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ADN Acido desoxirribonucleico

AlF Factor inductor de apoptosis

Apaf-1 Factor activador de proteasas apoptéticas

ATP Adenosin trifosfato

Bad Proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2

Bak Proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2

Bax Proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2
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Bid Proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2
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DED Dominio efector de muerte
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EGTA Acido etilenglicol-bis-N,N’-tetraacético

ERK Proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares

FADD Dominio de muerte asociado a Fas

Fas Receptor de muerte, también llamado Apol o CD95R

FasL Ligando de receptor de muerte Fas

FBS Suero bovino fetal

GPCR Receptor acoplado a proteina G

IAP Proteina inhibidora de apoptosis

1Cs0 Concentracion de producto que inhibe el crecimiento celular
a la mitad

JNK Proteina quinasa N-terminal de jun

jun Factor de transcripcién de la familia AP-1

MAPK Proteina quinasa activada por mitégenos

MEK Proteina quinasa de MAPK

MK Proteinas quinasa activadas por MAPKs

MKP Fosfatasas de MAPK

MTT Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
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Introduccion
1.1. Importancia Biomédica de los Flavonoides
Dentro del gran grupo de los compuestos polifendlicos, los flavonoides
constituyen una clase de metabolitos secundarios de las plantas que poseen un amplio
espectro de actividades farmacoldgicas incluyendo actividades anti-cancerigenas. Se
ha descrito que estos compuestos interfieren en la iniciacion, en la promocion y en la
progresion del cancer a través de la modulacion de diferentes enzimas y receptores en
rutas de sefializacién implicadas en la proliferacion celular, la diferenciacion, la
apoptosis, la inflamacién, la angiogénesis, la metastasis y en la reversion de la
multirresistencia a farmacos. Debido a sus multiples mecanismos de accion se esta
llevando a cabo un importante esfuerzo en la investigacién de las potenciales
aplicaciones en la terapia anti-cancerigena de los flavonoides tanto naturales como
sintéticos.

1.2. Estructura Quimica de los Flavonoides.

El término ‘flavonoide’ se usa generalmente para describir un amplio grupo
de productos naturales que poseen un esqueleto carbonado C6-C3-C6, 0 mas
especificamente un esqueleto fenilbenzopirano [el sistema ciclico benzopirano
también se denomina cromano, (1)] (Figura 1). Quimicamente los flavonoides son
polifenoles que poseen una estructura basica que consta de dos anillos bencénicos (A
y B) unidos a través de un anillo C heterociclico de pirano o pirona (con un doble
enlace) central. De acuerdo a la nomenclatura IUPAC [1], estos grupos se dividen en
flavonoides (2), isoflavonoides (3) y los neoflavonoides (4), basado en la posicion del
enlace del anillo fenilo al nicleo benzopirano. El nlcleo basico fenilbenzo-y-pirona
(C6-C3-C6) de los flavonoides puede existir tanto como aglicona libre o conjugado
con azlcares formando glucésidos. Los flavonoides se subdividen ademas en
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flavanonas (5), flavonas (6), dihidroflavonoles (7), flavonoles (8), flavanoles (9, 10 y
11, incluyendo las catequinas) y antocianidinas (12) (Figura 1). Esta clasificacion se
basa en la presencia (o ausencia) de un doble enlace en la posicion 4 del anillo C
central, la presencia (o ausencia) de un doble enlace entre los &tomos de carbono 2 y
3 del anillo C, el patron de sustitucion del anillo C y la apertura del anillo de pirano
central [2] (Figura 1). En la estructura flavonoide, un grupo fenilo ocupa
normalmente la posicién 2 del anillo de pirona. Los flavonoides y los tocoferoles

(vitamina E) comparten una estructura comun, el anillo de cromano.

En los isoflavonoides, la sustitucion del grupo fenilo tiene lugar en la posicion
3. Constituyen una subclase distinta de la familia flavonoides que contiene el
esqueleto 3-fenilbenzopirano, biosintéticamente derivada por la migracién 1,2-arilo
de un precursor 2-fenilbenzopirano. Los neoflavonoides son estructuralmente y
biogenéticamente relacionados con los flavonoides y los isoflavonoides. Las
neoflavonas son conocidas en la literatura como 4-arilcumarinas. Los productos
naturales como las chalconas (13) y las auronas (14) se consideran flavonoides
minoritarios y también contienen el esqueleto C6—C3—C6.

Todas las plantas son capaces de sintetizar flavonoides. La biosintesis
comienza invariablemente a partir del aminoacido fenilalanina y toma diferentes
rutas, pero relacionadas, dependiendo del tipo de flavonoides. Los flavonoides son
abundantes en la dieta humana y presentan una toxicidad relativamente baja
comparada con otros principios activos de plantas, por ejemplo los alcaloides, un
grupo compuestos nitrogenados derivados de aminodcidos, que poseen potente

accion fisiologica en los animales incluso a bajas dosis.
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Figura 1. Estructuras de tipos de flavonoides.

1.3. Actividades Bioldgicas de los Flavonoides.

Determinados flavonoides inducen parada del ciclo celular y muerte celular,
que son caracteristicas clave de la accién de los compuestos utilizados en la
quimioterapia en células leucémicas [3]. Dentro del grupo de los flavonoides, las
flavonas aisladas de fuentes vegetales se caracterizan por poseer multiples patrones
de sustitucion en el esqueleto fenilbenzo-y-pirona. Esta diversidad estructural es la
que les confiere su amplio espectro de actividades biologicas. Ademas de proteger a

las plantas de enfermedades microbianas, se ha demostrado que las flavonas exhiben
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una serie de actividades bioldgicas utiles, incluyendo actividades frente a
enfermedades metabolicas e infecciosas. Especificamente presentan actividades
antiinflamatorias, antiestrogénicas, antimicrobianas, antialérgicas, antioxidantes,
antitumorales y citotdxicas. Las primeras revisiones de Middleton y colaboradores y
de Harborne y Williams describieron la interaccion de flavonoides y flavonas con
células de mamiferos [2,4]. Desde entonces, ha habido un gran progreso en el
conocimiento del efecto de las flavonas sobre determinadas enfermedades
metabolicas como la arterioesclerosis, la diabetes, el cancer y la enfermedad de
Alzheimer, y también sobre las enfermedades infecciosas como la malaria. Muchos
de estos efectos de las flavonas son el resultado de sus actividades como (i)
inhibidores de proteinas tirosina quinasas, (ii) inhibidores de Ser/Thr
(serina/treonina) quinasas, (iii) inhibidores de topoisomerasas, (iv) agentes
antiangiogénicos, (v) agentes antioxidantes y (vi) moduladores de la multirresistencia
a farmacos.

Las tirosina quinasas son enzimas que catalizan la fosforilacién de residuos de
tirosina en las proteinas y median la transduccion de muchas sefiales extra- e
intracelulares. Estas proteinas quinasas estan implicadas en la regulacion de la
proliferacién y la diferenciacion celular asi como en la oncogénesis. La comparacion
del efecto inhibidor sobre la proteina tirosina quinasa p40 de las diferentes clases de
flavonoides ha puesto de manifiesto que las flavonas y los flavonoles son mejores
inhibidores de esta tirosina quinasa que sus correspondientes flavanonas o
isoflavonas, asi como el requerimiento de un doble enlace C-2 y C-3 y la posicién del

anillo B en el C-2 para la actividad inhibidora proteina tirosina quinasa [5].
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Las flavonas crisina y baicaleina (Figura 2) poseen actividad inhibidora de la
DNA topoisomerasa Il [6,7]. Mientras que la acacetina, la apigenina y la luteolina
inhiben la re-ligacion del ADN catalizada por la topoisomerasa | [8]. Se ha descrito
que la flavona luteolina (Figura 2) se une a la proteina quinasa C (PKC) inhibiéndola
[9]. PKC es una Ser/Thr quinasa que cataliza la fosforilacién de los grupos hidroxilos
de los residuos de serina y treonina en las proteinas celulares. Este enzima juega un
importante papel en varias cascadas de transduccion de la sefial. Cuando se activa por
un promotor de tumores (por ejemplo, un éster de forbol), puede fosforilar a potentes
activadores de la transcripcién, lo que conduce de esta manera a una expresion de
oncogenes que promueven la progresion del cancer [10].

Determinadas flavonas inhiben a las quinasas dependientes de ciclina (CDKSs)
que son serina/treonina quinasas implicadas en la regulacion del ciclo celular. De los
estudios estructura-actividad se pone de manifiesto que el C4-oxo y el doble enlace
C2-C3 son cruciales para la actividad inhibidora. La presencia de un grupo 3"-OH en
el anillo B como en luteolina esta correlacionada con un bloqueo en la fase G; del
ciclo celular, mientras que su ausencia como en la apigenina (Figura 2) esta asociada
con una detencion en la fase G, [11].

La tangeretina (5,6,7,8,4 -pentametoxiflavona, Figura 2) inhibe la
proliferacién de las células de carcinoma de colon COLO 205 a través de la
modulacién de las actividades de varias proteinas reguladoras clave de G;, tales como
Cdk2 y Cdk4, e induce la expresion de los inhibidores de Cdk p21 y p27 [12]. La
flavona eupatorina reduce la migracion de las células endoteliales HUVEC y su
capacidad para formar tubos [13] y la wogonina presenta propiedades

antiangiogeénicas [14,15].
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Figura 2. Estructuras Quimicas de Flavonas. Esqueleto general de las
flavonas y estructuras de flavonas naturales y los derivados semisintéticos
flavopiridol, oxoflavopiridol y tioflavopiridol. Se incluye la estructura del alacaloide

natural rohituquina.

El flavopiridol (Figura 2) es un andlogo semisintético del alcaloide natural

rohituquina, aislada del arbol indio Dysoxylum binectiferumun. El flavopiridol
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compite directamente con el sustrato ATP e inhibe mulitples CDKs, incluyendo
CDK1, CDK2, CDK4, CDK®6, y CDK7. Se encuentra actualmente en desarrollo
clinico para el tratamiento de la leucemia linfocitica cronica [16]. Los oxo- y tio-
analogos del flavopiridol poseen mejor selectividad para CDK1, presentando valores
de I1Cso de 130 y 110 nM, respectivamente [17].

Muchos estudios epidemiol6gicos han demostrado que existe una correlacién
entre el consumo de flavonoides y una disminucion del riesgo de padecer cancer [18].
Estudios experimentales y clinicos indican que los flavonoides poseen efectos
importantes en la prevencion y tratamiento del cancer, siendo capaces de interferir en
las cuatro etapas de la carcinogénesis: iniciacién, promocidn, progresion e invasion.
Basado en los estudios in vivo e in vitro, se ha llegado a la conclusién que muchos
mecanismos pueden estar implicados en su accion. Entre ellos se incluyen: (i) la
inactivacion de carcindgenos, (ii) la actividad antiproliferativa, (iii) la detencion del
ciclo celular, (iv) la inhibicién de la angiogénesis, (v) la actividad antioxidante y (vi)
la modulacion de la multirresistencia a farmacos [19]. Estos resultados han

estimulado el desarrollo de los flavonoides en los ensayos clinicos humanos.

1.4. Inhibicion de la proliferacion celular. Detencion del ciclo celular.

El ciclo celular de una célula eucariota se divide en cuatro fases diferenciadas
(Figura 3) [20]:

- La fase G; del ciclo constituye el intervalo entre la mitosis y el inicio de la

replicacién del ADN. Durante esta fase la célula es metabdlicamente activa y

esta creciendo.

- La fase S o de sintesis se produce la duplicacion del ADN.
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- La fase G; tiene lugar justo después de la fase S y la célula prosigue su

crecimiento y se sintetizan proteinas necesarias para la mitosis.

- Y finalmente, la fase M del ciclo corresponde a la mitosis, la divisién

nuclear, en la que tiene lugar la separacion de los cromosomas hijos y que,

normalmente, finaliza en la divisién celular (citoquinesis).

La progresion de las células animales a través del ciclo celular se regula
principalmente por factores de crecimiento extracelulares. Si estos factores no estan
disponibles en G, las células entran en un estado de reposo denominado Gy (células

quiescentes). Las células en Gy son metabolicamente activas aungue no proliferan.

(Giina 9

w Mitosis @
@ Citoquines% Quiescente

Biosintesis de RNA metabdlicamente activa,

. no crece
y proteinas,
crecimiento activo.

Biosintesis del DNA:
duplicacion génica. o _
Biosintesis RNA y proteina Biosintesis

crecimiento activo de RNA y proteinas.
crecimiento activo

w = Punto de restriccion

Figura 3. Regulacién del ciclo celular. La presencia de factores de crecimiento

apropiados controla el ciclo celular en un punto de la fase G; denominado punto de
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restriccion. Los complejos de CDK4 y CDKG6 con ciclinas del tipo D desempefian un
papel clave en la progresion del ciclo a través del punto de restriccion. Mas adelante
en G; los complejos CDK2/ciclina E se requieren para el paso de G; a S. Los
complejos CDK2/ciclina A se requieren para la progresion de la fase S y los

complejos CDK1/ciclina B dirigen el paso de G, a M.

La transicion de una fase del ciclo celular a la otra esta regulada por diferentes
proteinas celulares, entre ellas las mas importantes son las proteinas quinasas
dependientes de ciclinas (CDK). Las CDKs son una familia de Ser/Thr proteinas
quinasas activadas en determinados puntos especificos del ciclo celular. Los niveles
de CDK se mantienen estables durante el ciclo celular, a diferencia de sus proteinas
activadoras, las ciclinas. Los niveles de ciclinas aumentan y disminuyen durante el
ciclo celular para activar periédicamente sus CDKs correspondientes. Ademas de la
union con las ciclinas, la actividad de CDK también esta regulada por fosforilacion
en Thr y Tyr por el complejo CDK7-ciclina H, también denominado CAK (quinasa
activadora de CDK). Estas fosforilaciones inducen cambios conformacionales y
aumentan la afinidad hacia las ciclinas. Las CDKs activas y unidas a ciclinas pueden
ser desactivadas por inhibidores de CDK (CKI). La localizacion intracelular de las
proteinas reguladoras del ciclo celular también contribuye a la progresién correcta del
ciclo. En definitiva, existen al menos cuatro mecanismos moleculares de regulacion
de la actividad de las CDKs: (i) asociacion de las CDKs con sus correspondientes
ciclinas; (ii) la fosforilacion activadora de la treonina 160; (iii) la fosforilacion
inhibidora de la Thrl4 y la Tyrl5 y (iv) unién de los complejos CDK/ciclinas con

proteinas inhibidoras (inhibidores de CDK o CKIs).
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Existen puntos de control adicionales (checkpoints) en cada fase. En respuesta
al dafio al ADN, los puntos de control detienen el ciclo para poder reparar el ADN.
Los checkpoints del dafio al ADN estan antes de que la célula entre en la fase S
(checkpoint G;/S) o después de la replicacion del ADN (checkpoint G,/M) y
probablemente en las fases S y M. En el checkpoint G;/S la detencion del ciclo
celular depende del factor de transcripcién p53. Normalmente los niveles celulares de
p53 son bajos, pero el dafio al ADN induce la elevacion de su expresion. Las
proteinas quinasas ATM y Chk2 se activan en respuesta al ADN dafiado y fosforilan
a p53 evitando su degradacién. Este factor de transcripcion induce diferentes genes,
como por ejemplo p21 y Bax. La proteina p21 es un inhibidor de CDK (CKI), que
una vez inducida inhibe CDK y detiene el ciclo celular evitando la replicacion del
ADN dafiado.

En los diferentes tipos de cancer hay una proliferacion incontrolada de células
debido a una alteracion en el control de la division celular. En células de cancer se
han detectado mutaciones en genes de CDK, en enzimas activadoras de CDK, en
CKI, en sustratos de CDK y en proteinas implicadas en la detencién del ciclo celular
en los puntos de control de G, S y G, [21]. Existen distintas estrategias teraupéuticas
de modulacién de la actividad de CDK, como la inhibicién de la actividad catalitica
de las CDKs (estrategia directa) o la modulacion de los reguladores de la actividad de
CDK (estrategia indirecta). Las estrategias indirectas incluyen la expresion elevada
de inhibidores de CDK (CKI), la sintesis de péptidos que mimetizan los efectos de
los CKI, la reduccién de los niveles de ciclinas, la modulacion del estado de
fosforilacién de CDK y de sus enzimas reguladoras. Todos los inhibidores de CDK

identificados hasta ahora actan como inhibidores competitivos de la union de ATP
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con CDK. Se han descubierto mas de 50 inhibidores especificos de CDK, entre ellos
el flavonoide flavopiridol (un analogo del alcaloide natural rohituquina) y sus
derivados oxoflavopiridol y tioflavopiridol [20].

La tubulina es una proteina heterodimérica con una estructura o,3-dimérica, y
se encuentra en equilibrio dindmico con los microtibulos poliméricos. Estos
desempefian un papel crucial en multiples funciones celulares como la proliferacion y
la division celular, la movilidad, la fagocitosis, el transporte y la localizacion
intracelular de organulos [22]. Debido a que los microtubulos son los principales
constituyentes del huso mitético, la tubulina desempefia un papel crucial en la
divisién celular. Los compuestos que interfieren con este equilibrio, tanto
estabilizando los microtibulos o inhibiendo su formacién, son potenciales
anticancerigenos, haciendo de la tubulina una diana clave en el descubrimiento de
farmacos contra el cancer. Algunos compuestos que afectan a la polimerizacion de la
tubulina como la colchicina, la vinblastina (agentes despolimerizantes) y el paclitaxel
(agente polimerizante) ya estan en el mercado. Estos farmacos inhiben la dindmica de
los microtubulos causando la rotura del huso mitético, parando el ciclo celular en la

fase M e iniciando la apoptosis.
1.5. Apoptosis

Ademas de la detencion del ciclo celular y los mecanismos de reparacion, las
células dafadas pueden inducir una respuesta apoptética, o la muerte celular
programada. EI término apoptosis fue acufiado por Kerr, Wyllie y Currie en 1972
para describir una forma de la muerte celular distinta morfolégicamente [23]. La

apoptosis desempefia un papel esencial en la supervivencia de los organismos
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multicelulares y su desarrollo. La desregulacién de este proceso puede causar
enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes y muchos tipos de cancer.

Durante la apoptosis, las células sufren una serie de cambios morfoldgicos:
disminuyen de tamafo, se condensan y luego se fragmentan, liberando pequefios
cuerpos apoptoticos rodeados por membranas que son fagocitados por macréfagos,
células parenquimales o células neoplasicas y son degradados en los fagolisosomas
[24]. El nucleo de las células apoptéticas se condensa y el DNA se fragmenta, pero
los constituyentes celulares no se liberan al medio extracelular. La membrana
plasmatica permanece intacta.

El mecanismo de apoptosis es complejo y sofisticado e incluye una cascada
de eventos moleculares dependientes de energia. Existen al menos dos vias
principales de la apoptosis: la via extrinseca o de los receptores de muerte y la via
intrinseca 0 mitocondrial. Sin embargo, estas dos vias estdn conectadas y las
moléculas de sefializacion de una via pueden influir en la otra. Ademas, estas dos
rutas convergen para iniciar la via de ejecucion.

Las modificaciones bioquimicas que presentan las células apoptdticas
incluyen: (i) la hidrélisis y la reticulacion de las proteinas, (ii) la fragmentacion del
ADN vy (iii) la expresién de los marcadores de reconocimiento fagocitico en la
membrana celular. La reticulacion de las proteinas se induce por la expresion y la
activacion de la transglutaminasa tisular dependiente de Ca®*. Esta enzima cataliza
uniones especificas entre las cadenas laterales de glutamato y de lisina de las
proteinas intra- y extracelulares, siendo responsable de la estabilizacion estructural
observada en el proceso de la muerte celular apoptética [25]. EI ADN se fragmenta

por las endonucleasas dependientes de Ca** y Mg?*, generando fragmentos de 180 a
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200 pares de bases [26]. Esta “escalera de ADN” caracteristica se puede visualizar
en un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio e iluminado con luz ultravioleta.
La expresion de los marcadores fagociticos en la superficie celular constituye otra
caracteristica bioquimica de la apoptosis que permite a las células vecinas reconocer
y fagocitar rapidamente a las células apoptoticas. La fosfatidilserina es un fosfolipido
que normalmente se localiza en la cara interna de la membrana plasmatica y se
transloca a la cara externa en los estadios tempranos del proceso de apoptosis. La
proteina anexina V se une a fosfatidilserina en presencia de Ca?* permitiendo detectar
las células apoptéticas por citometria de flujo, previa incubacién de las células con
anexina V unida al fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) [27,28].
Aunque la externalizacion de la fosfatidilserina es un marcador bien establecido de la
fagocitosis, estudios recientes indican que existen otras proteinas que se exponen a la

superficie celular durante el proceso apoptoético.

1.5.1. Caspasas.

La mayoria de los cambios morfologicos detectados durante la muerte celular
por apoptosis estan causados por la activacion de un grupo enzimas proteoliticas o
proteasas denominadas caspasas, llamadas asi porque contienen un residuo de
cisteina clave en el centro activo y cortan o hidrolizan selectivamente proteinas en los
sitios inmediatos en direccion C-terminal de residuos de aspartato. Se han
identificado al menos catorce caspasas siendo diez las mas comunes, que se clasifican

en iniciadoras (caspasas-2,-8,-9,-10), ejecutoras (caspasas-3,-6,-7) e inflamatorias
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(caspasas-1,-4,-5) [29,30]. La especificidad de las caspasas viene determinada por los
cuatro residuos de aminoacidos N-terminales del sitio de corte [31].

Como la mayoria de los enzimas proteoliticos, las caspasas se sintetizan como
zimbgenos 0 proenzimas inactivas denominadas procaspasas. Estas proenzimas
contienen tres dominios: un prodominio N-terminal y dominios p20 y p10, que se
encuentran en la enzima madura. En todos los casos examinados las enzimas activas
son heterotetrdmeros que contienen dos heterodimeros p20/p10 y dos centros activos.
La mayoria de las caspasas se activan por escision de la proenzima entre los
dominios p20 y p10 y normalmente también entre el prodominio y el dominio p20.
Todas estas escisiones tienen lugar después de residuos de aspartato, lo que sugiere
que existe una autocatalisis 0 una activacion por otras caspasas. Por ejemplo, las
caspasas ejecutoras se activan por las caspasas iniciadoras, mientras que la caspasa-8
se autoactiva por proximidad (ver via extrinseca). La caspasa-9 se activa por un
mecanismo mas complejo. A diferencia de las otras caspasas el procesamiento
proteolitico de la caspasa-9 tiene un efecto menor sobre su actividad enzimatica. Para
la activacion de esta proteasa es necesaria su asociacion con un cofactor proteico
Apaf-1 [32]. La holoenzima formada por la caspasa-9, Apaf-1 y la proteina
mitocondrial citocromo ¢ se denomina apoptosoma. En condiciones normales de
supervivencia celular, el citocromo ¢ se localiza en el espacio intermembrana
mitocondrial, mientras que Apaf-1 y la caspasa-9 en estado inactivo se encuentra en
el citosol. Muchos estimulos que inducen la muerte celular inducen la liberacion del
citocromo ¢ mitocondrial al citosol, formandocon Apaf-1 y caspasa-9 el apoptosoma

y activando la caspasa-9.
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Se han descrito hasta el momento mas de 400 sustratos potenciales de
caspasas. Estos sustratos incluyen proteinas-componentes del citoesqueleto (actina,
gelsolina, B-catenina) y del nucleo (lamina A 'y B, receptor de lamina B, proteinas del
aparato mitotico), proteinas implicadas en la reparacion y el metabolismo del ADN
[poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP), subunidad catalitica de la proteina quinasa
dependiente de ADN (DNA-PKcs), ADN-topoisomerasa Il], proteinas quinasas
[proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa N (PKN), proteina quinasa 2 activa por
p21 (PAK2), MEKK1, Rafl), proteinas involucradas en las vias de sefializacion (pro-
interleuquinas, el factor de transcripcion NF-kB y su regulador IkB), proteinas
reguladoras del ciclo celular y la proliferacion (p21, p27, pRb, CDC27), asi como las
proteinas cuya hidrélisis desempefia un papel critico en la apoptosis (procaspasas,
proteinas de la familia Bcl-2, ICAD (inhibidor de la DNasa activada por caspasa-3,
endonucleasa responsable de la aparicion de la “escalera de ADN”) [33].

La actividad de las caspasas esta regulada por una familia de proteinas
Ilamada IAPs (Proteinas Inhibidoras de Apoptosis) [34]. Se han identificado ocho
IAPs humanas. Entre ellas, clAP1, clAP2, XIAP (IAP ligada al cromosoma X), ML-
IAP (melanoma-1AP) y survivina son las mas caracterizadas. XIAP es considerada
como el miembro de la familia IAP con la actividad antiapopt6tica mas potente y
bloguea la apoptosis al unirse e inhibir la activacidn de caspasa-3, -7, y -9. Todos los
miembros de la familia IAP contienen de 1 a 3 dominios N-terminales BIR
(repeticién IAP de baculovirus, dominio de coordinacién con Zn?*) y un dominio C-
terminal RING. Los dominios BIR son necesarios para la unién y la inhibicion de las

caspasas.
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1.5.2. Via intrinseca. Proteinas de la familia Bcl-2.

La via de sefializacion intrinseca implica varios estimulos de apoptosis no
relacionados con los receptores de muerte y se inicia en la mitocondria. Se puede
estimular tanto por ausencia de factores de crecimiento, de hormonas y de citoquinas
como por factores como la radiacion, las toxinas, la hipoxia y la presencia de
radicales libres [24]. Todos estos cambios pueden inducir la liberacion de varias
proteinas pro-apoptoticas de la mitocondria al citosol como el citocromo ¢ (Figura 4).
En las células sanas normales el citocromo c, localizado entre la membrana
mitocondrial interna y la externa, funciona como un transportador electronico movil
que transfiere los electrones desde el complejo 111 (Q-citocromo ¢ reductasa) de la
cadena de transporte electronico al complejo IV (citocromo ¢ oxidasa). . En las
células que sufren apoptosis, el citocromo c se libera al citosol y se asocia con Apaf-1
favoreciendo su oligomerizacion dependiente de ATP y permitiendo el reclutamiento
de la pro-caspasa-9 para formar una holoenzima denominada apoptosoma que activa
a la caspasa-9. Por lo tanto, la activacion de la caspasa-9 estd mediada por los
cambios conformacionales y no por protedlisis [35]. Otras proteinas liberadas de la
mitocondria, Smac/DIABLO y HtrA2/Omi, también estimulan la apoptosis ya que
inhiben la actividad anti-apoptética de las proteinas IAPs (Proteinas Inhibidores de

Apoptosis).
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Figura 4. La via intrinseca de la apoptosis. Esta via se inicia por una sefial de muerte
intracelular. Esta sefial provoca la oligomerizacion y la translocacion de Bax y Bak a
la membrana externa mitocondrial, desencadenando un aumento de la permeabilidad
de la membrana y la liberacion de citocromo c y de proteinas de union a IAP. El
citocromo ¢ forma el apoptosoma con Apaf-1 y la pro-caspasa-9, provocando la
muerte celular. Las proteinas de union a IAP, como Smac, se unen a XIAP y

antagonizan su funcién.

El segundo grupo de proteinas pro-apoptdticas liberadas de la mitocondria
incluyen a la AIF (factor inductor de apoptosis), la endonucleasa G y CAD
(endonucleasa activada por caspasas, proteina responsable de la formacion de la
“escalera de ADN”). Sin embargo, es un evento tardio de la apoptosis y una vez
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liberadas estas proteinas inducen la fragmentacion de ADN y la condensacion de la
cromatina [36].

La liberacion de estas proteinas de la mitocondria estd controlada por
proteinas de la familia Bcl-2. La proteina que da el nombre a esta familia, Bcl-2 (B
cell lymphoma-2) es un protoncogeén responsable de un linfoma folicular de células B
[37]. La familia Bcl-2 comprende al menos tres grupos de acuerdo a su estructura y
su papel en la apoptosis [38]:

- proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w y Mcl-1. Estas
proteinas se caracterizan por la presencia de los 4 dominios Bcl-2 (BH: BH1, BH2,
BH3 y BH4) y poseen una cola hidrofobica C-terminal que localiza a estas proteinas
en la superficie exterior de la membrana mitocondrial y el resto de la proteina esta
orientada al citosol.

- proteinas pro-apoptdticas como Bax, Bak, Bok/Mtd y Bcl-Xs, que
contienen tres dominios BH1, BH2 y BH3 y la cola hidrofébica C-terminal.

- proteinas que solo contienen un dominio BH3, que incluyen Bid, Bad y
Noxa. Estas proteinas inducen apoptosis activando las proteinas pro-apoptéticas
como Bax o inhibiendo las proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2.

Las proteinas de estas tres clases son capaces de formar homodimeros y
heterodimeros y desempefian distintos papeles en el control del potencial de la
membrana mitocondrial. Bax y Bak son esenciales para la liberacion de citocromo ¢
[39]. En las células sanas Bax esta localizado en el citosol como un monémero.
Durante la apoptosis Bax se transloca a la mitocondria [40], donde sufre
homooligomerizacion. Por el contrario, Bak reside en la mitocondria constantemente

y durante la apoptosis se oligomeriza [41]. Los miembros anti-apoptéticos de la
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familia Bcl-2 previenen la liberacion de citocromo ¢ formando heterodimeros con
Bax/Bak y desactivandolos. Las proteinas de la familia Bcl-2 no poseen homologia
en secuencia de aminodcidos significativa con ninguna otra proteina, aunque la
estructura tridimensional de Bcl-x. se asemeja a la estructura de los dominios
formadores de poros de ciertas toxinas bacterianas que actian como canales idnicos o
de proteinas. Si la funcién esta relacionada con la estructura, la prediccion seria que
las proteinas de la familia Bcl-2 pueden funcionar como canales [42]. Sin embargo,
no se sabe si estos canales pueden ser los suficientemente grandes para que puedan
pasar las proteinas. Otra posibilidad es que las proteinas de la familia Bcl-2 recluten
otras proteinas de la membrana externa mitocondrial, por ejemplo VDAC (Canal
Anionico Dependiente de Voltaje) para formar poros grandes [43]. Este modelo
asume que VDAC sufre cambios conformacionales significativos al unirse con los
miembros de la familia Bcl-2. Es posible que las proteinas de la familia Bcl-2
controlen la homeostasis de la mitocondria (por ejemplo gracias a su actividad como
canal de iones mencionada mas arriba) o indirectamente, a través de la modulacion
de otras proteinas mitocondriales, como por ejemplo VDAC, ya que puede formar un
poro de transicion permeable mitocondrial (PTP). PTP es un canal grande, su
apertura determina la pérdida rapida del potencial mitocondrial, el hinchamiento del

organulo y la liberacion de citocromo c [38].

1.5.3. Via extrinseca. Receptores de muerte.

La ruta extrinseca implica interacciones mediadas por los receptores
transmembranales de muerte de la superfamilia del receptor de TNF (Factor de
Necrosis Tumoral), como los receptores a TNF, a Fas y a TRAIL, y depende de las
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caspasa-8 que corta y activa a las caspasas efectoras (caspasa-3, -6 y -7), induciendo
una cascada de caspasas. Los miembros de la superfamilia del receptor de TNF
comparten un dominio extracelular rico en cisteina y poseen un dominio
citoplasmatico de 80 residuos de aminoacidos denominado dominio de muerte (DD)
[44]. Este ultimo desempefia un papel importante en la transmisién de la sefial de la
muerte en la superficie celular de las vias de sefializacidn intracelulares. Los ligandos
y receptores de muerte mejor caracterizados incluyen FasL/FasR (CD95), TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L (TRAIL)/DR4 y Apo2L (TRAIL)/DR5. En la Figura
5 se presenta la secuencia de eventos de la via extrinseca de la apoptosis referidos a
FasL/FasR y TNF-o/TNFRI1. Tras la unién del ligando Fas a los receptores Fas
(asociados en trimeros), los receptores de muerte activados reclutan una proteina
adaptadora FADD (Dominio de Muerte Asociada con Fas) que contiene dos
dominios: un dominio de muerte (DD) y un dominio efector de muerte (DED).
FADD se une al receptor de Fas, al mismo tiempo el DED se une a DED de la pro-
caspasa-8, de esta manera se forma el complejo de sefializacion inductor de la muerte
(DISC). La formacién de DISC induce una alta concentracién local de pro-caspasa-8
[44,45]. En estas condiciones la baja actividad intrinseca de la pro-caspasa-8 es
suficiente para que varias moléculas de proenzima se activen reciprocamente. Una
vez activada la caspasa-8 se inicia la fase de ejecucion de la apoptosis activando la
caspasa-3. La caspasa-8 también corta una proteina de la familia Bcl-2 llamada Bid.
La proteina Bid procesada se transloca a la mitocondria para activar la via intrinseca,
activandose asi las dos rutas y amplificando la sefial apoptética inducida por los

receptores de muerte [46].
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Figura 5. La via extrinseca de la apoptosis. Esta via implica la union de sefiales de
muerte, como el ligando Fas o el factor de necrosis tumoral, a sus correspondientes
receptores y esta asociada a la formacion de un complejo de sefializacion inductor de
muerte (DISC). En ciertas células, el complejo DISC activa directamente a las
caspasas, conduciendo a muerte celular. Sin embargo, en la mayoria de las células, el
DISC, a través de su componente caspasa-8, corta Bid para formar tBid, conduciendo
a la oligomerizacién de Bax/Bak, a un aumento de la permeabilidad de la membrana

externa mitocondrial, formacion del apoptosoma, y muerte celular.

La unién del ligando TNF a su receptor determina la union de una proteina
adaptadora TRADD vy el reclutamiento de RIP y TRAF2 o FADD. RIP y TRAF2
estimulan las rutas de activacion de los factores de transcripcion NF-«B y INK/AP-1,

mientras FADD induce la ruta de apoptosis. A diferencia de Fas la unién de TNF a su
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receptor induce la apoptosis solo en el caso de que la sintesis de proteinas esté
bloqueada.

La apoptosis mediada por los receptores de muerte puede ser inhibida por la
proteina relacionada con caspasa-8 c-FLIP que no posee actividad proteolitica.

Probablemente c-FLIP compite con la procaspasa-8 para unir a DISC [47].

1.5.4. Estrés oxidativo y apoptosis.

El tratamiento oxidativo directo asi como la produccion intracelular no
regulada de especies reactivas del oxigeno (ROS) son igual de peligrosos para la
célula. Frente a estas situaciones existen varias defensas celulares y que pueden ser
divididas en enzimaticas y no enzimaticas [48]. Las defensas no enzimaticas incluyen
agentes hidrosolubles como el glutation (GSH), el ascorbato, el acido Urico, las
proteinas plasmaticas y los agentes liposolubles como el a-tocoferol, el B-caroteno, la
bilirrubina y el ubiquinol, que son mas utiles para combatir la peroxidacion de
lipidos. De todos estos agentes el tripéptido GSH (y-Glu-Cys-Gly) es el mas rapido y
mas abundante, y regula el estado redox de muchas otras moléculas celulares. Se ha
demostrado que durante la apoptosis disminuyen los niveles de GSH y se
incrementan los niveles de ROS [49]. La capacidad de antioxidantes como la catalasa
y la N-acetil-L-cisteina (NAC), precursor de GSH, de bloquear la apoptosis inducida
por diferentes agentes, indica el papel central del estrés oxidativo en el proceso de
apoptosis [50]. La redistribucion del glutatién celular puede ser otro evento critico
durante la apoptosis. Se ha demostrado que la expresion elevada de la proteina anti-

apoptotica Bcl-2 induce un cambio del estado redox de la célula hacia el estado mas
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reducido: aumentan los niveles de GSH, de superdxido dismutasa (SOD) y de

catalasa [51].

1.5.5. Lisosomas y Reticulo Endoplasmatico en la apoptosis.

Los lisosomas son organulos ricos en hidrolasas acidicas y estan involucrados
en la degradacion del material fagocitado y en la digestién de proteinas en general
[52]. Las proteasas de la familia de la catepsina son las hidrolasas lisosomales mejor
caracterizadas. La mayoria de las catepsinas son cistein-proteasas (catepsina B, C, H,
F,K, L, O,S,V, Wy X/Z), dos son aspartil proteasas (catepsina D y E) y una es una
serin-proteasa (catepsina G). Estas enzimas son activas y estables a pH é&cido,
mientras que a pH neutro son muy activas pero no tan estables.

La lisis de los lisosomas es letal para la célula ya que provoca la liberacién de
las catepsinas al citosol. Sin embargo, el citosol contiene inhibidores endégenos de
cistein-catepsinas denominados cistatinas. ElI grado de permeabilidad lisosomal
puede determinar la cantidad de catepsinas liberadas al citosol: la rotura completa de
todos los lisosomas induce necrosis, mientras que la rotura parcial (suficiente para
superar la proteccion de cistatinas) puede iniciar la apoptosis. Algunas catepsinas
pueden inducir la activacién de Bid por hidrdlisis iniciando de esta manera la via
intrinseca de la apoptosis [53]. Determinados estudios han puesto de manifiesto que
los lisosomas de las células tumorales son méas grandes y mas susceptibles a la rotura.
Ademas, la probabilidad de una rotura lisosomal en las células tumorales es mas alta
debido a que la digestién de proteinas esta aumentada en las células que proliferan

rapidamente.
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Las proteinas destinadas a la secrecion o a la membrana plasmatica se
translocan al reticulo endoplasméatico (RE), donde se modifican y se pliegan
correctamente. La acumulacion de las proteinas mal plegadas en el RE provoca estrés
de RE vy si éste es excesivo induce la apoptosis. IRE1 es una proteina quinasa
transmembranal localizada en el RE y su funcion es la transmision de las sefiales del
estrés de RE. Una vez activada IRE1 recluta TRAF2 a la membrana del RE lo que
desencadena la activacion de la cascada de JNK (una de las proteinas quinasas
activadas por mitdgenos) [54]. La liberacion de Ca®* del ER induce la activacion de
las calpainas activadas por Ca**, que pueden activar proteinas apoptéticas como Bid
[55], Bax [56] y caspasa-7 [57]. La caspasa-4 localizada en la membrana de RE es
procesada y activada cuando las células se tratan con los agentes inductores del estrés

del RE [58].

1.6. Via de sefializacion de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos

(MAPKS).

La respuesta celular a la apoptosis inducida por determinados compuestos esta
asociada con la inactivacion de las proteinas quinasas implicadas en la supervivencia
celular y con la activacién de proteinas quinasas que promueven la apoptosis. Uno de
los aspectos mas relevantes de la regulacién de la apoptosis es que requiere la
participacion de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKS). Las
cascadas de MAPK constituyen una de las vias de sefializacién que desempefian
papeles clave en la supervivencia, la diferenciacién, el movimiento, la division y la
muerte celular. Las MAPKs son una familia de serina/treonina proteina quinasa

dirigidas a prolina que funcionan como mediadoras intracelulares en respuesta a
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diversos estimulos. Las MAPKSs son activadas por fosforilacién en residuos de
treonina y tirosina. Se han caracterizado seis grupos de MAPKs en mamiferos:
proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2), proteinas quinasas
de Jun NH; terminal (JNK1/2/3), proteinas quinasas p38 (p38 a/B/y/5), ERK7/8,
ERK3/4 y ERK5. Los grupos mas estudiados son las proteinas quinasas ERK1/2,

JNKs y p38 (Figura 6) [59].
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Figura 6. Las cascadas de sefializacion de las proteinas quinasas activadas por

mitdégenos (MAPKS). Las rutas de sefializacion de las MAPKSs median la transmision
de sefiales extracelulares hasta las proteinas efectoras que alteran la proliferacion y la

supervivencia celular.
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La activacion de ERK puede desencadenar tanto efectos anti-apoptoticos
como pro-apoptoticos, dependiendo del estimulo y el tipo celular. En cambio,
INK/SAPK y p38MAPK son activadas principalmente por estimulos citotdxicos y estan
asociados con efectos pro-apoptoticos en muchos tipos celulares. Sin embargo, hay

multiples excepciones a esta regla.

Las cascadas de sefializacion de las MAPKSs estan altamente conservadas
entre los diferentes tipos de células eucariotas y estdn compuestas de tres a cinco
niveles de familias de quinasas [MAP4K, MAP3K, MAP2K, MAPK, y proteinas
quinasas activadas por MAPK (MAPKAPK); (Figura 6)], con uno 0 mas
componentes de cada nivel fosforilando y activando a componentes del siguiente
nivel. La via de sefializacion MAPK es compartida por cuatro cascadas, que se
clasifican por el miembro de la familia MAPK localizado al final de la cascada de
fosforilacién iniciada por los receptores tirosina quinasas: (i) las quinasas reguladas
por sefiales extracelulares (ERK) 1y 2, (ii) c-JUN N-terminal quinasas (JNK) 1, 2, y
3, (i) p38-MAPK, vy (iv) ERK5. Los factores de crecimiento son los principales
reguladores de la cascada ERK1/2, el estrés celular es el principal inductor de las
cascadas de JNK y p38-MAPK, y tanto los factores de crecimiento o el estrés son
activadores de la cascada de ERK5. No obstante, existen evidencias de conversacion
cruzada entre varios componentes de las rutas, es decir, las cascadas pueden cooperar
en la transmision de ciertas sefiales.

La cascada de ERK1/2 implica la sefalizacion a través de proteinas G
pequefias, por ejemplo la familia RAS. Las proteinas G pequefias son reclutadas por
los receptores tirosina quinasas a través de los dominios SH2/SH3, resultando en la

unién de RAS activo a los miembros de la familia RAF MAP3K. Una vez activado,
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RAF fosforila y activa MAP2K 1 y 2 (también conocido como MEK1/2), que actlan

como quinasas de especificidad dual, fosforilando residuos de Tyr y Thr de las
proteinas MAPK ERK1/2. Las ERK1/2 activas fosforilan una serie de proteinas
citoplasmaticas, como los miembros de la familia MAPKAPK vy proteinas del
citoesqueleto como vimentina y queratina-8 y también se transloca al nacleo, donde
activa varios factores de transcripcion, como FOS, p53 y ELK1.

La desfosforilacion de las MAPKs por fosfatasas desempefia un papel clave
en la regulacion de su actividad [59]. Este proceso puede ser mediado por Ser/Thr
fosfatasas, Tyr fosfatasas o fosfatasas con especificidad dual. Estas fosfatasas tienen
un motivo de interaccion con quinasas (KIM) en el lado N-terminal del dominio
fosfatasa [61].

La ruta ERK esta desregulada en aproximadamente la tercera parte de los
canceres humanos. Muchos componentes de esta ruta estan relacionados con la
proliferacién. ERK1/2 controla tanto la proliferacion como la progresién del ciclo
celular. Aunque la ruta de ERK esta implicada en supervivencia celular, su activacion
también puede estar implicada en la apoptosis inducida por las especies reactivas del
oxigeno (ROS) [62]. ERK fosforila a p53 en Serl5 potenciando su efecto apoptotico
[63], y al miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2 Bad bloqueando su
translocacion a la mitocondria [64]. La inhibicion de ERK reduce la expresion de

Bax y p53 [65].

La rama JNK de la via MAPK se activa principalmente en respuesta al estrés,
como la radiacion UV, el dafio al ADN, y por citoquinas inflamatorias; sin embargo,
también puede ser débilmente activada por factores de crecimiento. Estos estimulos

activan la proteina G RAC1 ya sea directamente, o alternativamente activan la
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familia RAS, que a su vez también recluta y fosforila RAC1, que actla entonces a
través de la familia de proteinas quinasas activadas por la proteina p21 (PAK) para
fosforilar miembros de la familia MAP3K. Se han asociado al menos 14 miembros de
la familia MAP3K con la activacion de la cascada de sefalizacion de JNK, por
ejemplo, MAP3K4 y MAP3K12. MAP3K fosforila de manera dual a MAP2K4
(MKK4) en Ser257 y Thr265, o0 a MAP2K7 (MKKY7) en Ser271 y Thr275, que a su
vez activan MAPK8 (JNK), MAPK9 (JNK2), y MAPK10 (JNK3). Las proteinas
quinasas JNK1 y JNK2 se expresan de forma ubicua en los seres humanos, mientras
que JNK3 se expresa principalmente en el cerebro, el corazén y los testiculos. Una
amplia variedad de procesos celulares se activan por la via de JNK, incluyendo la
apoptosis [66], moléculas de sefializacién [67] y factores de transcripcion tales como

JUN [68], JUND [69], y p53 [70].

Las JNKs de mamiferos estan codificadas por tres genes distintos (JNK1,
JNK2 y JNK3) y la maduracion alternativa de estos genes genera diez productos
génicos diferentes de 46-55 kDa. Como en el caso de ERK la activacion de JINK
requiere la fosforilacion en el motivo conservado de Thr-Pro-Tyr. Se han identificado
multiples sustratos de JNKSs, principalmente factores de transcripcién y receptores
hormonales nucleares. Muchas proteinas mitocondriales, como por ejemplo las
proteinas de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x,, Bad, Bim y Bax), también son sustratos
de JNK, asi como las proteinas del citoesqueleto paxilina, MAP-2, -1B y Tau. Se ha
demostrado que JNK esté involucrada en la degradacion del inhibidor de caspasa-8
cFLIP.. Aungue el papel de JNK en la apoptosis esta bien establecido, esta quinasa
también contribuye a la supervivencia. Estos efectos opuestos estan determinados por

la duracién o la magnitud de la activacion y en parte por la activacion de otras rutas.
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La activacion prolongada de JNK induce la apoptosis, mientras que la activacioén

transitoria esta implicada en la supervivencia celular [71].

LaS p38 MAPKSs

son fuertemente activadas por estrés y por citoquinas
inflamatorias; sin embargo, los factores de crecimiento son capaces de activar
débilmente esta ruta. Las p38M*""® desempefian un papel importante en puntos de

control del ciclo celular. Las p38MAP*

requieren la fosforilacion dual del motivo Thr-
Gly-Tyr en el lazo de activacion por MAP2K3 (MEK3) o MAP2K6 (MEKS®) para ser
completamente activas. Existen al menos cuatro isoformas de p38M4"*: MAPK11
(p38-0)), MAPK12 (p38-B), MAPK13 (p38-3), y MAPK14 (p38-y), siendo la p38-o la

gMAPK activa fosforila varias dianas celulares,

mas estudiada. La proteina quinasa p3
tanto factores de transcripcion (p53, STAT1, MEF y NF-xB) como proteinas del
citoesqueleto y otras quinasas. También se ha demostrado que p38MA°¥ fosforila y

reduce los niveles de la proteina anti-apoptética Bcl-x. y aumenta los niveles del

factor de transcripcion p53 [72], favoreciendo de esta manera la apoptosis.

1.7. Fuentes de eupatorina, ensayos bioldgicos previos en células de cancery

planteamiento de investigacion.

Las flavonas son miembros importantes de la familia de los flavonoides que
se encuentran en frutas y verduras, y que han recibido un amplio interés por su
potencial antioxidante y su capacidad para modular varios sistemas enzimaticos
implicados en una serie de enfermedades [73]. Las flavonas son lipofilicas (debido a

su esqueleto hidrocarbonado que contiene dos anillos aromaticos) asi como
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hidrofilicas (debido a la presencia del grupo carbonilo en C-4), presentando grupos
polares en diferentes posiciones, y el esqueleto en si es susceptible de generar grupos
funcionales implicados en la modulacién selectiva de diferentes enzimas. La
eupatorina (3",5-dihidroxi-4",6,7-trimetoxiflavona) es una flavona que ha sido
previamente aislada de varias plantas medicinales, entre ellas Tanacetum vulgare
[74], Lantana montevidensis [75] y Orthosiphon stamineus [76], y se ha descrito la
inhibicion de la proliferacion en lineas celulares de cancer humano y murino [75]. El
efecto anti-proliferativo de la eupatorina frente a las células de cancer de mama
humano MDA-MB-468 se ha atribuido al metabolismo mediado por los enzimas
citocromos P450 CYP1 [77]. Sin embargo, la importancia potencial de la eupatorina
en la terapia antitumoral en células de leucemia no se ha explorado aun. En el
presente estudio hemos investigado los efectos de la eupatorina en tres lineas de
leucemia humana, sus efectos sobre el ciclo celular y la apoptosis y el papel de las
caspasas y la via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK).
Ademas, se investigé la formacidén de especies reactivas del oxigeno (ROS) para
dilucidar si éstas juegan un papel fundamental en el efecto apoptético de la

eupatorina en células de leucemia.

En este trabajo demostramos que la eupatorina induce parada del ciclo celular
en la fase G,-M y muerte celular por apoptosis en células leucémicas humanas,
implicando la activacion de multiples caspasas, la liberacion de citocromo ¢
mitocondrial y el procesamiento del enzima de reparacién del ADN poli(ADP-ribosa)
polimerasa. Esta flavona indujo la fosforilacion de las proteinas quinasas activadas

por mitdgenos y la muerte celular fue atenuada por la inhibicion de las proteinas
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quinasas N-terminal de c-jun/proteinas quinasas activadas por estrés. En la presente
Tesis Doctoral se describen las rutas de muerte celular desencadenadas por la
eupatorina que implican tanto las vias intrinseca y extrinseca de activacion de

caspasas Y la generacion de las especies reactivas del oxigeno.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Analizar la citotoxicidad de la flavona natural eupatorina utilizando como

modelo de estudio lineas celulares de leucemia humana.

2. Evaluar si la eupatorina induce muerte celular por apoptosis.

3. Investigar su mecanismo de accion. Especificamente la contribucion de las
cascadas de las caspasas, la ruta de sefializacién de las proteinas quinasas
activadas por mitdgenos y la generacion e implicacion de las especies reactivas

del oxigeno.
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Material y Métodos

3.1. Reactivos.

La eupatorina se adquirié de Extrasynthese (Genay Cedex, Francia). El suero
bovino fetal se obtuvo de Gibco (Life Technologies, Paisley, Reino Unido). El medio
de cultivo RPMI 1640, el HEPES (acido N-[2-hidroxietil] piperazino N'-[2-
etanosulfénico]), la L-glutamina, el azul de tripan, el bicarbonato sodico, los
antibioticos (estreptomicina y penicilina G), el yoduro de propidio, la RNasa A, la
proteinasa K, el paraformaldehido, la bisbencimida (Hoechst n°® 33258), el fenol y el
bromuro de etidio fueron de Sigma Chemical Co. (San Luis, EE.UU.). El
dimetilsulféxido (DMSO), EDTA, EGTA, NacCl, glicerol, trizma base, trizma-HClI,
azida sddica, bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), la
sacarosa, tween 20, NaOH, HCI y otros compuestos utilizados en la preparacion de
reactivos y tampones se adquirieron de Sigma Chemical Co. o de BDH (Poole, Reino
Unido).

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
(Erembodegem, Bélgica). El cloroformo y alcohol isoamilico se obtuvieron de BDH
(Poole, Reino Unido). La agarosa se obtuvo de Bio-Rad (Hercules, EE.UU.). La
anexina V se obtuvo de BD Pharmigen™ (Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit).

Para la obtencion de los lisados celulares se utilizaron los siguientes
inhibidores de proteasas: (i) la aprotinina (inhibidor de serinproteasas: inhibe a la
tripsina, a la quimiotripsina y a la plasmina); (ii) la leupeptina (inhibidor de cistein y
serinproteasas: inhibe a la plasmina, a la tripsina, a la papaina y a la catepsina B); (iii)

la pepstatina A (inhibidor potente de proteasas acidas); (iv) el fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo (PMSF) (inhibidor de cistein- y de serin-proteasas y de la
acetilcolinesterasa). En la preparacion de los lisados también se empleé el ditiotreitol
(DTT: agente reductor estereoselectivo para puentes disulfuro en complejos
moleculares), el ortovanadato sodico (inhibidor de fosfatasas alcalinas) y el
detergente triton X-100. Todos los inhibidores de proteasas, el agente reductor DTT,
el ortovanadato sodico y el tritdn X-100 se obtuvieron de Sigma Chemical Co.

El inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk (benciloxi-carbonil-Val-Ala-
Asp (OMe)-fluorometilcetona) y los inhibidores de MAPKs (SP600125, PD98059,
SB203580, U0126) fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. Los antioxidantes
trolox, N-acetil-L-cisteina (NAC) y tocoferol (vitamina E) fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co.

Los sustratos especificos utilizados para determinar la actividad caspasa -3/-7
DEVD-pNA (N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina), caspasa-8 IETD-pNA (N-
acetil-1le-Glu-Thr-Asp-p-nitroanilina) y caspasa-9 LEHD-pNA (N-acetil-Leu-Glu-
His-Asp-p-nitroanilina) fueron obtenidos de Sigma, y la paranitroanilina (pNA) fue
obtenida de Calbiochem (Darmstadt, Alemania).

La acrilamida (bis N,N'-metilen-bis-acrilamida), persulfato amonico, TEMED
(N,N,N,N,-tetrametil-etilendiamina), SDS (dodecil sulfato sodico) y los marcadores
de pesos moleculares se obtuvieron de Bio-Rad (Hercules, EE.UU.). El azul de
bromofenol, el BSA (albimina de suero bovino) y el p-mercaptoetanol fueron de
Sigma.

Los siguientes anticuerpos se utilizaron de acuerdo a las instrucciones del
fabricante: poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), monoclonal de raton; citocromo c,

monoclonal de raton; caspasa-7, monoclonal de ratdn; caspasa-8, policlonal de
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conejo; Bax, policlonal de conejo; Bid, policlonal de conejo; y AlF, policlonal de
conejo (BD PharMingen, San Diego, EE.UU.); Smac/DIABLO, monoclonal de ratdn
(BD Transduction Laboratories); caspasa-3, policlonal de conejo (Assay Designs,
Ann Arbor, EE.UU.); caspasa-4, caspasa-6 Yy caspasa-9, monoclonal de raton
(Medical & Biological Laboratories, Nagoya, Japon); Bcl-2, monoclonal de raton
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.); B-actina, monoclonal de raton
(Sigma, San Luis, EE.UU.); citocromo ¢ oxidasa (Cox IV), monoclonal de raton
(Abcam, Cambridge, Reino Unido); INK/SAPK, Fosfo-JNK/SAPK (fosfo T183 +
Y185), p44/42 MAP quinasa, Fosfo-p44/42 MAP quinasa (T202/Y204), p38V4"K y
Fosfo- p38MAPK (T180/Y182), policlonal de conejo (New England BioLabs, Cell
Signaling Technology, Beverly, EE.UU.). Las membranas de PVDF (difluoruro de
polivinilideno) y el sustrato de revelado por quimioluminiscencia se obtuvieron de
Millipore (Billerica, EE.UU.). Las placas para autorradiografia se adquirieron de
Kodak. Los anticuerpos secundarios fueron de GE Healthcare Bio-Sciences AB
(Little Chalfont, Reino Unido). Los fluorocromos H,-DCF-DA (diacetato 2°,7"-
dicloro-dihidro-fluoresceina) y dihidroetidio (DHE) y todos los demas productos
quimicos se obtuvieron de Sigma (San Luis, EE.UU.).

El agua desionizada y bidestilada se obtuvo con un equipo Mili-Q (Water

Purification System, Millipore Ibérica, Madrid, Spain).

3.2. Grandes equipos utilizados.
Para la obtencién de las imagenes de fluorescencia se utilizd un microscopio
LSM 5 PASCAL de ZEISS. Para los experimentos de citometria de flujo se utilizd un

citbmetro FACS Verse de BD.
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3.3. Modelo experimental.

3.3.1. Cultivo de células leucémicas humanas HL-60, U937 y MOLT-3.

Las células HL-60, U-937 y MOLT-3 se obtuvieron de la coleccion alemana o
americana de cultivos celulares (DSMZ y ATCC) y se cultivaron en medio RPMI
1640 suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor y
antibioticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml estreptomicina) en una
atmésfera humidificada (37 °C y 5% CO,) y a una densidad no superior a 0,5 x 10°
células/ml [78,79]. La determinacion del nimero de células y de la viabilidad celular
se llevd a cabo utilizando un hematocitometro. Para la realizacion de los
experimentos se emplearon células cuya viabilidad siempre fue superior al 95%
utilizando el método de exclusion de azul de tripan. A las células se les cambié el
medio de cultivo tres veces por semana y se dividieron aproximadamente cada 24

horas.

3.3.2. Tratamiento de las células con la eupatorina.

La eupatorina se prepar6 a una concentracibn de 10-100 mM en
dimetilsulféxido (DMSO) y las alicuotas se mantuvieron a —20°C. Las diluciones
necesarias se hicieron en medio de cultivo justo antes del experimento y el porcentaje
de DMSO no excedi6 del 0,3%, concentracidn no tdxica para las células. La misma

proporcion de DMSO fue afiadida a las células control.
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3.4. Métodos:
3.4.1. Evaluacion de la citotoxicidad in vitro y estudios de la proliferacion
celular: MTT.

La citotoxicidad de la eupatorina frente a las células leucémicas humanas se
analizé midiendo actividad metabolica por el método colorimétrico del bromuro de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que es reducido por la actividad
deshidrogenasa mitocondrial [80]. 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 eupatorina durante 72 h a 37 °C en un
incubador de CO,. Después de este tiempo, las placas se centrifugaron (500 g, 10
min) a temperatura ambiente y el medio se elimind por aspiracion. Se afiadié 100 pul
de 0,5 mg/ml MTT (en medio de cultivo RPMI 1640 con antibi6tico) a cada pocito y
las placas se incubaron durante 4 h a 37 °C. La reaccion se par6 afiadiendo 100 pl de
SDS (20%) con HCI 0,02 M y se incubd la mezcla hasta la mafiana siguiente. La
cuantificacion de la conversion 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 afadi6 medio de cultivo RPMI 1640. Los datos se analizaron con el
programa informatico Prism 4.0 (GraphPad) y se determind la concentracion de
producto que reduce la viabilidad celular a la mitad (ICsp) [81]. Los valores que se
presentan son medias + errores estandar de tres experimentos independientes, cada

uno realizado por triplicado.

63



Material y Métodos

3.4.2. Tincion con el fluorocromo trihidrocloruro de bisbencimida.

El primer método utilizado para la evaluacion de induccion de apoptosis
utilizado fue la tincién con la sonda fluorescente Hoescht 33258. Se basa en la
capacidad del fluorocromo para unirse al ADN, permitiendo visualizar la aparicion
de cambios morfologicos del nucleo, como son la segmentacion nuclear y la
condensacion de la cromatina y su compactacién a lo largo de la periferia nuclear.
Este método permite cuantificar el porcentaje de células apoptoticas a través del
contaje de un total de 500 células y aplicando el criterio de célula apoptética (nucleo
fragmentado y/o condensado). Para ello, una vez finalizados los tratamientos, las
células (~5x10°) se lavaron con PBS (10 mM fosfato sédico, 150 mM NaCl, pH 7,4)
y se fijaron con 70 pl de paraformaldehido (3% en PBS) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion se centrifugaron (12.000 g, 1 minuto), se
elimind el paraformaldehido, se lavaron con PBS vy las células se tifieron con 20 ul de
una disolucién que contenia 20 pg/ml de bisbencimida (Hoechst 33258) en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Una alicuota (10 pl) se
fijo en un porta y se analizd la morfologia nuclear de 500 células con un microscopio
de fluorescencia (Zeiss-Axiovert). Se consideraron células apoptoticas aquellas cuyos
nacleos presentaron condensacion de la cromatina, su compactacion a lo largo de la
periferia y/o la fragmentacion nuclear en tres 0 mas cuerpos apoptéticos [78].

3.4.3. Fragmentacion del ADN.

La fragmentacién del ADN es un método cualitativo basado en la deteccion
de la fragmentacion internucleosémica del ADN vy visualizaciébn como una escalera
discontinua de bandas multiméricas de 185-200 pares de bases, caracteristicas del

proceso apoptotico. Después de los tratamientos, las células (5 x 10° células/ml) se
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recolectaron por centrifugacion (12.000 g, 1 minuto) y se lavaron dos veces con PBS
frio. Las células se resuspendieron con 30 pl de tampén de lisis [50 mM Tris-HCI
(pH 8,0), 10 mM EDTA, 0,5% SDS] y se incubaron sucesivamente con 1 pg/ul de
RNasa A (1 hora a 37 °C) y con 1 ug/ ul de Proteinasa K (1 h a 50 °C). Se afiadio a
cada muestra 2 pl 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 se lavd nuevamente con
100 pl de cloroformo. A las muestras se les afiadié 5 pl 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 ul de cada
muestra se sometieron a electroforesis (5 V/cm) durante 3-4 h en geles de agarosa al
1,8%. Los geles se tifieron 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
captur6 con una camara digital (DC290, Kodak) y se analiz6 con el software

Quantity One (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.).

3.4.4. Cuantificacion de células hipodiploides por citometria de flujo.
Cuantificacion de la fraccion SubGa, G1, Sy Go/M mediante el analisis del contenido
en ADN.

Esta técnica permite distinguir las células en las diferentes etapas del ciclo
celular en funcion de la cantidad de ADN. Se trata de un 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 G1 forman el
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primer pico, en la fase S las células estan sintetizando ADN y en fase G2/M las
células presentan el doble de contenido en ADN que una célula normal y apareceran
como un segundo pico. Las células que contienen ADN hipodiploide (menor
contenido de ADN que el contenido diploide de las células normales) son
consideradas apoptoticas, y se localizan a la izquierda del pico G1 constituyendo la
fraccion SubG1 [78].

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 (1 h a 37
°C en oscuridad) con 1 ml de PBS conteniendo 100 pug/ml de RNasa A y 50 pg/ml de
yoduro de propidio. La sonda fue excitada a 488 nm vy la fluorescencia emitida por el
complejo propidio-ADN (617 nm) se determin6 en un citometro FACS Verse (BD)
usando el detector FL3 (620+15 nm). Se analizaron 10.000 células en cada muestra y
los resultados se analizaron con el software Flowing (Turku Centre of Biotechnology,

Universidad de Turku, Finlandia) [81].

3.4.5. Determinacién de las células apoptdticas mediante el analisis de la
externalizacion de fosfatidilserina.

La doble tincién con anexina V-FITC (isotiocianato de fluoresceina) y yoduro
de propidio permite la cuantificacion de células apoptoticas y necréticas. 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 apoptticas por
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citometria de flujo, previa incubacion de las células con anexina V unida a un
fluorocromo (FITC, isotiocianato de fluoresceina) [28]. A partir de los histogramas
obtenidos por citometria de flujo se pueden cuantificar los porcentajes de: (i) células
viables, no unen anexina V y excluyen yoduro de propidio, (ii) células en apoptosis
temprana, unen anexina V y excluyen yoduro de propidio, (iii) células en apoptosis
tardia, unen anexina V e incorporan yoduro de propidio y (iv) células necréticas,
unen anexina V e incorporan yoduro de propidio, o s6lo incorporan yoduro de
propidio. Las células (1x10° por muestra) una vez tratadas se lavaron con PBS frio, y
se resuspendieron en 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl..
Se transfirieron 100 pl de la suspensién (1 x 10° células) a un tubo de cultivo de 5 ml,
y se le afiadié 5 pl de anexina V-FITC y 5 pl de yoduro de propidio. Se mezcld
suavemente y las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente
(25 °C) en la oscuridad. Se afiadi6 400 pl del anterior tampon a cada tubo y se analizd
cada muestra por citometria de flujo.

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

namero de células que dan positivo a yoduro de propidio.

3.4.7. Determinacién de la actividad caspasa.

La actividad caspasa se evalu6 midiendo la rotura proteolitica de los sustratos
cromogénicos especificos Los sustratos colorimétricos especificos utilizados en el
ensayo para la actividad caspasa-3/-7, la actividad caspasa-6, la actividad caspasa-8 y
la actividad caspasa-9 fueron respectivamente Ac-DEVD-pNA (N-acetil-Asp-Glu-

Val-Asp-p-nitroanilina), Ac-VEID-pNA (N-acetil-Val-Glu-lle-Asp-p-nitroanilina),
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Ac-IETD-pNA (N-acetil-l1le-Glu-Thr-Asp-p-nitroanilina) y Ac-LEHD-pNA (N-

acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilina).

Para ello, 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 tampén
de lisis (50 mM HEPES, pH 7,4, 1 mM ditiotreitol, 0,1 mM EDTA, 0,1% Chaps) y se
incubaron 5 min en hielo. Las células se lisaron usando una aguja 21G, se
centrifugaron durante 10 min at 16.000 g a 4 °C, se determind la concentracion de
proteinas en los sobrenadantes mediante el método de Bradford [82] 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 pg). El incremento de la absorbancia a 405 nm después de la
incubacion a 37 °C durante 1 hora fue indicativo de la actividad enzimética de las

caspasas.

3.4.8. Inmunodeteccidn de proteinas. Transferencia Western.

Las células (1-10 x 10°) se incubaron en medio de cultivo con los productos
de interés durante distintos tiempos a 37 °C. A continuacion se recolectaron por
centrifugacién (500 g, 10 minutos, 4 °C) y se lavaron dos veces con PBS.

Obtencion del lisado celular total: El precipitado celular se resuspendid en
100 pl de tampdn de lisis [Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA, 137 mM NaCl, 10%
glicerol, 1% Triton X-100, 2 mM de pirofosfato de sodio, 20 mM glicerofosfato de
sodio, 10 mM NaF, 2 mM ortovanadato sodico, 1 mM PMSF, leupeptina (5 pg/ml),
aprotinina (5 pg/ml) y pepstatina A (5 pg/ml)] y se incub6 durante 15 min a 4 °C. Los

lisados se sonicaron (cuatro ciclos de cinco segundos) y se centrifugaron a 11,000 x g
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durante 10 min a 4 °C. El precipitado resultante (membranas y demas restos
celulares) se descartd, mientras el sobrenadante se analiz6 [78,79].

Fraccionamiento subcelular: El precipitado celular (~ 10" células) se resuspendié en
100 pl de tampdn de homogeneizacion [20 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 10 mM KClI,
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 pg/ml de leupeptina, 10 pg/ml
aprotinina y 10 pg/ml pepstatina A), y se incub6 durante 15 min a 4 °C. Las células se
lisaron usando una aguja de 21G vy el extracto resultante se centrifugé a 1.000 x g
durante 5 min a 4 °C. El precipitado (fraccion nuclear) se resuspendioé en 100 pl de
tampdn 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 (fraccion mitocondrial) se resuspendié en 50 pl de tampén de
homogeneizacion mientras que el sobrenadante fue utilizado como fraccion
citosolica. Las diferentes fracciones se congelaron a —20 °C hasta su utilizacion [78].
La pureza de las fracciones mitocondriales y citosélicas se determinaron utilizando
anticuerpos contra citocromo c oxidasa y -actina, respectivamente.

La concentracién 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 tampon 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 [78].

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 vy se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se bloguearon
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con 10% de leche desnatada en tampon 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 °C),
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 deteccion de las proteinas especificas se
determiné por emisiébn 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--
actina.
3.4.9. Determinacién de la generacidn de especies reactivas de oxigeno
intracelular.

La generacion de perdéxidos y de anion superdxido intracelular se determiné
por citometria de flujo usando las sondas diacetato 2",7 -diclorodihidrofluoresceina
(H.-DCFDA) vy dihidroetidio (DHE), respectivamente. La sonda H,-DCF-DA se
incorpora a las células y se desacetila por esterasas intracelulares generando el
compuesto no fluorescente 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (H,-DCF). Las sondas
H,-DCF y DHE se oxidan por el H,O, (y por otros peroxidos) y por los aniones

superdxido, respectivamente, para generar los compuetos altamente fluorescentes
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2", 7"-diclorofluoresceina (DCF) y etidio. La intensidad de la fluorescencia de DCF y
del etidio es proporcional a la cantidad de perdxidos y superdxido, respectivamente,
producidas por las células. Las células se trataron con o sin eupatorina y
posteriormente se afiadié H,-DCF-DA (2 uM) o DHE (2 uM) al medio de cultivo 30
min antes de la finalizacion de la incubacion con eupatorina. Las células se lavaron
con PBS vy la fluorescencia emitida por DCF (525 nm) y DHE (568 nm) se determind

por citometria de flujo.

3.5. 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 comparacion entre
los distintos tratamientos se realizd por el método de la t de Student o analisis de la

varianza, considerando significativos los valores de P < 0,05.
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RESULTADOS

4.1. La eupatorina inhibe la proliferacion y la viabilidad celular e induce

apoptosis en lineas celulares de leucemia humana

En esta Tesis hemos evaluado el efecto del flavonoide natural eupatorina
(Figura 7A) sobre la proliferacion de tres lineas celulares de leucemia humana y
encontramos que las lineas celulares mieloides (HL-60 y U-937) y la linfoide
(MOLT-3) fueron sensibles al efecto anti-proliferativo de este flavonoide. El
tratamiento con la eupatorina indujo inhibicién de la viabilidad celular dependiente
de la concentracién, sin diferencias significativas entre las tres lineas celulares, con
valores de 1Csp de ~ 5 puM (Figura 7B). La eupatorina también indujo cambios

morfologicos significativos y una importante reduccion en el ndmero de células

(Figura 7C).
A B & 10}
S 5}
H,CO 8
N o 50 F
S
°
HCO = 25 F
3
> 0 B A\ L 1 1
0 1 10 100
C Eupatorina (uM)

10 uM Eupatorina 30 uM Eupatorina

Figura 7. Estructura quimica de la eupatorina y su efecto sobre la viabilidad de la

linea celular humana HL-60. (A) Estructura de la eupatorina. (B) Viabilidad celular
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determinada por el ensayo del MTT. Las células HL-60 se cultivaron en presencia de
las concentraciones indicadas durante 72 h, y los resultados son representativos de
aquellos obtenidos en al menos tres experimentos independientes. (C) Las células se
incubaron con vehiculo (control) o las concentraciones indicadas de eupatorina

durante 24 h y se analizaron con un microscopio invertido de contraste de fases.

4.2. La eupatorina induce apoptosis en células leucémicas humanas

Para estudiar el mecanismo implicado en la citotoxicidad inducida por la
eupatorina, analizamos los ndcleos de células tratadas usando microscopia
fluorescente y observamos las caracteristicas morfoldgicas tipicas de las células
apoptoticas tales como la condensacion nuclear y la cromatina fragmentada (Figura
8A). La electroforesis en gel de agarosa mostré que la incubacion con la eupatorina
indujo fragmentacion del ADN, que es caracteristica de células apoptéticas (Figura
8B).

A

Control Eupatorina HL-60 MOLT-3

0 1030 0 10 30

Eupatorina (uM)

Figura 8. La eupatorina induce apoptosis en células leucémicas humanas.
(A) Imagenes obtenidas con un microscopio de fluorescencia Zeiss de células HL-60
tratadas con 3 uM eupatorina o vehiculo (control) durante 24 h después de la tincion
con el trihidrocloruro de bisbencimida para evaluar la condensacion de cromatina
nuclear. (B) Efecto de la eupatorina sobre la fragmentacién del ADN en las lineas

celuares leucémicas. Las células HL-60 y MOLT-3 se incubaron con las
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concentraciones indicadas de eupatorina durante 24 h y el ADN genémico se extrajo,

se separd en un gel de agarosa y se tifio con bromuro de etidio.

Para determinar si la disminucion de la proliferacidn celular esta mediada por
alteraciones en la progresion del ciclo celular, la distribucion de las fases del ciclo
celular se evalud por citometria de flujo. Como se observa en la Tabla 1 y en la
Figura 9, la eupatorina (3 uM) caus6 una acumulacion de las células en la fase G,-M
a expensas de la poblacion de células en la fase G; comenzando a las 6 h de

tratamiento en las lineas celulares HL-60, U-937 y MOLT-3.

Tabla 1. Efecto de diferentes tiempos de tratamiento con eupatorina sobre la
distribucion de las fases del ciclo celular de células leucémicas humanas.

% Sub-G, %G, %S %G2-M
uU-937
6h Control 09+01 452+1,1* 229+04 30,1+1,3*
Eupatorina 15+£01 185+1,4* 264+03 52,7+1,3*
12h Control 05+01 45,8+0,8* 26,3+0,5* 26,1+0,4*
Eupatorina 105+1,00 19,0+2,0* 174+0,7* 51,6+1,1*
24 h Control 1,2+04 46,9+0,55* 22,2+04* 28,2+0,3*
Eupatorina 194+1,3* 357+17* 206+05* 21,2+1,0*
HL-60
6h Control 6,7+0,3 445+0,7+ 15005 29,1+04*
Eupatorina 8,6 0,5 32,3+£0,9* 16,0+0,2 36,7+1,2*
12h Control 51+0,6 455+04* 18,0+0,3 27,7+0,2*
Eupatorina 12,8+0,4* 322+11* 116+03 38,4+14*
24 h Control 78+0,7 49,7+0,3* 179+0,2* 21,8+0,8
Eupatorina 12,9+0,1* 422+04* 17,4+05* 21,9+0,8
MOLT-3
6h Control 6,2+0,8 70,2+1,2 76+04 16,2+ 0,4
Eupatorina 51+0,3 64,9 +0,4* 9,6 £0,3 21,1 +0,4*
12h Control 91+14 70,7+ 1,7 7,2+0,3 7,2+0,2
Eupatorina 13,3+1,7* 64,8+3,5 52+0,6 6,0+£0,6
24 h Control 71+0,2 70,2+0,5 6,5+£0,3 13,4+ 0,2*

Eupatorina 18,6 + 1,8* 67,9+1,7 4,0+0,2 72+04

Las células se cultivaron con 3 pM eupatorina durante los periodos de tiempo
indicados y la distribucién de las fases del ciclo cellular se determiné por citometria
de flujo. Los valores son medias + errores estandar de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Los asteriscos indican una diferencia
significativa (P < 0,05) comparado con los controles correspondientes.
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Figura 9. La eupatorina induce una detencion del ciclo celular en la fase G,-
M. Las células se incubaron durante 24 h en presencia de las concentraciones
indicadas de eupatorina y la distribucion de las fases del ciclo celular se determind
por citometria de flujo. Los datos mostrados proceden de tres experimentos

independientes.

La detencion del ciclo celular en la fase G,-M fue mayor en las células U-937
que en las otras lineas celulares, y este efecto fue sostenido hasta las 12 h en HL-60 y
en U-937 pero no en MOLT-3. El porcentaje de células en sub-G; aument6 después
de 12 h en las tres lineas celulares.

El tratamiento con este flavonoide también indujo la translocacion de la

fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica en las células HL-60 y
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U-937, detectada por la tincion con anexina V-isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Figura 10A). El porcentaje de células apoptéticas correspondiente a la poblacion de
células hipodiploides aument6 ~20-veces, ~2-veces y ~3-veces en las células U-937,
HL-60 y MOLT-3, respectivamente, después de 24 h de exposicién a una baja

concentracion de eupatorina (Figura 10B).

A Control Eupatorina B U-937 HL-60 MOLT-3
0,8% . 1,1%

' S

Q u-937 <
2 3
sl ke
= K o
. <
b 3
o o
5 1,2% =
3 i 8
g HL-60 &
O

@)

Control Eupatorina

Anexina V-FITC

Figura 10. La eupatorina induce la translocacién de la fosfatidilserina a la
cara externa de la membrana plasmatica y el aumento de células apoptéticas. (A)
Deteccién de células apoptéticas por doble tincion con anexina V-FITC (anexina V
marcada con isotiocianato de fluoresceina) y yoduro de propidio después del
tratamiento con 3 uM de eupatorina durante 24 h. Las células que aparecen en el
cuadrante inferior derecho presentan tincion positiva con anexina V-FITC, lo que
indica translocacién de la fosfatidilserina a la cara externa de la membrana
plasmatica, y tincion negativa con yoduro de propidio, lo que demuestra membranas
celulares intactas, ambas caracteristicas de apoptosis temprana. Las células en el
cuadrante superior derecho son doble positivas para anexina V-FITC y para yoduro
de propidio y son células necréticas. Los datos proceden de tres experimentos
independientes. (B) Las células se incubaron con 3 uM eupatorina durante 24 h y el
porcentaje de células en la region sub-G; se determind por citometria de flujo. Las
barras de error representan medias =+ errores estandar de tres experimentos
independientes cada uno realizado por triplicado. * Indica P <0,05 por comparacion

con el control sin tratar.
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4.3. La muerte celular inducida por eupatorina es dependiente de caspasas

Para explorar el papel de las caspasas, las células se trataron con
concentraciones crecientes de eupatorina durante 24 h y las caspasas se determinaron
por transferencia Western. Los resultados indican que este compuesto estimula el
procesamiento de las pro-caspasas-9 y -8 iniciadoras y el procesamiento proteolitico
de las procaspasas ejecutoras -3, -6 y -7 (Figura 11). La proteina poli(ADP-ribosa)
polimerasa (PARP), uno de los sustratos de la caspasa-3, fue procesada generando un
fragmento de 85 kDa en células expuestas a eupatorina. También se observa una
disminucion de la pro-caspasa-4, sugiriendo que la eupatorina induce el
procesamiento de este zimdgeno que esta implicado en el estrés del reticulo
endoplasmatico [83]. Para conocer si la apoptosis inducida por la eupatorina implica
la liberacién del citocromo ¢ mitocondrial, se analizaron las preparaciones citosélicas
y se observé un aumento significativo en los niveles de citocromo ¢ en el citosol
después del tratamiento con 1 uM (MOLT-3) o 3 uM (HL-60 y U-937) de
eupatorina. Ademas, la eupatorina también indujo la liberacién de otras proteinas
mitocondriales al citosol, tales como el factor inductor de apoptosis (AIF) y
Smac/DIABLO.

Puesto gque las mitocondrias son importantes en las rutas de sefializacién que
conducen a la apoptosis y puesto que esta ruta de muerte celular esta regulada por la
familia de proteinas Bcl-2, seguidamente se investigaron si los cambios en la
expresion o en la localizacién de estas proteinas estaban asociados con la muerte
celular. El tratamiento de las células HL-60 y MOLT-3 con eupatorina a

concentraciones suficientes para inducir apoptosis disminuyo la expresién de la
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proteina Bcl-2, mientras que en células U-937 el tratamiento con 3 uM de eupatorina
indujo el procesamiento de la proteina Bcl-2. Sin embargo, en células no tratadas la
proteina Bax se localiz6 predominantemente en la fraccién citosélica y la incubacion
con eupatorina indujo una redistribucion de este factor pro-apoptético desde el
compartimento citosolico al mitocondrial. Curiosamente, un fragmento de 18 kDa
generado a partir de la proteina completa Bax de 22 kDa se detect6 solamente en las
células HL-60 tratadas con el flavonoide. Para explorar si la eupatorina conduce a la
activacion de Bid, se analizd los niveles y/o el procesamiento de esta proteina solo
BH3 que media la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria inducida por caspasa-8
en respuesta a la activacién de receptores de muerte de la superficie celular. Los
experimentos demostraron una disminucion de los niveles de la proteina Bid en las
células HL-60 y MOLT-3, presumiblemente reflejando procesamiento o activacién.
Aunque no hubo un claro procesamiento de Bid en las células U-937, la pro-caspasa-
8 disminuyo significativamente evidenciado por la disminucién en la cantidad de la
pro-enzima de 55-57 kDa. Para confirmar que la muerte celular desencadenada por la
eupatorina requiere la activacion de las caspasas, las células HL-60 y MOLT-3 se
trataron con eupatorina en presencia o ausencia del inhibidor general de caspasas z-
VAD-fmk, y posteriormente se determind la extension de apoptosis. Los resultados
(Figura 12) muestran una reduccion significativa en el porcentaje de células
hipodiploides en presencia del inhibidor general de caspasas, lo que sugiere que la

eupatorina induce apoptosis por un mecanismo dependiente de caspasa.
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Figura 11. Implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por la eupatorina en
celulas leucémicas humanas. Las células se incubaron en presencia de las indicadas
concentraciones de eupatorina y los lisados celulares (o los extractos citosolicos en el
caso de citocromo c, AIF y Smac) se ensayaron por transferencia Western. La -

actina y la Cox IV (citocromo c oxidasa) se usaron como controles de carga en el
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Figura 12. Efecto del inhibidor permeable general de caspasas z-VAD-fmk sobre la
apoptosis inducida por la eupatorina. Las células HL-60 y MOLT-3 se incubaron
con 10 uM de eupatorina durante 24 h, en ausencia o presencia de z-VAD-fmk (100
uM) vy las células apoptoticas (es decir, con ADN hipodiploide) se cuantificaron por
citometria de flujo después de la tindion con yoduro de propidio. * indica P < 0,05
por comparacion con el control no tratado, # indica P < 0,05 por comparacion con el

tratamiento con la eupatorina sola.

Dado que el procesamiento de las caspasas no siempre se correlaciona con la
actividad, también se investigaron las actividades enzimaticas. Tal como se muestra
(Figura 13A), la estimulacién de las actividades caspasa-3/7, caspasa-8 y caspasa-9
aument6 en presencia de eupatorina después de 24 h de tratamiento y este efecto fue
dependiente de la concentracion. Para estudiar la cinética de activacion de las
caspasas, las células se trataron con esta flavona y después se recogieron en varios
intervalos. EI aumento de las actividades de las caspasas iniciadoras, caspasa-8 y -9,
fue significativamente detectable a las 6 h (MOLT-3) 0 a las 12 h (HL-60 y U-937)

de tratamiento (Figura 13B). Estos hallazgos indican que la eupatorina activa
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simultdneamente a las caspasas-8 y -9 y también promueve una marcada activacioén
de las caspasas-3/7, mientras que la caspasa-6 ejecutora mostrd un menor grado de

activacion.

A B

HL-60 HL-60
[£1 caspasa-8 * [ Caspasa-8

3} Elcaspasa-9

Caspasa-9

Actividad Caspasa (u.a.)
Actividad Caspasa (u.a.)

oOFr N WA 0O ~N © K

Eupatorina (iM) Tiempo (h)
Figura 13. Dependencia de la concentracién y cinéticas de la activacion de caspasas
en respuesta a eupatorina en células leucémicas humanas. (A) Activacion de las
caspasas en respuesta a eupatorina. Las células se trataron con la concentracion
indicada de eupatorina y se recolectaron a las 24 h. Los lisados celulares se ensayaron
para determinar las actividades caspasa-9, caspasa-8, caspasa-6 y caspasa-3/7 usando
los sustratos colorimétricos Ac-LEHD-pNA, Ac-IETD-pNA, Ac-VEID-pNA y Ac-
DEVD-pNA, respectivamente. Los valores representan el aumento de la actividad

caspasa respecto al control no tratado. (B) Cinéticas de activacion de las caspasas en
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respuesta a eupatorina. Las células se trataron con 3 uM de eupatorina, se
recolectaron a los tiempos indicados, y los lisados celulares se ensayaron y los
resultados se expresan como el aumento de la actividad caspasa respecto al control no

tratado. * indica P<0,05 por comparacion con el control no tratado.

4.4. La eupatorina activa a las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPKS)

Dado que las MAPKs desempefian un papel esencial en la proliferacién
celular y la apoptosis, los efectos de la eupatorina en la activacion de estas proteinas
quinasas se investigaron en células HL-60. Los resultados muestran una fosforilacion
rapida (1-2 h) de ERK 1/2 y de INK / SAPK que permanecieron aumentadas durante

al menos 8 h, mientras que no se detectd la activacion de p38M*"* (Figura 14).

3 uM Eupatorina 10 uM Eupatorina

kDa

42-44 P-ERK 1/2

42-44 ERK 1/2

38 P-p38

38 p38

57

26 P-INK

57

16 JNK

42 B-Actina

0 1 2 4 6 8 0 1 2 4 6 8
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Figura 14. La eupatorina induce la fosforilacion de las proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPKS). Las células HL-60se trataron con la concentracion indicada
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de eupatorina durante los tiempos especificados y los lisados celulares se ensayaron

para determinar la fosforilacion de las MAPKSs por transferencias Western.

Para determinar la posible implicacién de las MAPKSs en la apoptosis inducida
por eupatorina, se investigo el efecto de inhibidores especificos de las proteinas
quinasas activadas por mitdgenos extracelulares 1/2 (MEK1 / 2) (PD98059 y U0126),
p38MAPK (SB203580) y JNK / SAPK (SP600125). Ni la inhibicién de las quinasas
activadas por mitdgenos extracelulares 1/2 (MEK1/2), ni la inhibicién de p3g8MAPK
afect6 a la muerte celular inducida por eupatorina. Sin embargo, el tratamiento de las
células con el inhibidor de JNK / SAPK redujo significativamente la apoptosis

mediada por eupatorina (Figura 15).
25 [~
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Células hipodiploides (%)
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Figura 15. Efecto de los inhibidores de la via de MAPKSs sobre la apoptosis inducida
por la eupatorina. Las células se pretrataron con U0126 (U0, 10 uM), PD98059 (PD,
10 uM), SB203580 (SB, 2 uM) y SP600125 (SP, 10 uM) durante 1 h y después se
incubaron con eupatorina durante 24 h y las células hipodiploides se cuantificaron
por citometria de flujo. * indica P<0,05 por comparacion con el control no tratado, #

indica P < 0,05 por comparacion con el tratamiento con eupatorina sola.
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4.5. Las especies reactivas del oxigeno estan implicadas en la muerte
celular inducida por eupatorina

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se consideran los principales
mediadores de la sefializacion de apoptosis y el aumento de las concentraciones
intracelulares pueden dar lugar a la activacion de proteinas quinasas activadas por
mitdgenos y la muerte celular. Para verificar si las ROS estan involucrados en la
apoptosis inducida por eupatorina, las células se tifieron con las sondas de 2°,7"-
diacetato diclorodihidrofluoresceina (H,-DCFDA) vy dihidroetidio (DHE) y después
se analizaron por citometria de flujo.

DCF DHE

Control Control

Eupatorina Eupatorina

HL-60

Control Control

Eupatorina Eupatorina

MOLT-3

Ndmero de células

Fluorescencia

Figura 16. La eupatorina induce la generacion de las especies reactivas del
oxigeno. (A) Las células HL-60 y MOLT-3 se incubaron con 10 uM eupatorina
durante 24 h y 6 h, respectivamente, y la fluorescencia de las sondas oxidadas H-

DCF o DHE se determiné por citometria de flujo.

Como se muestra en la Figura 16 y 17A, el tratamiento con la eupatorina
aumenta la fluorescencia derivada de DCF en las células HL-60 y en MOLT-3 lo que

sugiere que la generacion de H,O, y otros peroxidos se vio afectada por eupatorina
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en ambas lineas celulares. Se observé un incremento de 2,4 veces y de 1,8 veces en la
fluorescencia derivada de DCF en las células HL-60 y en MOLT-3, respectivamente.
Para valorar la produccion de anion superoxido, las células se incubaron con
DHE, una sonda fluorescente que es relativamente especifica para el anion
superdéxido y que reacciona s6lo minimamente con peréxido de hidrégeno. La
eupatorina aumento la fluorescencia derivada de DHE (aproximadamente 2 veces) en
celulas HL-60. Por el contrario, no se observaron cambios en la fluorescencia

derivada de DHE en células MOLT-3 tratadas con eupatorina.
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Figura 17. La eupatorina induce la generacion de las especies reactivas del
oxigeno y los antioxidantes bloguean la muerte celular. (A) Las células MOLT-3 se
incubaron con eupatorina durante 6 h y la fluorescencia derivada de H,-DCF se
determiné por citometria de flujo. (B) Las células MOLT-3 se preincubaron con N-

acetil-L-cisteina (NAC, 10 mM), trolox (2 mM) y vitamina E (25 uM) durante 1 h 'y

después se incubaron con eupatorina (10 uM) durante 24 h y las células apoptoticas
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se cuantificaron por citometria de flujo. Los valores representan medias + errores
estandar de dos experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado.

* indica P < 0,05 por comparacién con el control no tratado, # indica P < 0,05 por

comparacién con el tratamiento con eupatorina sola.

Para investigar si se requiere la produccion de ROS para la muerte celular
inducida por eupatorina, las células MOLT-3 se preincubaron con 10 mM de N-
acetil-L-cisteina (NAC), 25 uM a-tocoferol (vitamina E) y 2 mM trolox, derivado
hidrosoluble de la vitamina E. Los resultados demuestran que estos antioxidantes
bloguean significativamente la apoptosis, lo que indica que la generacion de ROS
juega un papel importante en el mecanismo de la muerte celular provocada por

eupatorina (Figura 17B).
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Discusion
Aunque existen tratamientos eficaces para la leucemia mielégena crénica y la
leucemia linfocitica aguda, se necesitan tratamientos mas eficaces para otras formas
de leucemia aguda. Este objetivo ha llevado a un interés creciente en la investigacion
y desarrollo de compuestos de origen natural para la quimioprevencion o recurrencia
del cancer. En los ultimos afios, los flavonoides han despertado un creciente interés
porque muestran una amplia gama de actividades bioldgicas, incluidas las
propiedades antitumorales [84]. En este estudio, hemos demostrado que la eupatorina
muestra un efecto anti-proliferativo en tres lineas celulares de leucemia humana, con
valores de 1Cso similares. Aunque este compuesto promueve la condensacion y la
fragmentacidn de la cromatina, no se observo el patrdn tipico en “escalera” durante el
andlisis del ADN. Este resultado sugiere que otros factores pueden estar implicados.
Por ejemplo, la flavoproteina mitocondrial denominada factor inductor de apoptosis,
AlIF, es una molécula de sefializacion que se transloca al nicleo e induce
fragmentacion del ADN a gran escala sin generar una escalera de ADN,
condensacion de la cromatina y muerte celular [85]. El analisis de la distribucién de
las fases del ciclo celular puso de manifiesto que la eupatorina induce acumulacion
de células en fase G,-M y aumenta el porcentaje de células en la region sub-G; que se
considera la fraccidén de células apoptoticas. Por otra parte la muerte celular estuvo

asociada con la externalizacion del fosfolipido fosfatidilserina.

Se ha demostrado que muchos farmacos contra el cancer causan la muerte de
las células sensibles mediante la induccion de apoptosis. Este tipo de muerte celular

se considera una importante respuesta a la mayoria de los farmacos
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quimioterapéuticos en las células de leucemia [86-88] y puede ocurrir con o sin la

activacion de caspasas.

Los resultados presentados aqui demuestran que el efecto antiproliferativo de
la eupatorina depende de la actividad de las caspasas puesto que la apoptosis
desencadenada por esta flavona se bloque6 completamente (HL-60) o parcialmente
(MOLT-3) por el inhibidor pan-caspasa z-VAD-fmk. Estos resultados sugieren la
implicacién de las vias adicionales de muerte celular, tales como la via lisosomal que
implica una rotura parcial de la membrana de los lisosomas y posterior liberacion de
las catepsinas en el citosol [89]. Se requieren mas estudios para determinar si las
catepsinas lisosomales podrian estar también implicadas en la muerte celular

inducida por la eupatorina.

En muchas respuestas apoptoéticas, las mitocondrias desempefian un papel
importante en la coordinacion de la activacion de las caspasas mediante la liberacion
de factores apoptogénicos, tales como el citocromo c, el Smac / DIABLO vy el factor
inductor de apoptosis AlF. La eupatorina induce la liberacion de citocromo ¢ desde el
espacio intermembrana, y por lo tanto la activacion de la caspasa-9 y la caspasa-3, lo
que indica que la via apoptotica intrinseca juega un papel importante en la muerte
celular. La presencia de citocromo ¢ en el citosol es esencial para la formacién y la
activacion del apoptosoma. También se observo la liberacion de otras proteinas
mitocondriales tales como Smac / DIABLO vy el factor inductor de apoptosis AlF
después del tratamiento con eupatorina. La proteina Smac / DIABLO es un factor

proapoptdtico mitocondrial que también participa junto con el citocromo c¢ en la
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activacion de esta cascada, mientras que el factor inductor de apoptosis AIF se

transloca al nucleo donde contribuye a la condensacion de la cromatina y la

fragmentacién del ADN a gran escala [90].

Estos datos sugieren que la via intrinseca desencadenada por la eupatorina
puede operar también a través de mecanismos independientes de caspasa. Sin
embargo, los experimentos demuestran claramente el procesamiento proteolitico y la
activacion de la pro-caspasa-8 iniciadora, lo que sugiere que esta cisteina proteasa
puede ser importante para la citotoxicidad inducida por la eupatorina en células de
leucemia. Este resultado es interesante porque la caspasa-8 provoca la activacion
directa de las caspasas ejecutoras y desencadena la apoptosis a pesar de la proteccién
mitocondrial conferida por los miembros anti-apoptoticos de la familia Bcl-2. El
aumento en la expresion de la proteina anti-apoptética de Bcl-2 se asocia con la
resistencia celular a los farmacos quimioterapéuticos convencionales, especialmente
en el caso de neoplasias hematoldgicas [91]. En esta Tesis describimos que el
tratamiento con la eupatorina disminuye los niveles de la proteina Bcl-2 en las células
HL-60 y MOLT-3 e induce la escision de la proteina mitocondrial Bcl-2 en las
células U-937. Estudios previos han demostrado que la proteina anti-apoptética Bcl-2
se convierte en un factor pro-apoptético potente y puede potenciar la muerte celular
mediante la amplificacién de la cascada de las caspasas, y que la escision de Bcl-2
por la caspasa-3 genera un fragmento de 22 kDa que induce la liberacion del
citocromo ¢ mitocondrial [92]. Ademas, la eupatorina también indujo la escision de

la proteina Bax en las células HL-60 para generar un fragmento de 18 kDa conocido
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por presentar una mayor eficacia que la proteina completa en promover el aumento

de la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial [93].

La caspasa-8 activa induce la escision de Bid y la translocacion de Bid
truncado a la mitocondria aumenta la permeabilidad mitocondrial, lo que conduce a
la liberacién de factores proapoptéticos mitocondriales [94]. En este trabajo hemos
encontrado que la eupatorina indujo una disminuciéon (MOLT-3) o una escision (HL-
60) de la proteina Bid. Aunque en la mayoria de los casos la proteina Bid truncada
parece ser necesaria para inducir un aumento de la permeabilidad de la membrana
externa mitocondrial, también se ha sugerido que la proteina completa Bid

desempefia un posible papel pro-apoptético [95,96].

La eupatorina también estimulé el procesamiento proteolitico y la activacion
de otras caspasas ejecutoras, tales como la caspasa-6 y la caspasa-7, que podrian
cooperar con la caspasa-3 para inducir la muerte celular. Por otra parte, la via de
sefializacién de estrés del reticulo endoplasmatico podria estar implicada ya que la

eupatorina también indujo el procesamiento de la pro-caspasa-4.

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) regulan la
proliferacién celular, la diferenciacion y la apoptosis. Dos miembros de esta familia,
c-Jun N-terminal quinasas / proteinas quinasas activadas por estrés (JNK / SAPK) y

MAPK
8

p3 juegan un papel esencial en el desencadenamiento de la muerte celular en

respuesta a diversos factores de estrés, incluyendo el estrés oxidativo.
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En el presente estudio, mostramos que la fosforilaciéon de JNK / SAPK se
produjo después de 1-2 h de tratamiento con eupatorina y la fosforilacion permanecié
elevada durante al menos 8 h y que la inhibicién de esta quinasa por SP600125
disminuye significativamente la muerte celular inducida por eupatorina. Estos
resultados sugieren que JNK / SAPK se requiere al menos en parte, para la muerte

celular.

La eupatorina también estimuld la activacién de la via MEK / ERK 1/2 pero
la combinacion de este flavonoide y los inhibidores especificos de las quinasas
activadas por mitdégenos extracelulares (MEK) 1/2 PD98059 y U0126 ni atenuaron
ni potenciaron la muerte celular. La sefializacion p38™*" no parece ser necesaria
para la apoptosis inducida por la eupatorina ya que no hay una clara activacién /
fosforilacion de p38MA"¥ y el inhibidor de p38MA"K SB203580 no atenud la

apoptosis.

Se ha descrito que las especies reactivas del oxigeno (ROS) pueden actuar
como segundos mensajeros en varias vias de sefializacion, incluyendo la muerte
celular apoptética y necrotica [97]. El efecto antiproliferativo de la eupatorina esta
asociado con un aumento en la concentracion intracelular de ROS, que parecen jugar
un papel crucial en el proceso de apoptosis ya que diferentes antioxidantes

bloquearon parcialmente la muerte celular.

En resumen, los resultados del presente estudio indican que la eupatorina

induce la muerte celular en lineas celulares de leucemia humana a concentraciones
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que podrian ser alcanzados in vivo. La eupatorina induce citotoxicidad a través de un
mecanismo que implica detencion del ciclo celular en la fase G,-M y apoptosis. Esta
modalidad de muerte celular es dependiente de caspasa, estd asociada con la
liberacién del citocromo c, y es dependiente de la generacién de las especies
reactivas del oxigeno. La eupatorina induce la activacion de la via de las proteinas
quinasas activadas por mitdgenos y la activacion de las proteinas c-Jun N-terminal
quinasas / proteinas quinasas activadas por estrés (JNK / SAPK) es esencial para la
muerte celular. Estos resultados proporcionan una base para evaluar las posibles
aplicaciones de la eupatorina y / 0 compuestos estructuralmente similares en la lucha

contra el cancer.
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CONCLUSIONES

La flavona natural eupatorina induce muerte celular en tres lineas celulares de

leucemia humana a concentraciones que podrian ser alcanzadas in vivo.

La eupatorina inhibe la viabilidad celular sin diferencias significativas en las

tres lineas celulares presentando valores de 1Cso de ~ 5 M.

La citotoxicidad inducida por eupatorina fue precedida por la detencién del

ciclo celular en la fase G,-M.

La muerte celular desencadenada por la eupatorina es dependiente de
caspasas. La ausencia de un bloqueo total de la muerte celular inducida por el
inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk sugiere la existencia de otras rutas

de induccién de muerte adicionales.

La eupatorina induce una activacion simultanea de las caspasas iniciadoras
caspasas-8 y -9 y también promueve una marcada activacion de las caspasas

ejecutoras -3y -7.

La muerte celular inducida por la eupatorina esta asociada con la liberacion
de las proteinas mitocondriales citocromo ¢, Smac/DIABLO y AIF (factor

inductor de apoptosis).

La eupatorina disminuye la expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2 en
HL-60 y MOLT-3 o induce su procesamiento en U-937.

La eupatorina induce la activacion de la via de las proteinas quinasas

activadas por mitdgenos.

La activacion de las proteinas c-Jun N-terminal quinasas / proteinas quinasas

activadas por estrés (JNK / SAPK) es esencial para la muerte celular.

La muerte celular inducida por la eupatorina es dependiente de la generacion

de las especies reactivas del oxigeno.
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En la presente Tesis Doctoral se describen los efectos de la
flavona natural eupatorina sobre la viabilidad celular de tres
lineas de leucemia humana y se aportan evidencias sobre su
mecanismo de accién. Este compuesto induce parada del ciclo
celular en la fase G,-M y muerte celular por apoptosis
implicando la activacioén de multiples caspasas, la liberacion de
citocromo ¢ mitocondrial y el procesamiento del enzima de
reparacion del ADN poli(ADP-ribosa) polimerasa. Esta flavona
activa la cascada de las proteinas quinasas activadas por
mitogenos y la muerte celular es atenuada por la inhibicion de
las proteinas quinasas N-terminal de c-jun/proteinas quinasas
activadas por estrés. Las vias de sefializacion de muerte celular
desencadenadas por la eupatorina implican las vias intrinseca y
extrinseca de activacion de caspasas y la generacion de las

especies reactivas del oxigeno.



