fraccién sub-G;, lo que indica la
muerte celular apoptética. Resultados similares han
sido publicados recientemente para la lactona
sesquiterpénica 1,6 - O, O-diacetilbritannilactona en
células HL-60 [106]
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Previamente nuestro grupo ha publicado la capacidad
de las lactonas sesquiterpénicas que contienen un
esqueleto germacranolida para inducir la muerte celular
en las lineas celulares de leucemia HL-60 y U937[90].
Ademas, la helenalina, una lactona sesquiterpénica del
tipo pseudoguayanolida, induce la apoptosis en células

de leucemia humana Jurkat[107].

Sin embargo, aun no hay estudios que hayan abordado
la citotoxicidad de la AS o de la Ta en lineas de
leucemia y de melanoma humanas. Nuestros resultados
también indican que el efecto antiproliferativo de estas
lactonas implica una induccibn de apoptosis
dependiente de caspasa ya que el inhibidor general de
caspasas z-VAD-fmk protegid casi completamente a las
células HL-60. Estos compuestos inducen la liberacidn
de citocromo ¢, incluso en las células HL-60/Bcl-x_ y la
activacién de las caspasas-9, -7, -6, y -3, enfatizando
que la via intrinseca juega un papel importante en la
muerte de la célula. Sin embargo, el mecanismo de
citotoxicidad mostrada por AS y Ta se diferencia
claramente del de las lactonas sesquiterpénicas
descritas anteriormente. Por ejemplo, la lactona
sesquiterpénica arucanolida induce la apoptosis en
células HL-60 por un mecanismo independiente de
caspasas ya que los inhibidores de caspasas son

incapaces de revertir la muerte celular, la caspasa-9 no



se activa y no se detecta la liberacién de citocromo ¢
mitocondrial [108].

En contraste, la isocostunolida, una lactona
sesquiterpénica aislada de Inula helenium,
desencadena la apoptosis a través de los efectos
cooperativos de las vias extrinseca e intrinseca [109].
Ademas, la lactona sesquiterpénica partenolida, uno de
los componentes mas importantes de matricaria
(Tanacetum parthenium), induce apoptosis a través de
las vias extrinseca e intrinseca y activa la caspasa-8, la
caspasa-3, y la caspasa 9. Sin embargo, los niveles de
activacién de la caspasa-8 y de la caspasa-3 son mas

pronunciadas que la caspasa-9 [110].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se han
implicado como segundos mensajeros en multiples vias
de sefializacion [111]. El efecto antiproliferativo de las
lactonas sesquiterpénicas de origen natural incluidos en
este estudio estd asociado con un aumento en el nivel
intracelular de ROS, que fueron detectables después de
1 h de tratamiento y se mantuvieron elevadas durante

al menos 120 min.

Curiosamente, se observd un segundo pico de la
generacion de ROS a las 6 h de tratamiento, aunque
desconocemos por el momento la importancia bioldgica
de este efecto. Ademas, las ROS parecen jugar un

papel crucial ya que la preincubacion con el

113




114

antioxidante N-acetil-L-cisteina bloqued la generacion
de ROS y la apoptosis en células HL-60. Este resultado
también sugiere que, AS cambia el estado redox de las
células a través de la union a las biomoléculas que
contienen grupos tiol que estan implicadas en el
mantenimiento del equilibrio redox, como el glutation.
Sin embargo, esto requiere confirmacion por futuros

estudios.

Nuestros resultados son consistentes con los derivados
de los estudios de Ila partenolida que muestra
propiedades contra el cancer e induce la apoptosis
tanto in vitro [8,112,113] como en modelos animales
[113,114].

Estudios previos han demostrado que la apoptosis
inducida por la partenolida en células de mieloma
multiple y en células de leucemia mielégena aguda es
dependiente de la generacion de ROS vy es
completamente inhibida (la apoptosis) por NAC, lo que
indica el papel crucial del estrés oxidativo en el
mecanismo [115,116]. Sin embargo, la generacidon de
ROS no es una caracteristica general de los compuestos
que contienen el grupo funcional a-metilen-y-
butirolactona. En este sentido, la isocostunolida induce
la apoptosis en células de melanoma humano por un

mecanismo independiente de ROS [109].



Estudios recientes sugieren que las proteinas quinasas
activadas por mitdogenos (MAPKs), tales como las
proteinas quinasas N-terminal de c-Jun / proteinas
quinasas activadas por estrés (JNK / SAPK 1 /2) y
p38"*°K desempefian un papel clave en la induccién de
la apoptosis en respuesta a diversos factores celulares,
incluyendo el estrés oxidativo [117]. En el presente
estudio, mostramos que la fosforilacion p38™**¥ tiene
lugar antes de la activacion de las caspasas en
términos de tiempo (30 min). Sin embargo, el inhibidor
de p38M*"X SB203580 no atenlia la apoptosis, lo que
sugiere que la activacion de p38"*" no se requiere para

la muerte celular inducida por AS.

Esta lactona sesquiterpénica también aumenta la
activacion de la via de MEK/ERK1/2 y la combinacién de
AS y los inhibidores especificos PD98059 o U0126
potencian la muerte celular. Estos resultados pueden
tener importantes implicaciones clinicas para el uso de
As en combinacion con inhibidores MEK1 / 2 como

potenciales agentes terapéuticos.

La induccion de la fosforilacidn de MAPK a menudo se
produce muy rapidamente. En cambio, la condensacién
de la cromatina es un acontecimiento posterior en la

cascada apoptoética.

La activacién de ERK1 / 2 puede desencadenar tanto

efectos antiapoptéticos como proapoptéticos,
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dependiendo de los estimulos y del tipo celular, aunque
en la mayoria de los casos ejerce efectos
citoprotectores. Nuestros datos sugieren que ERK1 / 2
esta involucrada en las sefales de supervivencia, ya
que los inhibidores de MEK1 / 2 potencian los efectos

apoptéticos de AS.

El aumento de la apoptosis en células HL-60 cuando la
via ERK esta bloqueada puede parecer contradictorio
con el aumento de la muerte celular provocada por AS
en PBMC activadas.

Una posible explicacién podria ser que la AS es capaz
de disminuir el nivel de glutatién intracelular, asi como
la capacidad proliferativa. Se ha demostrado que una
reduccidon de glutatiéon en los linfocitos causa una
disminucidén de la actividad proliferativa en estas células
[118,119], puesto que estas células requieren glutation
para la progresion de la fase G1 a la fase S [120,121].
Este efecto hipotético de la AS (la disminucion de
glutation intracelular) estd apoyado por estudios
previos que muestran que las lactonas sesquiterpénicas

influyen en los niveles de glutatién intracelular [122].

Ademas, los estudios sobre la citotoxicidad de las
helenanolidas en lineas celulares de cancer que difieren
en sus niveles intracelulares de glutation, han puesto
de manifiesto que tanto Ila helenalina como los

derivados de la chamissonolida son menos citotoxicos



hacia las células con un mayor nivel de glutatién [123].
Teniendo en cuenta que la AS induce la generacion de
ROS, la respuesta predominante podria ser una
disminucion de los niveles de glutatién reducido
intracelulares. Por otra parte, la generacion de ROS
activada por la AS podria agotar los niveles de NADPH
(nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido) y
de ese modo indirectamente, interferir con la funcion

de la glutation reductasa [124].

En conclusidn, las lactonas sesquiterpénicas de origen
natural evaluadas en el presente estudio son
fuertemente citotdxicas contra las lineas de leucemia y
de melanoma humanas ensayadas, implicando
perturbaciones en el ciclo celular y la apoptosis caspasa
- dependiente mediada por un mecanismo dependiente
de ROS.

La sintesis quimica de esta clase de compuestos puede
permitir el descubrimiento y obtencién de nuevos
farmacos y agentes antitumorales, altamente

especificos contra las células de leucemia.
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CONCLUSIONES







1. Hemos evaluado la actividad antitumoral de dos
lactonas sesquiterpénicas naturales en cinco lineas
tumorales humanas. Las lineas de leucemia humana,
incluidas las mieloides (HL-60 y U937) y las linfoides
(Molt-3) y también las de melanoma humano (SK-MEL-
1) fueron, en general, las que mostraron mayor

sensibilidad a estos compuestos.

2. La citotoxicidad inducida por la asteriscunolida A vy
la tanapsina presenta especificidad frente al tipo de
linea celular ya que las células de la linea A549 (cancer
de pulmén) fueron muy resistentes a la accién de estas

lactonas.

3. No presentan efectos citotéxicos en los linfocitos
obtenidos de voluntarios sanos a concentraciones que si

lo son en las lineas celulares estudiadas.

4. Tanto la asteriscunolida A como Ila tanapsina

inducen una parada del ciclo celular en la fase G,-M.

5. Las lactonas sesquiterpénicas objeto de este estudio
inducen apoptosis en células de leucemia mieloide

humana y de melanoma humano.

6. La asteriscunolida A vy la tanapsina inducen
apoptosis a través de un mecanismo que es

dependiente de la actividad caspasa. Las caspasas -9 -
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7, -6 y -3, desempefan un papel principal, mientras

gue la caspasa -8 no estd involucrada.

7. La expresion de niveles elevados de Bcl-2 y Bcl-xL
no confiere ninguna proteccién a la célula frente a la
induccién citotoxica de la asteriscunolida A y la

tanapsina.

8. La inhibicion de la via de las proteinas quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK) aumenta la
muerte celular inducida por la asteriscunolida A,
mientras que la proteina quinasa p38"" no estd
involucrada en la muerte celular inducida por esta

lactona sesquiterpénica.

9. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un
papel crucial en el mecanismo de la muerte celular

inducida por la asteriscunolida A.

Los datos del presente estudio proporcionan evidencias
acerca del mecanismo por el que la asteriscunolida A y
la tanapsina inhiben el crecimiento de las células
tumorales mieloides humanas e inducen apoptosis y
sugieren que la sintesis quimica de esta clase de
compuestos puede permitir el descubrimiento vy
obtencién de nuevos farmacos y agentes antitumorales,

altamente especificos contra las células de leucemia.
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