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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



APOPTOSIS

El término apoptosis se refiere a las caracteristicas marfolgicas de la muerte
celular programada (MCP), la cual es caracterizada por los fendmenos de contraccion
celular, condensacidn nuclear, formacion de bolsas en la membrana, fragmentacion de la
membrana relacionada con cuerpos apoptdticos y c¢ambios en la misma, que
eventualmente llevan a la fagocitosis de la célula afectada (Figura 1.1). La MCP es
requerida, tanto en ¢l proceso del desarrollo animal, como en la vida adulta. En animales
maduros, la muerle celular estd en balance con la division celular, lo cual mantiene la
constancia en la masa del tejido. El proceso de apoptosis hace posible remover de un
organismo células dafladas por defectos genéticas, envejecimiento, enfermedades o
exposicién a agentes nocivos (Salkumar et al.,, 1999). Ademds, el proceso de respuesta
inmun¢ normal requierc la eliminacién regulada de poblaciones cclulares especificas,
mediante este mecanismo de muerte celular. La apoptosis juega un papel biolégico
importante en el desarrollo y regulacién de las poblaciones celulares, asi como en la
patogénesis y cxpresidn de enfermedades. El excesa la insuficiencia de apoptasis
contribuye a la patogénesis de una amplia variedad de enfermedades relacionadas con
neurodegeneracidn, autoinmunidad e infecciones virales, y esta también involucrada en el
crecimiente y regresion de tumores (Cory, 1995) (Thompson, 1995). Aunque la apoptosis
fue descnita hace casi tres décadas, los recientes avances del conocimiento de la misma se
basan en gran parte en la identificacidn de los llamados “genes de la muerte” hace

aproximadaniente una década. (Ellis and Horvitz, 1986).
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NECROSIS APOPTOSIS

FIGURA 1.1. Morfologia de necrosis y apoptosis. Las células necréticas sufren un
dafio en la membrana, con la pérdida eventual de la integridad de la membrana
plasmdtica y posteriormente la lisis de la cromatina nuclear. En contraste, durante el
proceso de apoptosis no se pierde la integridad de la membrana, y la cromatina sufre un

proceso de fragmentacién y condensacion.



La apoptosis puede ser diferenciada de otra forma de muerte celular, la necrdsis,
que puede ccurrir en respuesta a daiios por toxinas, estimulos fisicos o 1squemia. El
hinchamicnto de la célula y el rompimiento de la membrana son dos de las caracteristicas
determinantes de la necrdsis, donde la cromatina nuclear sufre un proceso de lisis, no de
condensacion (Figura 1.1). Con frecuencia los tejidos necréticos involucran vigorosos
procesos inflamatorios. En contraste, los dafios a la membrana ocurren tardiamente en el
proceso de apoptosis y las células muertas son endocitadas por células vecinas o por
tagocitos, con muy poca o nada de inflamacion. La morfologia apoptotica caracteristica
puede scr observada en diversas situacioncs, por ejemplo, la declecién de células durante
el desarrollo, la regulacidn homeostdtica de poblaciones celulares y el envejecimiento. El
estrés metabolico inducido por defectos genéticos especificos conlleva también a una
muerte celular con las caracteristicas tipicas de la morfologia apoptética. Sin embarga, la
clésica descripeidn del fenotipo apoptdtico no necesariamente se aplica a todas las
circunstancias durante las cuales prevalece el proceso de apoptosis. En ciertas
condiciones que involucran el estrés celular impuesto por toxinas, agentes fisicas o por
isquermia, las ¢élulas pueden meorir tanto por apoptosis coma por necrosis (Fexlini et al.,
1999) (Papassatiropoulos ¢t al., 1996) (Wyllie, 1997).

El procese de MCP puede ser dividido en tres etapas pnncipales: iniciacion,
reclutamiento y ejecucidn. Una gran cantidad de estimulos pueden servir como
activadares del proceso de muerte celular, incluyendo escencialmente todas las drogas
usadas en quimioterapia; radiaciones gama y ultravioleta, citocinas, incluyendo al factor
de necrosis tumoral (TNF), linfotoxina-, linfotoxina-B, ligande Fas y factor de

crecimiento transformante, hormonas esteroidales, tales como glucocorticoides y



retinoides; céiulas T citotéxicas; privacién de factores de crecumiento; algunos tipos de
virus; agentes oxidantes; y factores que alteran [a homeostasis dei idn Ca?’. La
sobreexpresion de Bcl-2 puede proteger a las células de apoptosis, por lo tanto, las vias
celulures afectadas aparentemente por estos iniciadores de la apoptosis convergen en lo
que puede ser upna via coman Ja cual es gobernada por B<l-2 y sus homodlogos. La via de
la muerte celular lleva a la activacidn de la familia de las proteasas de cisteina (llamadas
caspasas), que tienen una con alta especificidad para el corte de [os substratos protéicos

en los residuos de 4cido aspartico.

Caspasas

El descubrimiento de la homologia entre la proteina CED-3 del nemadtodo
Caenorhabditis elegans (C. elegans) y la enzima que convierte a la intericucina- (3 ICE
o caspasa-1) (Yuan et al., 1993) (Thomnberry et al., 1992), una proteasa de células de
mamifero, proporciond la primera clave acerca de los mecanismos de la MCP en diversas
organismos (Miura et al., 1993). Desde entonces, l4 gran complejidad de los mecanismos
de |3 muerte celular en mamiferos ha sido reconocida por el impresionante niimera de
moléculas involucradas, las cuales son homdlogas a los productos de los genes ced en ¢l
remdatodo. Entre &stos se encuentran mas de 13 proteasas de cisteina, homologas a CDE-
3. Estas proteasas de cisteina con espccificidad para contar después de rcsiduos de 4cido
aspdrtico en la posicidn P1 de los sustratos son clasificadas como “caspasas™ (Alnemri et
al., 1996). Las caspasas comparten una gran homologia y generalmente son sintetizadas
COmMO precusores inactivos (zimégenos) con cuatro domunios diferentes (Nicholson and

Thomberry, 1997).



La activacién de las caspasas involucra un corte proteclitico entre los dominios,
resultando en la remocién de un pro-dominio y una regidn de unién; ensambldndose
posteriormente como subunidades pequeiias y grandes en un complejo tetramérico activo,
el cual posee dos sitios cataliticos que parecen funcionar independientemente (Walker et
al., 1994) (Wilson et al., 1994) (Rotonda et al., 1996). Los precusores de las caspasas son
activados siguiendo cortes internos de §os sitios de reconocimiento llevados a cabo por
otras caspasas, en una cascada proteolitica similar al proceso de coagulacién sanguinea y
a la activacion del complemento. Ademds, contando con la asistencia de proteinas
adaptadoras, que las llevan a una proximidad adecuada, Jas caspasas pueden madificarse
a si mismas, generando enzimas activas in vivo (Thommberry and Lazebnik, 1998). La
cascada de caspasas juega un papel central en ¢l corte de varios substratos “de la muerte”
en mamiferos, los cuales incluyen prateinas citoplasméticas y nucleares, que juegan un
papel en la replicacion y reparacién del DNA, asi como en la maduracion del RNA y
division celular (Tabla [.1). Esta actividad bioguimica resulta en los cambios
morfolégicos que son caracteristicas de la apoptosts. Basado en la especificidad del
substrato, las caspasas son agrupadas dentro de tres categorias (Thornberry et al., 1997):
¢ Los miembros del grupo I tienen una preferencia por los substratos que poseen una

secuencia de aminodcidos: titptofano-dcido glutdmico-histidina-dcido aspartico

(caspasa 1,4 y3).
¢ Miembros del grupo 11 prefieren la secuencia: dcido aspdrtico-dcido glutdimico-no

determinado-dcido aspdrtico, con un requertmiento absoluto del residuo aspartato ()

en la posicién P4 (caspasa 2, 3, 7 y CED-3).



TABLA 1.1

Nomenclatura de Caspasas

Nombre Sinénimos Tamafio del Pro-dominio
Caspasa | ICE Largo
Caspasa 2 ICH-1, Need-2 Largo
Caspasa 3 Cpp-32, Yama, Corto
Caspasa 4 TX, ICH-2, ICErel-I Largo
Caspasa 5 TY, ICErel-1l Largo
Caspasa 6 Mch?2 Corto
Caspasa 7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 Corto
Caspasa 8 FLICE, Mach, MCHS Larga
Caspasa 9 ICE-LAP6, Mch6 Largo
Caspasa 10 Mch4 Largo
Caspasa 11 MICH-3, mCASP-11 Largo
Cuspasa 12 m-ICH-4, mCASP-12 Largo
Caspasa 13 ERICE Largo
Caspasa 14 MICE Corto




+ EI grupo III reconoce secuencias: dcido glutdmico-no determinado-dcido aspdrtico
(caspasa 6,8y 9).

Algunas estudios sugicren que las caspasas del grupo I estan involucradas
principalmente en procesos de inflamacion, mientras que las del grupo II y III son
importantes para los eventos de sefializacién y gjecucion de apoptosis. Las caspasas han
sido clasificadas también como iniciadoras o cfectoras, en respuesta a sefiales pro-
apoptdticas.

Las caspasas (rio arriba), a diferencia de las caspasas efectoras (ria abajo) poscen
pre-dominios largos que contienen dominios estructurales (por ejemplo dominios
efectares de la muerte, DEM, ¢ dominios reclutadores de caspasas, DRC) los cuales
asocian estas cnzimas a sus activadares especificos (Lee et al., 1998) (Hofmann et al.,
1997). Las caspasas 1,2, 4,5, 8,9, 10, 11, 12, 13 ¥y CED-3 en mamiferos poscen pro-
dominios DEM o DRC; en ¢ontraste, las caspasas 3, 6, 7 y 14 tienen pro-dominios cortos.

Las protefnas de la familia de Bcl-2 parecen controlar el paso de reclusidn de la
MCP, determinando si las caspasas serdn o no activadas. Los miembros anti-apoptéticos
de la familia parecen hacer mds dificil la activacidn dc las sefialcs apoptdticas de las

proteasas efectoras, mientras que los miembros pro-apoptdticos tacilitan esta activacion.

La mitocondria

Recientemente se ha descubierto que la mitocondria juega un papel escencial durante la
fase de ¢jecucidn en la mayoria de los modelos de induccidn de apoptosis (Kroemer et
al., 1995) (Kroemer et al., 1997) (Kroemer et al., 1998) (Penninger and Krcemer, 1998).

En estos modelos se pierde la funcidn de barrera de la membrana mitocondrial, llevando



a la discipacion de] gradiente de protones transmembranal interno (Ay,), y/o a liberacién

de las proteinas intramembranales como el citocromo C, mediante la destruccidn

mecdnica de la membrany extema (Vander Heiden et al., 1997).
Estos cambios mitocondnales marcan el punto clave del proceso apoptdtico, dentro

del cual pueden ser distinguidas tres fases generales:

¢ Una fase pre-mitacondrial (fase de induccion) durante la cual, dependiendo de los
estimulos inducidos, una gran variedad de sefiales de transduccién ¢ vias de dado
celular pueden ser activadas.

¢ Una fase mitocondrial (fase de desicion o efectora) durante la cual se pierde la
intcgridad de la membrana mitocondrial y se toma la “desicién de morir™.

+ Und fase post-mitocondrial (fase de degradacion) durante la cual los factores
solublcs libcrados por la mitocondria activan hidrolasas catabolicas responsables de la

degradacion de proteinas escenciales y DNA nuclear (Tabla 1.2).

Proteinas pro-apoptdéticas

La informacion dispomble & la fecha sugiere que los muembros pro-apaptdticos de la
familia de Bcl-2 inician la muerte celular formando poros en las membranas externas de
la mitocondria, causando liberacién del citocromo C en el citoplasma. Una variante de
este mecanismo pernite que el poro se forme a través de la membrana interna y externa a
la vez, lo cual es llamado transicién de la permeabilidad mitocondrial (TPM). La mayoria
de los nuembros de la familia de Bcl-2 poseen dominios que se anclan a 1a membrana.
Estos dominios se encucntran en una regidén hidrafébica del extremo carboxilo terminal,

lo que pemite su Jocalizaciin en la membrana externa de la mitocondna. Los miembros



TABLA 1.2

Fases del proceso apoptotice

Fase

Caracteristicas

Iniciacion (principalmente
pre-mitocpondrial)

Efectora (mitocondrial)

Degradacion (post-
mitocondrial)

Numerosas caminos son activados por la via de transduccidn
de sefiales mediada por receptares

Varias moléculas efectoras (ROS, NO, caspasas iniciadoras,
gangliéside GD3, Bax, Ca*,) convergen en la mitocondria

La funcidn de la membrana mitocondrial es alterada a nivel
de membrana interna (disrupcién de el Ay ) y/o la
membrana externa, causando la liberacidn de proteinas
intramembranales en ¢l citoplasma

Las consecuencias bioenergéticas de cstos cambios (cese de
funciones antioxidantes y generaciéon de ATP) y/o la
activacién de caspasas por proteinas intramembranales,
compromete la funcién de la membrana mitocondrial

Cambios principales en la fisiologia cclular a todos los

niveles:

4 Membrana plasmdtica: exposicion de residuos de
fostatidilsecina, flujo de K'hacia el extenior, entrada de
iones Ca', incremento en la permeabilidad y finalmente
citdlisis

¢ Potencial redox: sobreproduccién de especies de oxigeno
reactivas, oxidacidn de lipidos insaturados

¢ Cuaspasas: acuvacion de la cascada de caspasds y
degradacion de multiples proteinas estructurales en el
citosol, citoesqueleto y nucleo

¢ Proteasas que no son caspasas: activacidn de calpainas y
otras proteasas

¢ Nucleasas: degradacion de cromatina
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de la familia que pierden estos dominios (como Bad y Bid) ¥ que se encuentran ¢n el
citoplasma, pueden emigrar hacia la mitocondria gracias a su capacidad para asociarse y
formar heterodimeros con otros miembros de la familia de Bel-2.

Estas asociaciones heterodiméricas y las translocaciones, son reguladas por los
fenomenos de fosforilacidn (por ejemplo la fosforilucidn inhibe la asociacién de Bad con
Bel-X, y Bel-2) (Wang et al., 1999) y protedlisis (la caspasa 8 corta las interacciones
entre Bid y Bax en la membrana mitocondrial) (Desagher et al., 1999). Los miembras
mejor estudiados de la tamilia de Bcl-2 son Bax y Bid.

Bax es una proteina localizada en el citoplasma (Hsu et al., 1997), la cual se
transloca a la mitocondria después de la exposicién a varios estfmulos apoptéticos o a
estrés (Saikumar et al., 1998) (Hsu et al., 1997). En la membrana externa, Bax asume una
conformacién activa € interactua con las proteinas de la membrana externa para formar
poros, liberdndose citocramo C del espacio intermembranal (Satkumar et al,, 1998)
(Shimizu ct al., 1999). Ni la traanslocacton, ai la formacion del poro requieren de la
actividad de las caspasdas (Finucane et al., 1999). Se ha reportado que Bax interactua con
los canales anidnicos dependigntes de voltaje (CADV, una proteina de la membrana
externa, también llamada porina) y forma poros grandes (Shimizu et al., 1999). El
mecanismo parece ser mas complejo con el descubrimiento de que Bax, en ausencia de
otras protefnas, puede descstabilizar [as membranas lipidicas e inducir porosidad, aun a
concentraciones minimas (Basanez et al_, 1999).

Algunos reportes han postulado que la liberacidn de citocrome C, y posiblemente
de otras proteinas pro-apoptdticas ocurre via PTM (Bradham et al., 1998) (Marzo et al.,,

1998) (Pastorino et al., 1998). Los constituyentes del TPM no estdn definidos por
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completo, pero incluyen proteinas de las membranas intemnas (tales como transportadores
de nucledtidos), membranas externas (tales como CADV), y otras como exaquinasas
presentes en los sitios de contacto entre las membranas exterua e interna (Beutner et al.,
1996). Ha sido reportado que Bax coprecipita con la multiproteina del complejo de poro
en las células apoptoticas (Marzo et al., 1998), lo cual sugiere que Bax incrementa la
permeabilidad gutocondrial al iateractuar con las proteinas del TPM. Sio embargo,
evidencias recientes sugieren que la interaccin de Bax con protefnas del TPM y la
formacion de megacanales pueden ser eveatos tardios, dado que la apoptosis y la
liberacidn de citocromo C pueden ocurrir atin en ausencia de TPM (Bossy-Wetzel et al.,
1998; Eskes et al., 1998).

A diferencia de Bax, Bid requiere el proceso de protedlisis mediante la caspasa 8
para llevar a cabo su funcion pro-apoptética. El corte de Bid puede ser un mecanismo
disefiado para amplificar eventos de efectores durante la apoptosis mediada por

receptores de la muerte (Desagher et al., 1999) (Li et al., 1998) (Luo et al., 1998).

Proteinas anti-apoptdticas

Las protefnas anti-apoptdticas mejor estudiadas de [a familia de Bel-2 son Bel-2 y
Bcl-X, los mds potentes intubidores de la muerte celular descubsertos hasta hoy. En el
nemdtodo C. elegans, el homdlogo de Bel-2, CED-9, previene [a muerte celular mediante
su unién a CED-4, el cual es requerido para la activacién de CED-3 (Wu et al., 1997)
(Chinmatyan ¢t al., 1%97). Sin embargo, enn mamiferos, la actividad de los homdlogos de
CED-9, Bcl-2 y Bel-X es més compleja. Bel-2 y Bel-X, pueden unirse a Apaf-1 (un

homodlogo de CED-4 y prevenir la activacion de la caspasa 9 (un homélego de CED-3)
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(Hu et al., [998) (Pan et al., 1998) (Cosulich et al,, 1999). Sin embargo, el modo de
accién predominante de Bel-2 y Bel-X, parece ser llevado a cabo en la mitocondria. En la
mayoria de los casos Bcel-2 y Bel-X| parecen actuvar previniendo la permeabilizacion
mitocondrial y la liberacidon del citocromo C, la molécula tequenida para la activacidn de
la proteina adaptadora Apaf-1 (Yang et al., 1997) (Kluck et al., 1997). Se ha propuesto
que la accién mitocondrial de Bel-2, Bel-X y Bax depende de su habilidad para formar
canales ionicos a través de la membrana mitocondrial (Schendel et al., 1998). Sin
embargo, en base a los datos conocidos a la fecha acerca de la hipGtesis de los cunales
10nicos, no existe un modelo satisfactorio que pueda tomar en cuenta las acciones
opucstas de Bel-2, Bel-X y Bax (Antonsson et al., 1997) (Schlesinger et al., 1997). Se ha
sugerido que Bax y Bel-2/Bel-X| pueden competir por ¢l mismo blanco, en la membrana
externa mitocondrial. Este blanco pudiera ser CADV (Shimizu et al., 1999), pero son
necesarias mds invesligaclones para resolver esta incégnita. De particuldr interés ha sido
¢l demostrar que Bcl-2 tiene importantes efectos estabilizadores en otras membranas
celulares, asf coma también cn el reticulo endopldsmico y membrana nuclear (Kuo et al.,
1998) (Lam et al., 1994) (Marin et al., 1996). Onginalmente se postulé que Bel-2 y Bel-
X, ejercen efectos de proteccion al formar heterodimeros con proteinas pro-apoptéticas
como Bax, inhibiendo las acciones desestabilizadoras de la membrana de estas protefnas

(Otter et al., 1998).

Mitocondria vs caspasas

La disrupcién de la membrana mitocondrial es suficiente, por si misma, para

causdr la muerte celular, ya sea via apoplosis 0 necrdsis y parece ser que a nivel past-
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mitocondrial, la activacién de caspasas decide el modo de muerte celular. Después de la
pérdida del Ay, y/v la liberacidn del citocromo C (con interrupeidn de la transferencia de
electrones entre los complejos I y [V de la cadena respiratoria) la mitocondria pierde su
funcidn anti-oxidante, produce un anién superdxido y provoca una catistrofe encrgética,
culminando cn la muerte celular, independientemente de la activacidn de caspasas y
exonucleasas (De Maria et ai., 1997) (Hirsch et al., 1997) (McCarthy et al., 1997) (Xiang
ctal, 1996).

En algunos modelos de apoptosis mediada por receptores, no acurre la activacion
de caspasas y nucleasas, aunque la muerte celular es precedida por una disrupcién del
Ay, (Lavoie et al., 1998) (Lesage et al., 1997). En terminos generales parece ser que la
disrupcion del Ay, tiene una mayor influencia en la muerte celular que la activacidn de
caspasas 0 endonucleass; como lo indica €l hecho que las células con un valor de Ay,
alterado son irreversiblemente llevadas a la muerte celular (Brunet et al., 1998) (Hirsch et
al,, 1997) (Xiang et al., 1996, Zamzami ¢t al., 1995), mientras que [a activacién de

caspasas puede ocurnir sin el fenémeno de muerte celular {(Boise and Thompson, 1997)

(Miossec et al., 1997).
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LINFOMA FOLICULAR

El término linfoma identifica dos grupos distintos de neoplasias: el linfoma de
Hodking y ¢{ linfoma no-Hodgkin (NHL). Durante la uluma década se¢ ha llevado a cabo
un gran progreso en la elucidacion de la patogenesis dc los NHL como una clona de
expansion maligna de células B o T. Las anormalidades citogenéticas mds
frecuentemente asociadas con estas enfermedades han sido caracterizadas a nivel
molecular, conduciendo a la identificacion de un gran nimero de genes que estdn
alterados en los NHL de ¢€lulas B o c€lulas T. El papel en la tumorigenesis de la mayoria
de estas alteraciones ha sido confirmado por su capacidad para causar tumorcs en
modelos de animales transgénicos. Ademds, se¢ ha establecido que la mayoria de estas
lesiones genéticas estdn asociadas selectivamente con tipos especificos de NHL, lo cual
representa la posibilidad de tener marcadores especificos de importancia para varios
subtipos de NHL (Kaplan, 1980). En contraste con el INHL, las principales caracteristicas
de la patogéncsis molecular en las enfermedades de Hodking, incluyendo la derivacién de

su lingje y su origen clonal, permanecen vscuras (Hudking, 1832).

Mecanismos generales de lesiones genéticas

Andlogamente a la mayoria de tipos celulares, la patogénesis de los linfomas
representa un proceso de multiples pasos que invelucran la acumulacién progresiva y
clonal de multiples lesiones genéticas, afectando protooncogenes y genes supresores de
tumores. Sin embargo, algunas caracteristicas importantes distinguen €l mecanismo y el

tipo de alleraciones genéticas asociados con el linfoma de aquellas asociadas a tumares
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sdlidos. Durante la mayoria de las fases de la enfermedad, el genoma de las células del
linfoma es relativamente estable y no es afectado por la inestabilidad tfpica, generada al
azar, de muchos tumores sdlidos, particularmente de los de origen epitelial. El linfoma
también parece carecer de inestabilidad microsatélite, lo cual es el sello de los defectos
moleculares observados en algunos sindromes de predisposicidn a cdnceres kereditarios,
asi como también en la mayoria de los tipos de tumores esporadicos (Nuland, 1981).
Inversamente, el genoma de las células del linfoma es caracterizado por pocas
anormalidades cromosdmicas, cominmente representadas por translocaciones
cromosémicas (Bennet, 1845).

A nmivel molecular, las lesiones genélicas identificadas en linfomas iocluyen
oncogenes activados por translocaciones cromosdmicas, asi como genes supresores de
tumores inactivados por deleciones cromasdmicas y mutaciones. Ademds, el genoma de
ciertos subtipos de linfoma puede sec alterada por 12 tatroduccion de genes exdgenos por

virus oncogénicos.

Linfoma foiicular

El sello genético de los linfomas foliculures portadores de transformaciones (LEt)
esta representado por la fractura cromosomal en los ¢cromosomas 18921 y los re-arreglos
de bel-2, lo cual se presenta en €l 80-90% de los casos, independientemente del subtipo
citoldgico (Pinkus and Said, 1988) (Puppema, 1980) (Bumns et al., 1984) (Poppema et al.,
1979) (Poppema et al., 1979). La translocacion de t(14;18)(q32;q21) es la mis comtn en
enfermedades linfoides humanas (Poppema, 1980) (Bums ¢t al., 1984) (Poppema et al.,

1979) (Poppema et al., 1979). Las racas variantes de las translocaciones t(2;18)(pl1;q21)
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y t(18:22)q21:q21} representan equivalentes bioldgicos. Virtualmente todos los LEt y
una fraccién de los linfomas de células grandes difusas portan el rompimiento cn los
cromosomas 18q21 (Pinkus and Said, 1988) (Hansmann et al., 1989). En la t(14;18), los
re-arreglos implican uoa unidn del gene de &¢l-2 en el extremo 3° de la regidn no
transcrita al segmento J de la IgH (Figura 1.2), resultando en una desregulacidon en la
expresion de bcl-2 (Burns et al., 1984) (Poppema et al., 1979) (Poppema et al., 1979). La
consecuencia de esta translocacidn es la presencia de niveles constitutivamente altos de la
proteina Bel-2 en las células, resuitando de un incremento en la traanscripcidn vy,
posiblemente, un procesanuente mas eficiente del RNA (Hansmann et al., 1990; Osborne
and Butler, 1984). Aproximadamente un 70% de los rompimientos del cromosoma 18 se
agrupan dentro de la regi6n de mayores rompimientos cromosOmicos (Poppema, 1980)
(Burns et al., 1984) (Poppema et al., 1979) (Poppema ct al., 1979).

El papel preciso de la activacién de hci-2 en la patogénesis del LFt es complejo. A
pesar de que el LFt estd compuesto de células B maduras, la translocacion pasece ocurnr
en las etapas tempranas de la oncogenia, en una fase de células pre-B (Falini et al., 1995).
La contribucion patogénica de las lesiones de Bel-2 al desarrollo del LFt estd
documentada por la observacion de que el crecimiento del NHL, portador de las
translocaciones, es especifica y eficientemente inhibido in vitre por oligonucleotidos

antisentido dirigidos contra el gene de bei-2 (Carbone et al., 1995).
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BCL-2 en Linea Germinal
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FIGURA 1.2. Representacion esquemitica de las translocaciones cromosémicas que
involucran al gene de Bcl-2. A nivel de lfnea germinal Bcl-2 estd compuesto por tres
exones , con un intrén grande entre los exones 2 y 3. La regién que codifica para el gene
bel-2 esta indicada por los cuadros oscuros, y los exones que no codifican son indicados
con cuadros blancos. Los promotores bel-2 en el exon 1 estdn indicados por flechas. La

regién principal de rompimiento (MBR) también se indica con una flecha.
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BCL-2

El proto-oncogene de bcl-2 fué originalmente descubierto debido a que estd
involucrado en la translocacion cromosdmica t(14;18), comunmente encontrada en las
NHL de c€lulas B (Tsujimoto et al., 1985). El resultado de esta translocacion es la
produccion de altos niveles de la proteina Bcl-2 en las células B, que abrigan dicha
translocacién. Debido a que 85-90% de los casos de LFt poseen la translocacién t(14;18)
(Pezzella et al., 1990), sc ha determinado que esta translocacién ocasiona un exceso e la
activacidn del gene bel-2 y por lo tanto es responsable de su transformacion en una célula
neopldsica (Lampert, 1999). Adicionalmente, altos niveles de patrones aberrantes de la
proteina Bcl-2 han sido reportados para una amplia variedad de cdnceres humanos que no
portan las translocaciunes u otras alteraciones estructurales del gene bc¢l-2, como es el
caso de la leucemia cranica lifocitica (Hanada et al., 1993).

Una de las caracteristicas dnicas de la [amilia de proteinas de Bel-2 es la
capacidad de heterodimerizacién entre las proteinas anti-apoptéticas y las pro-
apaptdticas, la cual es considerada la base para inhibir la actividad biolégica de los otras
miembros de esta familia (Oltvai et al, 1993) (Yang et al., 1995). Esta
heteradimerizacion es mediada por la insercidn de la regién BH3 de una proteina pro-
apoptotica dentro de una region hidrofdbica compuesta por [os dominios BH1, BH2Z y
BH3 de una proteina anti-apoptética (Sattler et al., 1997). Adicionalmente a los dominios
BHI1 y BH2, el dominio BH4 es requerido para poseer una actividad anti-apaptética
(Huang et al., 1998). En contraste, BH3 es esencial y posee por si mismo una actividad

pro-apeptdtica (Chittenden et al., 1995).
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Localizacion y posibles funciones

Se ha reportado que en humanos, ratones, ratas y pollos, Bel-2 tiene un peso
molecular de aproximadamente 25 a4 26 kD (Pirs et al., 1994). Diversos estudios llevados
a ¢abo, como ¢l fraccionanuento subcelular, inmunofluorescencia confocal y microscopia
electrénica han proporcionado evidencias de que Bel-2 estd asociado a la mitocondria,
especificamente a la membrana mitocondrial externa, en una posicidn opuesta a la
membreana {nterna, donde ocurre {a mayoria de los pasos de [a fosforilacidn oxidativa (de
Jong et al., 1994) (Jacobson et al., 1993). Aparte de la membrana externa de la
mitocondria, una gran cantidad de la proteina de Bcl-2 ¢s encontrada en la envoltura
nuclear. De manera similar a la situacidn de la mitocondria, estudios de microscopia
electronica sugieren que la proteina de Bel-2 no esta distribuida en la eavoltura nuclear
en up pauwrén uniforme (de Jong et al., 1994) (Krajewski et al., 1993). Bcl-2 se encuentra
también en algunas partes del reticulo endopldsmico. Aunque el significado funcional de
la distribucién intracelular inusual de Bcl-2 es poco claro, la posible asociacidn de Bel-2
con los complejos mitacondriales y los complejos del poro nuclear es un tépico de

particular interes.

La familia de Bcl-2

La MCP cstd controlada por la interaccién de un gran nimero de genes los cuales
pueden promover o bloquear la muerte celular. Muchas de los genes involucrados en las
vias que llevan a la muerte celular pueden ser encontrados en organismos como el
nemdtado C. elegans y la mosca Drasophila melanogaster (Hengartn and Horvitz, 1994)

(Steller, 1995). En los mamiferos, estos genes reguladores de la apoptosis existen como
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una familia de varios genes que se encuentran estrechamente relacionados entre si, y que
codifican para proteinas que tienea fuerte homologia en sus secuencias de aminoécidos y
en su funcién. A la fecha, han sido descritos 14 homdlogos de B¢l-2 (tanto en mamiferos,
como en otras especies), algunas de los cuales, como es el caso de Bcl-2, actian como
proteinas anti-apoptdticas o bloqueadores de la muerte celular, micntras que otros
micmbros posecn una funcién opucsta. Las protcinas antiapoptéticas incluyen Bel-X,
MCL-1, Al/BFL-1, Bcl-W, Nr-13 (en aves) y Ced-9 (en nemétodos), entre otras. Entre
los més conocidos promotores de la muerte celular, pertenecientes a la familia de Bc¢l-2,
se encuentran Bax, Bel-X, Bad, Bak, Bik, and Bid (Boise et al., 1993) (Oltvai et al,,
1993) (Kozopas et al., 1993) (Lin et al., 1993) {Gibson et al., 1996) (Gillet et al., 1995)
(Hengartner and Horvitz, 1994; Yang et al., 1995) (Chittenden et al., 1995) (Kiefer et al.,
1995) (Choi et al., 1995) (Farrow et al., 1995) (Boyd et al., 1995) (Wang et al., 1996).
Existe un homélogo adicional, Brag-1, el cual fué descubierto debido a su sobreexpresién
en gliomas, y otros dos mds, descubiertos en Xenopus, que aunque sus efectos en la vida
y muerte celular no han sida estudiados formalmente, parecen ser también supresores de
apoptosis (Das et al., 1996) (Cruz-Reyes and Tata, 1995).

La proporcién entre miembras pro-apoptdticos y anti-apoptéticos de la familia de
Bcl-2 expresados en una célula individual determina grandemente la facilidad con que la
célula activard el programa que la llevard al proceso de apoptosis, cuando esté
confrontada a los estimulos apropiados. Estudios en la expresidn de varias de estas
proteinas sugieren gue la mayoria estdn ampliamente expresadas en tejidos normales,
através de todo el cuerpo, pero con patranes especificos del tipo celular, los cuales varian

temporalmente durante la diferenciacién y activacidn celular, Asi, €l repertorio de
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proteinas de la familia de Bcl-2 expresado en una célula en particular, en un tiempo dado,
es con frecuencia dnico (Krajewski et al., 1994) (Krajewski et al., 1994) (Krajewski et al.,

1995) (Krajewska ¢t al., 1996).

Categorias en la Familia de Bel-2
S¢ demostrd inicialmente que la proteina de Bcl-2 tenia la capacidad de inhibir la
muerte celular inducida por la falta de IL-3 (Tsujimoto et al., 1985) (Vaux et al., 1988), y
subsecuntemente mosted inhubir la muerte celular por algunos otros estimulos incluyendo
agentes quimioterapéuticos y proteinas de choque térmico (Tsujimoto, 1989). En afios
recientes ha sido bien ¢stablecido que Bel-2 previene ls mayoria de las formas de muerte
celular, asi como ciertas formas de muerte celular por necrésis. Hasta la fecha se han
aislado un gran numero de proteinas pertenecientes a esta familia (Adams and Cory,
1998) (Tsujimoto, 1998), las cuales s¢ divididen en tres categorias principales (Figura
1.3):
¢ Miembros antt-apoptdticos de esta familia come lo son Bel-2, Bel-X, Bel-w, Mcl-1,
Al (Bfl-1) y Boo, todos los cuales son capaces de ejercer una actividad opuesta a la
muerte celular y muestran gran homologia entre ellos, particularmente entre cuatro
regiones, desde la regidon homoéloga a Bel-2 (BH1) hasta la BH4, aunque algunos
miembraos pierden aparentemente el domina BH4.
¢ Miembros pro-apoptaticos como Bax, Bak, Bad, Mtd (Bok), Diva, etc. los cuales

muestran una homologia en la secuencia de las regidénes BH1, BH2 y BH3, pero no
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FIGURA 1.3. Representacion esquemitica de Bcl-2 y proteinas relacionadas. Se
muestran las secuencias conservadas BH1, BH2, BH3 y BH4. al-a7 indican hélices
identificadas en Bcl-X,. La regién entre ol y @2 posee un papel regulatorio en esta

protefna.
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en BH4, aunque sc ha reportado cierta homologia can BH4 solo en algunos miembros
de esta familia.

¢ El tcreer grupo incluye proteinas que poseen BH3 como dnico dominio, y con
actividad pro-apoptética, entre las cuales estdn Bik, Bid, Bim, Hrk (DPS5), Blk y
Bnip3; todas ellas mostrando homologia en el domunio BH3 (Tsujumoto and Shimizu,
2000)

Algunes miembros de este terver grupo funcionan como proteinas pro-apoptéticas
pero parecen estar relacionados indirectamente a la via de la muerte celular, através de la
inhibicién de proteinas apopltdticas de! grupo I, las cuales parecen ser promotoras de la
muerte celular de manera autdnoma (Sato et al., 1994) (Hanada et al,, 1993) (Zha et al.,

1996) (Jurgensmeier et al., 1997) (Figura 1.4).

Regulacion de la muerte celular

I.a MCP juega un papel indispensable en el desarrollo y mantenimiento de la
homeostasis dentro de todos los organismos multicelulares (Raff, 1992). Andlisis
genéticos y moleculares desde nemdtodos hasta humanos indican que la via del suicidio
celular es altamente conservada entre las especies (Ellis et ul., 1991) (Steller, 1993).
Aungque la capacidad de [levar a cabo ¢l proceso de apoptosis parece ser inherente a todas
las células, la susceptibilidad a la misma varia marcadamente de célula a célula y estd
influenciada por eventos tanto intemos como externos a la autonomia celular, En todos
los tejidos en los cuales ocurre la divisién celular, es necesaria la presencia de un
mecanismo que remueva o chimine las células dufiadas, €sta necesidad es cubierta in vivo

por el proceso conocido como MCP (Fesus et al., 1991).
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FIGURA 1.4. Modelo para la homodimerizacion y heterodimerizacién de la familia
de proteinas de Bel-2. Efectos regulatorios en apoptosis: A: dimerizacion, B: Accion, C:

destino de la célula, D:otros miembros de grupo.
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Este mecanismo incluye condensacidn de cromatina y fragmeatacion nuclear
(pinocitésis), encogimiento celular, deformacién de la membrana y exocitdsis de
particulas celulares (cuerpos apoptoticos) A diferencia de las células bajo un proceso de
necrosis, la cual involucra lisis celular seguida por una respuesta inflamatoria, las células
apoptdticas y los cuerpos apoptéticos son rdpidamente eliminados mediante fagocitdsis
llevada a cabo por las células circundantes, en ausencia del proceso inflamatorio {Arends

and Wyllie, 1991) (Wyllie and Kerr, 1980).

Formacién de canales iénicos

Una gran parte del entendimiento acerca de la funcidn de la familia de proteinas
de Bcl-2 proviene de la estructura tridimencional de Bel-X, . Existe una notable similitud
estructural entre Bcl-X, y los dominios formadores de poros de ciertas toxinas
bacterianas, tales como las toxinas de diftena y las calcinas (Muchimore et al., 1996). Las
estructuras de Bel-X, y los dominios formadores de poros de estas toxinas consisteq
principalmente de o-hélices conectadas por asas de varias longitudes. Cada estructura
contiene un par de helices hidrofébicas centrales que son suficientemente largas para
penetrar la bicapa lipidica de la membrana y sc cscudan del medio ambiente acuoso por
otras 5 o 7 hélices, las cuales son anfipdticas (un lado hidrofilico y el otro hidrofébico), y
pueden orientar sus supecficies hidrofébicas hacia las hélices ceatrales, y las superficies
hidrofilicas hacia afuera,

Estudius de toxinas bacterianas sugieren que bajo condiciones apropiadas, la
insercion cficieate de las hélices hidrofébicas centrales a través de la bicapa lipidica es un

paso en ¢l proceso de la formacion del pora (Parker et al., 1992) (Duche et al., 1996)
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(Merrill et al., 1990) (Cramer et al., 1992) (Shin et al., 1993). Datos recientes indican
que, debido a su similaridad estructural con estas toxinas bacterianas, tanto Bel-X;
recombinante asi como Bcl-2 y Bax, pueden formar poros en liposomas (Minn et al.,
1997) (Schendel et al., 1997). Otros estudios para monitorear la formacién de poros
demuestran también que Bcl-2, Bcl-X,, y Bax pueden formar canales conductores de

iones muy facilmente (Minn et al., 1997) (Schendel et al., 1997) (Antonsson et al.,

1997).
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BAX

Bcl-2, por si misma, funciona como una proteina represora de la apoptosis,
mieniras que otro miembro de esta familia, Bax, actua como promotor de la muerte
celular, Bax fu€ originalmente identificada comu una proteina que ¢o-inmunoprecipitd
con Bcl-2 de diferentes lineas celulares (Cltvai et al., 1993). La determinacién de la
secuencia de amincdcidos de la proteina Bax mostrd una alta homologia con Bcl-2. La
sobreexpresién de Bax en una linea celular dependiente de [L-3 mostrd que posee un
efecto muy diferente a Bel-2 en ausencia de IL.-3, ya que las células murieron por
apoptosis a una velocidad mucho mayor que la normal (Oltvai et al., 1993). Bax fué el
primer miembro de la familia de Bcl-2 en ser identificado como un promotor de
apoptosis. Ademds, el mismo trabajo mostr6 que Bax y Bcl-2 pueden antagonizar
mutuamente y estar co-expresadas en las mismas células (Brady and Gil-Gomez, 1998).
Estructura

El gene de bax codifica para una proteina de 21kDa, la cual es 96% homdloga
entre el ratén y el humano (OQltvai et al, 1993). El gene murino de hax consiste de seis
exones, los cuales codifican para una proteina de 4.5 Kb. El gene produce también
transcritos alternativos, cuya forma predominante codifica para un mRNA de 1.0 Kb, y es
designado como bax a. Al igual que Bel-2 y atros muembros de esta famulia, la proteina
Bax tiene regiones altamente conservadas, denominadas BH1-BH3 (Figura 1.5), las
cuales estan involucradas en la heterodimerizacidn entre Bax y los otros miembros de los
otros miembros de la familia de Bcl-2, ast como con la funcién pro-apoptdtica de la

masma (Yin et al., 1994),
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FIGURA 1.5. Relacién entre la estructura y funcién de la proteina Bax o.Las
regiones coloreadas indican la posicién de las regiones de homologfa (BH) con Bel-2 y el
dominio hidrofébico de insercion transmembranal (TM) de la porcién carboxilo terminal.

Se indican también algunas funciones relacionadas a ciertos dominios BH.



Sintesis y Localizacion

Bax es ampliamcate expresado sin aparente especificidad en tejidos, y es regulado
rio amba por el gene p53 én vitro (Miyashita and Reed, 1995). Similarmente, in vive s¢
han detectado niveles disminuidos de Bax en algunos tejidos de ratén, los cuales son p53-
/- (Miyashita et al., 1994). Se ha demostrado que existe una regulacion positiva de los
niveles de Bax in vivo en tejidos previamente iradiados con radiaciones ¥ (Miyashita et
al., 1994}, en particular en células linfoides y cClulas epiteliales del intestino delgado.
Esta regulacidn de Bax ha sido también encontrada en utros ejidos, como es €l caso de
las neuronas. Un estudio de la localizacion celular de Bax ha demostrado que es una
proteina soluble presente predominantemente en el citoplasma. Sin embargo, en la
induceidn de apoptosis, Bax cambla de una forma soluble capas de unirse a la membrana,

la cual esta co-localizada en la membrana de la mitocondria (Walter et al., 1997).

Funcion Biologica

Estudios recientes han sugerido que tal como Bcl-2 y Bel-X|, Bax tiene la
capacidad de formar canales en las membranas bioldgicas. Bax es una proteina
bioldgicamente activa que cuando es adicionada a una bicapa lipidica planar, forma
canales conductores de 1ones dependientes de voltage y pH (Antonsson et ul., 1997), lo
cual sugicre un efecto intrinseco formador de poro. Esto puede permitir ¢l flujo pasivo de
iones y moléculas pequefias 4 lravés de la membrana intracelular para activar una
intecrupeidn del potencial transmembranal y 1a subsecuente activacion de caspasas.

Otro punto interesante es la evidencia genética generada por el entrecruzamiento

de ratones bax -/- y bcl-2 -/-. Una copia simple de bax fué capaz de promover la apoptosis
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en la ausencia de bcl-2, como se ha visto en timocitos bax +/- y bel-2 -/-. Asi mismo, la
sobreexpresidn de bei-2 continda reprimiendo apoptosis en la ausencia de bax. Por
consecuencia, tanto Bax como Bcl-2 pueden funcionar independientemente uno de otro in

vivo para regular el proceso de apoptosis (Knudson and Korsmeyer, 1997).
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OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

Composicién

Los oligos antisentido son secuencias cortas de DNA, de una sola hebra, las
cuales tienen un gran futuro ¢como drogas terapéuticas debido a su potencial para
bloquear la sintesis de proteinas con una gran especificidad (Figura 1.6). Estas moléculas
son disefiadas para hibridizar en base al modelo de apareamiento de bases de Watson y
Crick. Este apareamiento es especifico a una secuencia complementaria lacalizada en el
transcrito del RNAm, teniendo como resultado la interterencia del proceso de traduccion
mediante diversos mecanismos. El primer uso que se les did a los oligos antiscntido para
modificar lu ¢xpresion de una proteina fué descrito por Zamecnik y Stephenson en 1978
(Zamecnik and Stephensen, 1978), desde entonces, numerasos estudios han sida llevados
a cabo usando este mecanismo para allerar la expresion de proteinas, tanto iz vitro como
in vivo (Bennett, 1998) (Wagner and Flanagan, 1997) (Kaneda et al., 1997).

Existen tres aspectos importantes en el uso de oligos antisentido como drogas que
hacen esta tecnologia particularmente promisoria para aplicaciones terapéuticas y como
una herramienta para analizar las funciones biolégicas de las protefnas. FEl primera de
ellos es la alta afinidad que muestran las moléculas antisentido para la secuencia blanco,
resultado de la fucrza de los multiples enlaces de hidedgeno formados entre los parcs de
bases complementarios, los cuales favorecen la formiacidn de ¢l complejo DNA-mRNA.
El segundo es la selectividad del modelo de Watson y Crick para el apareamicnto de
bases de estas moléculas antisentido, las cuales poseen un grado de especificidad igual al

observado en la mayoria dc las drogas convencionales.

32



WaVaV,
Oligonucleétido
antisentido

Traduccién N\IROOOWNN
Complejo Antisentido-
mRNA

Traducuén
bloqueada

Sintesis de prote
S i Inhibicién de la

sintesis de proteinas

FIGURA 1.6. Inhibicién de proteinas por los oligonucleétidos antisentido. El primer
paso para la expresion de una protefna consiste la transcripcién de la informaci6n del
DNA al mRNA, para ser posteriormente traducida en el citoplasma, formdndose la
protefna correspondiente. Los oligonucleétidos antisentido son cadenas sencillas de DNA

que tienen la capacidad de unirse al mRNA blogueando la expresién de dicha protefna.

33



Calculos tednicos han determinado que un olige de 11 pares de bases debe ser
suficiente para detectar especificamente una hebra sencilla de mRNA (Helene and
Toulme, 1990). La afinidad y especificidad de una molécula antisentido puede ser
incrementada mediante una modificacion en la longitud del oligo, sin embargo,
moleculas mds grandes pueden llegar a adoptar conformaciones que son capaces de
unirse parcialmente a regiones diferentes 4 la region blanco onginal (Woolf et al., 1992).
Para evitar este problema, las moléculas que se usan hoy en dia son generalmente no més
grandes de 25 bases de longitud. El tercer aspecto de esta tecnelogia que es de
censiderable interés clinico e industrial, es el potencial para un disefio de drogas mas
répido y racional. En teoria, un oligo antisentido puede ser generado para una proteina
blanco especifica, siempre y cuando sea conocida la secuencia de acidos nucléicos del
gene en cuestidn. Esto contrasta can el riguroso praceso necesaria para determinac
prumeramente la funcidén de |la molécula y posteriormente definir la relacion entre
ligando-receptor o enzima-substrato, antes del disefio de las moléculas de bajo peso
molecular usadas como drogas c¢onvencivnales. Eu general, lu tecnologia de los
antisentidos puede ayudar a desarrollar terapias efectivas mas rapidamente que las

técnicas tradicionules usadas pars las drogas convencionales.

Mecanismo de accidn

Existen vartos mecanismos mediante los cuales los oligos antisentido pueden
interrumpir potencialmente la expresidn de genes por medio de la interferencia con el
metabolismo del RNA, después de su hibridizacién con una secuencia especifica blanco

(Figura 1.7). Sin embargo, poco es conocido accrca del mecanismo preciso de accidon de
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FIGURA 1.7. Mecanismos potenciales de los oligonucleétidos antisentido. En una
célula existen diversos sitios donde los oligonucledtidos antisentido pueden unirse a las
secuencias blanco: (1) compitiendo con los factores de transcripcién, (2) uniéndose a una
hebra sencilla de DNA, (3) uniéndose a una hebra doble de DNA, (4) actuando como
sustrato para la RNasa H, (5) inhibiendo la formaci6n del Cap-5’, (6) inhibiendo la
maduracién del RNA, (7) inhibiendo la poliadenilacién del mRNA, (8) inhibiendo el
transporte del RNA al citoplasma, (9) inhibiendo el reconocimiento del Cap-5° y (10)

rompiendo las interacciones RNA-protefnas.
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estos oligus antisentide a nivel molecular cuando estdn en el interior de las células.
Algunos afos atrds se comenzd a aplicar un gran esfuerzo en la investigacion de las
modificaciones de los oligonucledtidos para maximizar la energia de hibridizacion y lu
estabilidad a las nucleasas, pero siempre tratando de minimizar la unidn inespecifica a las
proteinas (Gewirtz et al., 1998). Como resultado, nuevas generaciones de moléculas
antisentido modificadas quimicamente han sido identificadas, las cuales presentan
alicraciones en las bases ¥ cn los azdcarcs (Figura 1.8). Son dc particular interés los
oligonucleotidos que bloquean estéricamente el praceso de traduccion ya sea previniendo
las uniones o la translocacién del ribosoma, pero que no activan RNasa H.
Adicionalmente 4 lus wnvestigaciones descritas areiba, los oligos untisentido han
sido disefiados para interrurmnpir €l metabolismo del RNA en diferentes vias (listadas en la
Figura 4). Los oligonucledtidos pueden interrumpir el proceso de traduccion actuando
como sefiuele para los factores de traduccidn {(Morishita et al., L995) (Sharma et al.,
1996) mediante la unién del DNA genémico de doble hebra para formar una estructura
triple que puede bloquear la traduccién (Giovannangeli and Helene, 1997) (Sun et al.,
1996) y por la sustitucion dc una hcbra de DNA cn un DNA pre-existente de doble
cadena (Bukanov et al., 1998) (Nielsen et al., 1991). Las moléculas antisentido han sido
disefiadas para inhibir las modificaciones post-transcripcionales del RNA nueva cuando
se transforma en RNA maduro, asi como prevenir poliadenilacion o la maduracion del

pre-RNAm (Kulka et al., 1959).
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FIGURA 1.8. Modificaciones quimicas de los oligonucleétidos antisentido. Todas las
modificaciones han sido llcvadas a cabo sin perder la capacidad de unién a las secuencias

de mRNA en base al modelo de aparcamiento de Watson y Crick.
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Barreras para la actividad

A pesar del potencial de los oligonucledtidos antisentido, la tecnologia ha temdo
un lento desarrollo como terapia clinica, en comparacién con los tratamicntos de
quimioterapia convencional en modelos animales y humanos. Mds alin, las dosis altas
requeridas para observar actividad bioldgica hacen que las drogas antisentido sean
relativamente caras, comparadas con otros tratatnientos. En esta seccidn se discute cuales
son las principales tazoncs por las cuales la actividad de los antisentidos es limitada

(Tabla 1.3) y que formas estdn siendo aplicadas para resolver estas limitaciones

TABLA 1.3

Factores para desarrollar oliges antisentido con fines terapéuticos

1. Degradacidn paor nucleasas

2. Répida eliminacidn del plasma

3. Buja captacidn intracelular

4. Interacciones con proteinas no especificas

S. Toxicidad sistémica

6. Necesidad de administraciones frecuentes

3%



Sensibilidad a las nucleasas

La estructura quimica de una hebra sencilla dc DNA estd basada en el esqueleto
fosfodiéster que posee. Los oligonucledtidos basados en esta estructura pueden ser
sensibles a la actividad exonucleasa en el suero y posiblemente a una actividad
endonucleasa dentro de la célula (Eder et al., 1991), convirtiendose de esta manera en los
componentes terapeuticos menos usados, excepto en muy altas dosis , debido a la corta
vida media que poscen. Para incrementar la resistencia de los oligos contra la
degradacion por nucleasas, se han levado a cabo vanas modificaciones 4 la estructura
quimica de los mismos, dando como resultado diversas clases de oligos, entre los que se
encuentran los P-etoxy oligos (Tari et al,, 1998), andlogos lipofilicos de fosfodiésteres,
que han sido sintetizados por adicidn de un grupo etilo a un dtomo de oxigeno de grupo
fosfato, el cual esta unido a una de las bases del DNA. También se incluyen los
metilfosfonatos (Miller et al., 1985), en los cuales el oxigeno es substituido por un grupo
metilo; los fosforotiatos (Stein et al., 1989), donde los atomos de sulfuro recmplazan cl
oxigeno y finalmente 4cidos nucléicos peptidicos (Nielsen et al., 1991), donde algunas
unidades de N-(2-aminoetil) glicina son substituidas.

Sin embargo, la mayoria de estos compuestos tienen alguna caracteristica no
deseada, los metilfosfonatos son relativamente insolubles y por lo tanto no pasan
rapidamente al interior celular, mientras que los dcidos nucléicos peptidicas tienen una
alta estabilidad termodindmica de hibridizacion y especificidad a la secuencia blanco de
RNA, pere tienen una haja permeabilidad a la membrana (Wittung et al., 1995). Los
fosforotioatos, por otro lado, son altamente solubles en agua, y son rdpidamente captados

por las células, facilitando ¢l rompimiento del complejo oligonucledtido
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antisentido/mRNA por medio de la actividad de la RNasa H. Aunque la molécula de
sulfuro puede por si misma causar toxicidad a la c€lula, se han creado quimeras de
fosfodiésteres-fosforatioatos, donde se sustituye el oxigeno terminal de un
oligonucledtido con un &tomo de azifre (Ghosh et al., 1991). Estas moléculas retienen la
propiedad de resistencia a la degradacién por nucleasas, asi como un menor incremento
en la toxicidad que normalmente es inducido por la presencia de atomos de azifre, y son
resistentes a la actividad de la RNasa H. Los P-etoxy oligos, por su parte, tienen la
caracleristica de que pueden permanecer unidos a la molécula blanco con una gran
afinidad y ser altamente resistentes a nucleasas (Tari and Lopez-Berestein, 1997). Estas
quimeras han sido satisfactoriamente utilizadas en algunos experimentos, tanto in vitro

coma in vive (Cotter et al.. 1994) (Pocock et al., 1995).

Captacion celular

ILos estudios en cultivo de celulas han demostrado que la captacién intracelular de
los oligos es un procesa activo dependiente del tipo de célula, tiempo y temperatura, pero
también de algunos parametros relacionados con los antisentidos, como lo son
concentracion, secuencia, longitud y estructura quimica (Crooke, 1991) (Crooke et al.,
19935).

Los oligonuclcdtides son moléculas cargadas ncgativamente y funcionan como
poli-aniones. Esta propiedad resulta en una baja captucion y distribucion celular, por lo
cual se han propuesto una variedad de mecanismos para mejorar la entrada de los mismos
# la céluly, incluyendo pinocitosis de fase fluida y endocitesis mediada por receptores

(Gao et al., 1993) (Beltinger et al., 1995). Una proteina de membrana de 80 kD



encontrada en las c€lulas de leucemia HL-60 y en fibroblastos de ratén ha sido
identificada como un posible mediador de la captacidn activa de oligonucledtidos (Loke
et al., 1989) (Yakubov et al., 1989). Una vez denteo de la céluly, los aligonucledtidos son
frecuentemente encontrados dentro de los endosomas o de otras vesiculas citoplasmicas
{(Wagner, 1994) (Farrell et al.,, 1995), sugiriendo que el transporte através de las
membranas intracelulares hacia los sitios de actividad bioldgica, como lo son el
citoplasma y el niicleo, no es siempre el dptimo. Varios grupos han contemplado el
incremento del transporte intracelular de los oligonucledtidos por diversos métodos que
incluyen la encapsulacion en lipidos catiénicos (Bennett et al., 1992) (Lewis et al., 1996)
y uniones covalentes al lipido (Krieg et al., 1993) o a los ligandos de los receptores
transmembranales, tales como la transferrina (Citro et al., 1992) y el folato (Wang et al.,
1995). Sin embargo, la relativa impermeabilidad de las membranas celulares a los
oligonucledtidos es unc de los principales obstiaculos para €l desarrollo de estas
moléculas como agentes terapéuticos.

Nosotros hemos demostrado previamente que los liposumas pueden incrementar
la captacion intracelular de los P-ctoxy oligos y que €stos oligos pueden ser facilmente
incorporados en los liposomas con una eficiencia igual o mayor al 95% (Tormo et al.,

1998) (Tari and Lopcz-Berestein, 1997) (Tari et al., 1996) (Gutiérrez-Pucnte et al., 1999).
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LIPOSOMAS

Estructura

Uno de los factores que tienen mayor influencia en el transporte de antisentidos
como agentes terapéuticas es la baja permeabilidad de las membranas celulares a estos
compuestos. Debido a que los sitios de actividad de los oligos son principalmente en el
citoplasma y/o en el nicleo, la penetracidn de estos agentes dentro de las células es
escencial. Si bien, las secuencias antisentido deben ser internalizadas por las c€lulas
(Loke et al., 1989) (Jaroszewski and Cohen, 1991), el grado de captacién puede no ser el
adecuado para mantener la actividad in vive, por lo cual se han diseiiado algunos sistemas
acarreadores para proteger la estructura de los antisentidos en contra de la degradacidn
por nucleasas y para mejordr el paso através de la membrana celular.

Los liposomas son un sistema bien estudiado de transporte de drogas v ofrecen
caracteristicas que favorecen su uso en el mangjo de agentes antisentido. I.as liposomas
son vesiculas que pueden estar fonnados de una o mds capas de fastolipidos y fueron
descritos por vez primera en el afio de 1965 (Bangham et al., 1965), despertando gran
interés debido a su potencial como sistemas acarreadores de drogas. Ea un medio acuoso
la mayoria dc los fosfolipidos espontdncamente adoptan una configuracién de bicapas,
formando larminas macromoleculares de membranas concéntricas y organizadas,
estructuras cerradas rodeando un centro acuoso interno para formar liposomas. Los
solutos contenidos entre estas estructuras son encapsulados, y si el soluto no puede
difundirse atraves de las membranas liposomales ¢s entonces atrapado. El térming

liposoma es genéricy para una vanedad de sistemnas diferentes, siendo mds utilicado para
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describir vesiculas multilaminares (MLV), vesiculas umilaminares grandes (LUV) y
vesiculas unilaminares pequenas (SUV), las cuales serdn descritas en detalle mds
adelante. Las secuencias antisentide pueden ser atrapadas eatre las capas hidrofébicas o
ser disueltas en ¢l medio acuoso, para después ser liberadas por uo mecanismo de
particion, es decir, cuando se rompe la estructura del liposoma. Para usos clinicos, los
liposomas son comunmente compuestos de fosfolipidos neutros y colesterol y tienen en

promedio didmetros de 50 a 100 nm.

Vesiculas multilaminares

Una de los métodos mds comunes de preparar liposomas es disolver
primeramente ¢l lipido en un solvente organico, tal como cloroformo, para formar una
pelicula de lipidos en un recipiente de vidno. Posteriormente se evapora el solvente bajo
condiciones de vacio o0 de una corriente de gas inerte. Cuando un exceso de agua es
agregado a la pelicula las moléculas de lipidos se hidratan y se arganizan en estrucruras
multilamelares, en las cuales las lamelas son arregladas en orden cancéatrico, separadas
por angostos espacios acuasos. Las estructuras MLV con didmetros de 1-10 um, pueden
ser separadas de la pared de vidrio facilmente con agitacién suave. La distanciy
intralamelar ¢s dictada por la carga cn la superficic de las membranas adyacentes. La
fosfatidilcolina es un lipide neutro, consecuentemente las membranas internas estdn
estrechamente empaquetadas, como puede ser observado por microscopia electrénica de
criofactura, donde el sentido del corte atraviesa el plano de las hicapas lipidicas (Figura

1.9).
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FIGURA 1.9. Micrografias electréonicas de criofractura de diferentes tipos de
vesiculas. Las vesiculas multilamelares (A) fueron extruidas a través de dos filtros de

policarbonato con tamaiio de poro de 100 nm para generar vesiculas unilamelares grandes
(B).



Una peyueiia porcidn de lipido con carga puede ser incorporado pard proporcionar
una repulsion electrostitica entre las bicapas, lo cual incrementa el volumen de
encapsulacidn (Hope et al., 1986). Otro método para incrementar el volumen de
encapsulacion de las MLV es someterlas a ciclos repetidos de congelacidn y
descongelacion (Mayer et al., 1986). Los cristales de hielo rompen fisicamente las
lamelas internas, originando que {as estructuras vesiculares intemas tengan la fuerza para
formar las membranas. Como se discute posteriormente, el tamafio de los liposomas es
uno de varios factores criticos que determinan la tasa a la cual eslas estructuras son
eliminadas de la circulacién después de su administracidn intravenosa (i.v.) (Juliano and
Stamp, 1975) (Senior, 1987). Las MLV pueden ser atrapadas cas{ instantaneamente por
macrdfagos y/@ por el sistema microvascular, siendo consecuentemente reducidas en

tamafio antes de comenzar a ser utilizdas por el sistema acarreader de drogas (Figura

1.10).

Yesiculas Unilaminares Pequerias

Cuando una suspension de MLV es sujeta a sonicacién de alta energia o a
homogenizacion de alta preston las bicapas se rompen y se cierman puevamente Como
vesiculas de membrana sencilla (Huang, 1969). Estas son descritas como vesiculas
unilamelares debido a que sus dimensiones reflejun el radio minimo de curvatura que
puede ser adoptado por una membrana de dos capas; tipicamente ¢stas vesiculas oscilan
entre 25-50 nm de didmetro, dependiendo de la compasicién del lipido. La Figura .10
muestra la curvatura relativa para cada tipo de liposoma en forma esquematica. Debido al

radio acuoso de curvatura mostrado por las SUV puede huber dos veces mds lipido en la
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A: MLV

(1,000-10,000 nm)

C: SUV

(25-50 nm)

FIGURA 1.10. Representacién esquemitica del tamafio de los liposomas y su
lamelaridad. Representacién esquemdtica de tres tipos de liposomas: (A) una vesicula

multilamelar, (B) vesicula unilamelar grande y (C) vesicula unilamelar pequeiia.



capa externa comparado con la capa interna Esta diferencia en la conceatracién de
lipidos hace las vesiculas inestables, resultando en una tendencia a experimentar una
fusidn y un proceso de intcrcambio de lipidos que favorecen la formacion de vesiculas
grandes (Wong et al., 1982). Estas vesiculas también tienden a ser eliminadas de la
circulacton mds répido que las LUV, debido a su mds rdprda eXtra-vasacion en el higado
(Rodrigueza et al., 1998). Todos estos factores juntos limitan la aplicacién de las SUV

como un sistema de transporte de drogas.

Vesiculas Unilamelares Grandes

Las vesiculas unilamelares grandes (LUV) son uno de los liposomas preferidos
como sistema acarreador de drogas. Consiste en una bicapa sencilla encerrada en un
nicleo acuoso, pero ¢on un didmetro que oscila entre los 80-250 nm. El radio de la
curvatura es menos agudo y la distribucidn de los lipidos es casi simétrica, haciendo las
LUV mas estables en la circulacidn despu€s de su admitistracidn ém vivo y teniendo
mayor vida media en circulacién, Esta vesiculas son preparadas usando un proceso de
extrusion segun el cual las preparaciones de MLV son expuestas & altas prestones a ravés
de filtros de policarbenato con tamarios de poro definidos, de 50-200 nm de didmetro

(Hope et al., 1985).

Factores claves en el transporte de drogas
S¢ ha demostrado que la retencion estable de una droga encapsulada, la
eliminacién de la circulacidén y el acceso a los tejidos blanco estan estrechamente

relacionados con el tamafio, lamelaridad y compaosicion de los lipusomas (Senior, 1987)
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(Jones and Nicholas, 1991) (Scherphot and Morselt, 1984). Pueden llegar a formarse
liposomas que oscilan en tamaifio entre 25 a 15000 nm, pero en general, los liposomas
mayores de 50-100 nm de didmetro son muy grandes para pasar através de las paredes de
los vasos sanguineos normales. Sin embargo, en drcas donde se presenta nueva formacion
de vasos capilares, tales como tumores o areas de inflamacidn, los liposomas mds grandes
pucden pasar mds facilmente,

Los liposomas mds pequefios con un rango de tamafio de 50-200 nm tienen el
potencial de transporar las drogas encapsuladas mds selectivamente a los tumores,
tomando la ventaja de poder “filtrarse™ por los capilares del tumor (Gabizon et al., 1990)
(Vaage et al., 1994). Un incremento en la facilidad para localizar tumores usando
liposomas pequeiios ha sido demostrado para varias drogas citotéxicas en sistemas de
modelos animales y ha sido confirmado en estudios llevados a cabo em humanos
(Gabizon et al., 1990) (Gabizon and Papahadjopoulos, 1988) (Papahadjopoulos et al.,
1991).

La estabilidad de la estcuctura de los liposomas en el plasma depende del tamaiio,
lamelaridad, composicién de los lipidos y la temperatura prevalente, pero su intcraccidn
con las proteinas del plasma, particularmente [1poproteinas de alta densidad, es tambi€én
de considerable importancia (Senior, 1987) {(Allen and Chonn, 1987) (Lasic ct al, 1991)
(Scherphof and Morselt, 1984).

Las ventajas y desventajas de cada sistema de transporte se mencionan cn la Tabla
1.4. Los liposomas convencionales son sujetos 4 una rdpida captura por lus célulus
fagociticas del sistema reticulo cndotclial. Es posible reducir la captacién dc liposomas

por las c€lulas reticulo endotelial saturando temporalmente la captacién de los mismos
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por el higado y el bazo, mediantela utilizacion de particulas liposomales libres de droga
(Abra and Hunt, 1981), pero también por otros procedimientos disponibles hoy en dia. A
finales de los 80’s s¢ incluyeron ciertos lipidos dentro de las bicapas para prolongar su
tiempo de circulacion. Asi, los fosfolipidos saturados forman bicapas rigidas en
combinacién con colesterol y son retenidos por periGdos mds largos en la circulacién
comparados a los liposomas compuestos de formas insaturadas del mismo lipido (Senior,
1987).

La habilidad para modificar las caracteristicas estructurales de los liposomas ha
permitido la produccidn de formas diversas de los mismoas, las cuales pueden servir en los
diferentes aspectos ¢linicos. Por ejemplo, la rdpida captacidn de liposomas por el sistema
reticulo endotelial puede ser explotado para terapia viral y bacteriana (Janknegt et al,,
1992) (de Marie, 1996), y puede ser utilizada tambign en ¢l desarrollo de nuevas vacunas
(Gregoriadis, 1990). La formulacidn de liposomas con un mayor ticrmpo de circulacidn y
sitios de extravasacion preferenciales ha llevado al desarrollo de nuevas y efectivas

drogas anti-cancer (Park et al., 1995) (Vingerhoeds et al., 1994).
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TABLA 14

Propiedades de diferentes sistemas acarreadores de lipides para el transporte de

oligos antisentido

Sistema Acarrcador Ventajas Potenciales Limitaciones
Liposoma Convensional Prateccidn a nucleasas Baja eficiencia de
Relativa larga vida en encapsulacion
circulacion Bajo transporte
Acumulacidn pasiva en intracelular
el sitio blanco Baja especificidad al
No toxicidad relativa blanco
Liposoma Dirigido al Proteccion a nucleasas Baja eficiencia de
Blanco Endocitosis encapsulacién
incrementada Répida elittunacion de
Espccificidad al blanco plasma
Toxicidad a tejidos
Liposoma Sensible al pH Proteccion a nucleasas Baja eficiencia de
Transporte intracelular encapsulacion
Baja especificidad al
blanco
Répida eliminacion del
plasma

Toxicidad a tejidos

Liposomas Fusionados

Proteccidon a nucleasas
Transporte intracelular

. Baja eficiencia de

encapsulacion
Rdpida eliminacidn decl
plasma

. _Toxicidad a tejidos

Complejos Catibnicos

Alta eficiencia de
encapsulacion
Eficiencia en el
trasporte intracelular

Limitada proteccion a
nucleasas

Baja especificidad al
blanco

Rapida eliminacién del
plasma

Toxicidad a tejidos
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OBJETIVQOS DE LA INVESTIGACION

Los mecanismos moleculares precisos par los cuales Bel-2 regula la muerte
celular estan contenidos en la aobservacion de que Bel-2 es un miembro de una familia de
reguladores apoptdticos, os cuales también incluyen a Bax. Es claro que Bcl-2 existe
como parte de un complejo generado a través de su heterodimerizacion con Bax. La
relacién de Bcl-2:Bax parcce ser determinante en la actividad funcional de Bel-2, aunque

el papel de la activacion de Bcel-2 en la patogénesis del LEt es comglejo.

La hipétesis central de este trabajo es que la proporcién Bel-2/Bax es critica para
la regulacidn del crecimiento celular en el LFt. Estudiamos el papel de Bel-2 en células
de LFt con diferente expresidn de Bel-2:Bax para determinar si la ausencia o presencia de
Bax es critica en la induccién de apoptosis en células de LFt. Para demostrar esta
hipétesis utilizamos oligonucléotidos antiscnrido dirigidos a Bel-2 para explorar ¢l papel

de Bel-2 y Bax respecto al crecimiento celular e inhibicién de proteinas.

Tambi€n estudiamos en modelos murinos la seguridad, farmacocinética y
distribucién en tejidos de los P-ethoxy aligonucledtidos antisentido dirigidos a Bel-2.
Esta fase preliminar sirve como base farmacoldgica para estudiar 1a inhibicidn de Bel-2
en animales portadores del LFt. Los resultados obtenidos ayudaran a elucidar el papel

potencial de la relacion Bcl-2:Bax en LFt.
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Los ubjetivos especificos para este proyecto son los siguientes:

% Determinar si 1a inhibicién del crecimiento celular de linfoma estd relacionala a la

proporcidn de Bel-2:Bax y a la presencia de Bax.

» Determinar la seguridad, farmacocinética y distribucidn en tejidos de P-etoxy oligos

antisentido incorporados en liposomas {(L-Bcl-2 As) en ratones.

» Determinar en modelos experimentales de LFt si la inhibicidn de la expresion de Bel-

2 utilizando L-Bcl-2 As conlleva a la supresion del tumar.

# Determinar la farmacologfa celular de secuencias cortas de L-Bel-2 As.
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ESTUDIOS PRELIMINARES

Reportes previos han demostrado que la proteina Bcl-2 es determinante para
mantener el crecimiento de células de LFt que expresan la translocacion t(14;18). Los
mecanismos por los cuales la proteina Bel-2 puede ser regulada rio abajo ocasionando la
inhibicidn del crecimiento en células de LFt no ha sido estudiada atin. Para estudiar el
papel de [a relacién de Bcl-2/Bax en [a regulacion del crecimiento en cé€lufas del linfoma
que expresan o pierden la translocacion t(14;18) y para cstudiar los mecanismios
mediante los Cuales la intubicion del crecimiento celular puede ser mediada en los
linfomas (Tormo et al., 1998), en nuestro laboratorio, desarrollameos unr desoxi-
oligonucledtido complementarie al marco abiert de lectura del mRNA de Bcl-2.
Posteriormente lo incorporamos en liposomas y fué dirigido hacia diferentes lineas
celulares: LFi, Linfoma de Burkitt y una I{nea de leucemnia aguda de células T. Una
disminucién dependiente de la dosis fué observada en los diferentes linfomas incubados
con los L-Bcl-2 As. Se observé inhibicién del crecimiento en la linea celular de LFt, la
cual posee la translocacion ((14;18) y sobre-expresa la proteina Bel-2.

Uno de los mecanismos por los cuales los L-Bel-2 As pueden inhibir el
crecimuento celular en estas lineas celulares de LFt, puede ser la induccidn de apoptosis,
ya que las células tratadas tuvieron un incremente en el indice apoptdtico y mostraron la
tipica fragmentacion del DNA curacteristica de este procesa. En conclusién Tormo et ul.
demostraron que la proteina Bcl-2 parece ser critica en la regulacion del crecimiento de
las c€lulas de LFt. La regulacian rio abajo de Bel-2 puede permtir una disminucion en la

proparcion de Bel-2/Bax y dar lugar a un incremento en la induccidén de apoptdsis en las
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células de LFt. Por lo tanto, la regulacién negativa de Bcl-2 puede constituir una de las

bases importantes para el enfoque molecular en el tratamiento de los LEt.
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CAPITULO IT

SEGURIDAD, FARMACOCINETICA Y DISTRIBUCION EN
TEJIDOS DE P-ETOXY OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

INCORPORADOS EN LIPOSOMAS DIRIGIDOS HACIA BCL-2
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RESUMEN

Los oligos antisentido tienen la capacidad de bloquear selectivamente genes
causantes de enfermedades, mediante la inbibicidon de proteinas asociadas a estas
enfermedades. Sin embargo, su efectividad se ve limitada por la baja capacidad de
transporte intrace{ular, Hemos demoustrado previamente que los liposomas pueden
incrementar la capacidad de captacién intracelular de P-ethoxy oligos, andlogos
hidrofdbicos de fosfodiésteres y encontramos que L-Bcl-2 As pueden selectivamente
inhibir la produccién de [a proteina Bel-2 por medio de la induccién de [a inhubicidn del
crecimiento en lineas celulares del LF.

Para entender el comportamiento in vive de los L-Bc¢l-2 As, llevamaos a cabo una
serie de estudios para evaluar la seguridad, farmacocinética y distribucidn en rejidas de
inyecciones L.v. de L-Bcl-2 As en ratones normales. La administracion diaria por 5 dias
consecutivos de 20 mg de L-Bcl-2 As/kg de peso, no mostrd efectos adversos en las
funciones hepdticas y renales, como tampoco en los parametros hematoldgicos. La
histopatologia tampoco revelé ningin cambio sigunificativo en la morfologia de los
drganos estudiados, En ratas, el drea de distribucion de L-Bcl-2 As bajo la curva refleja
un modclo de distribucidn de dos compartimentos, con una eliminacién bifdstca en ¢l
plasma.

La T,¢ vylaT;,B fueron aproximadamente de 8 minutos y 4.2 haras
respectivamente, y el voldmen de distribucidn (V,) fue de 79 ml, indicando ura amplia
distribucién en ¢l cuerpo. Las mdaximas concentraciones de L-Bcl-2 As fueron

encontradas en bazo > higado > rifiones. Estos estudios mostraron que en las dosis
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estudiadas no se presenté toxicidad significativa asociada con los L-Bcl-2 As ain seis
scmanas después de la inoculacion del tumor y que los L-Bel-2 As mostraron estar

ampliamente distribuidos en el cuerpo.
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INTRODUCCION

Ha sido demostrado que la apoptosis es regulada por diversas sefiales, incluyendo
el gene bcl-2. La proteina Bcl-2 inteructiia con otros productos de difercates genes, tales
como Bax, a través de la produccién de dimeros, los cuales llevan a la regulacién de
apoptosis. Los homodimeros de Bel-2 bloquean apoptosis, mientras que los homodimeros
formados por Bax promueven la apoptosis, Bax puede unirse a la proteina de Bel-2 y
neutralizar la capacidad de Bcel-2 para bloquear la muerte celular (Neilan et al., 1993)
(Reed, 1995). La proporcion de Bel-2 y Bax es crucial para determinar la suceptibilidad
de una célula a la muerte. Basado en su funcién como regulador de la sobrevivencia
celular y en su potencial papel en la resistencia a drogas, el gene bcl-2 representa un
blanco ideal para nuevas estrategias terapduticas disefiadas para perfeccionar los
tratamientos anti-cancer.

Los oligos antisentido pueden inhibir la expresidn de ciertas proteinas asaciadas a
enfermedades, tales como Bel-2 (Agrawal, 1996). Cuando [os oligos antisentido se unen
al mRNA hlanco, se forma un complejo DNA-mRNA, el cual tiene la capacidad de
inhibir la produccion de la proteina correspondiente. Por lo tanto estos oligos antisentido
facilitan el estudio del papel de las protcinas individuales en las funciones cclulares. Sin
e¢mbargo, su electividad como moléculas potenciales ha sido limitada par su baja
capacidad de transporte intracelular (Cotter, 1997) (Alama et al., 1997) (Temsamani and
Guinot, 1L997).

Hemos demostrado previamente que fos liposomas (como sistemas acarreadores)

pueden incrementar la captacion celular de los P-ethoxy oligos, los cuales son andlogas
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hidrofébicos de fosfodiésteres, resistentes a la degradacidn per nucleasas. Los P-ethoxy
oligos fucron utilizados debido a que pueden ser ficilmente incorporados en los
lipesomas con una eficiencia mayor o igual al 95%. Los P-ethoxy oligos antisentido
pueden causar una inhibicidn selectiva en la expresion de proteinas y en el crecimiento
celular (Tari et al., 1996) (Tormo ct al., 1998). Nosotros hemos demostrada que la
proporcion de las proteinas Bel-2/Bax es importante para [a regulacion de {as [ineas
celulares de! LFt (Tormo et al., 1998). La regulacién de Bel-2 utilizando L-Bel-2 As lleva
a una disminucién en la proporcidn de Bel-2/Bax y un incremento en la induccidn de
apoptdsis en células transformadas de LF. Por lo tanto, la regulacién de la proteina Bel-2
proporciona up buen fundamento para la terapia molecular del LE. Como un preludio 4
los tratamicntos clinicos, es importante entender la farmacocinética, distribucién y
seguridad o toxicidad de los L-Bel-2 As cuando es admunistrado iv en dosis simples y

miltiples en animales experimentales (roedores;).
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MATERIALES Y METODOS

Animales, Lipidos y P-etoxy Oligos.

Las catas Lewis con un peso aproximadeg de 400 g ¢/u y lgs ratones ICR <on un
peso de 25 a 30 g, fuecron abtenidos de la compafiia Harlan-Spraque-Dawley (
Indianapolis, IN). 1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfocoliny y P-ethoxy oligus fueron
comprados de Avanti Polar Lipids {Alabaster, AL) y Oligos Etc. respectivamente. Un
oliga especifico pary ¢l sitio de iniciacion de la traduccidn de el mRNA e B¢l-2 humano,

fue utilizado como oligo antisentido: S'CAGCGTGCGCCATCCTTCCCY'.

Marcaje de los Oligos para Bel-2 con [P

Los oligos para Bel-2 (480pg) fueron marcadus durante toda lu nuche a 37°C con
0.5 mCi de [’PJATP en el extremo 5', utilizando 500 U de la enzima T4 palinucledtido
quinasa, obtenida de Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN), en 350 nL. de buffer T4
quinasd, similarmente a como fué descrito previaniente (Tan and Lopez-Berestein, 1997).
Un volumen final de] 25% de dimetil sulfdxido (v/v) fué incluido en la meczcla de
reaccidn para permitir que los P-ethoxy oligos permanecieran solubles durante las
reacciones de marcaje. Después de que el marcaje de los oligos fué llevado a cabo, les
vligos fueron filtrados dos veces, a través de un filtro Microcon-3 (Amicon. Beverly,
MA) para separar los oligos marcados de el [**P]ATP libre. Tipicamente, un 99% de la

radicactividad fué asociada con los oligos (Tan and Lopez-Berestein, 1997).
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Preparacion de Liposomas.

L-Bcl-2 As fueron preparados como se describe previamente (Beham et al., 1997)
(Tormo et al., 1998), mezclando 1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina con P-ethoxy
oligos antisentido para Bel-2 (20:1, mol/mol) en exceso de tert-butanol. La mezcla fué
someclida a agitacion en un vortex y posteriormente congelada utilizando un bafio de
acetona y CO, sélido, para ser finalinente liofilizada. La preparacion liofilizada fué
hidratada con 0.9% de solucién salina fisiolégica al 0.9%. Nosotros habiamos
determinado previamente que la eficiencia de incorporacion en los liposomas de los P-

ethoxy oligos era de > 95% (Tari and Lopez-Berestcin, 1997).

Extraccién de los Oligos Marcados con P a Partir de las Muestras de Tejidos y
Sangre.

0.1 ml de sangre completa 6 50-100 mg de mucstras de tejido fueron digeridos
con 0.5 a 1.0 ml de amuna-hidréxido/etanol (1:2, v/v) a 64°C por toda la noche, seguido
por una decolonzacidn con 0.5 ml d¢ H,0, al 30% (p/p). Posteriormente se agregaron 15
ml de cocktel de centelleo a cada una de las muestras. La cantidad de P asociado con la

muestra fué determinada por un contador de centelleo liquido.

Farmacocinética.

Las ratas Lewis (machos) con un peso aproximado de 400 g fueron anestesiadas
con tigpental sddico (35 mg/kg de peso), via intraperitoneal (i.p.). La artenia femoral
derecha y la vena femoral izquierda fugron expuestas quirirgicamente y posteriormente

canalizadas. Las ratas fueron inyectadas i.v. con los L-Bcl-2 As utilizando una dosis de
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L0 mg de oligos por cada kg de peso. Se tomaron muestras de sangre arterial,
aproximadamente de 0.3 ml cada uaa, a intervalos de 5, 10, 20, 30, 90, 120, 180 y 240
minutos posteriores a la inoculacién. Después de cada intervalo de tiempo, el catéter fué
lavado con una solucidn 1:000 de hepanna de sodio {v/v) para evitar la coagulacion. Una
alicuota de la dosis inyectada fué mantcnida como muestra control. Las muestras de
sangre completa fueron extrafdas, procesadas y sometidas a un contadar de centelleo
liquido para determinar la radioactividad del *°P. Los pardmetros farmacocinéticos fueron
determinados por andlisis de regresion no linear (Rstrip; Micro Math, Inc., Salt Lake
City, UT). Los resultados corresponden a un modelo de dos compartimentos:
Ci=Ae oRe-B

donde C, equivale a la concentracion en el tiempo t, A y B son el intercepto del ¢je y, son
las constantes para la distribucién y la eliminaci6n respectivamente y t es el tigmpo. t|p0
Y Um B fueron calculadas de In 2/o0 y ln 2/P, respectivamente. CO fué calculada de la

ecuacidn anterior al tiempo cero; por lo tanto Cg equivale a A + B. Vy fu€ calculada

como la proporcidn de la dosis inicial para Cy.

Estudiaes de Seguridad.

Grupos de 10 ratones cada uneo fueron inyectados en la vena de la cola, con una
dosis sencilla y otro grupo por § dias consecutivos con L-Bcl-2 As, con un voliimen de
0.2 ml. Se obtuvieron muestras de sangre 1, 2 y 6 semanas posteriores a la inyeccion,
para analizar los pardmetros hematoldgicos y algunas funciones renales y hepéticas. Los
pardmetros hematoldgicos incluyen cuentas de sangre completa y cuentas de plaquetas.

Para las funciones hepéticas se analizd la enzima transaminasa glutdmico oxalacética de
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suero (TGO) y fosfatasa alcalina. Como funciones renales fueron realizados ensayos de

creatinina y urea.

Distribucion en Tejidos,

Liposomas conteniende Bcel-2 oligos antiseatido marcados con **P fueron
inyectados i.v. en 15 ratones con un peso aproximado de 30 g cada uno. Los cuales
fueron divididos en tres grupos de cinco ratvnes cada uno y fueron sacnflicados a las 4, 24
v 48 horas después de la inoculacién. Un grupo de cinco ratones sin ningun tratamiento
fué utilizado como control. Los drganos extraidos (corazén, pulmones, difiones, higado y
bazo) fucron disectados, tomandose de 50-100 mg de muestra, 150 ul de sangre y 200 pl
de medula 6sea de cada uno de los ratones. Todas las muestras fueron pcsadas y
procesadas, puard posteriormente contyr la radioactividad asociada a ellas en un contador
de centelleo liquido. Los resultados fueron expresados como la media més el valor de la

desviacion estindar (S.D.) de mucrogramos de oligos por gramo de (ejido.

Histopatologia.

Seis semanas después de la iltima inyeccion, sea de dosis sencilla o mdltiple,
todos los ratones [ueron sacrilicados, siendo colectadas muestras de sungre y tejidos.
Corazdn, pulmones, bazo, rifcnes e higado fueron fijados por inmersion en una solucidn
buffer de formalina al 10%. Los tejidos fueron embebidos en bloques de parafina a partir
de los cuales se cortaron secciones de 2 a 4 jwm, que fuerom tefiidos con [a téenica de

hematoxilina y eosina.
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RESULTADOS

Estudios de Toxicidad Utilizando una Dasis Simple

Los ratones toleraron la mds alta concentracién de L-Bcl-2 As (40 mg/kg de peso)
que pudo ser administrada en un volumen mdximo de 0.2 ml, ¢l cual represcnta
aproximadamente el 10% del volumen intravascular total en un ratgo. Ninguna evidencia
de toxicidad fué encontrada en los pardmetros hematolégicos ni en los resultados
bioyuimicos de lus pruebas renales y hepdticas llevadas a cabo 1 (Tabla 2.1), 2 (Tabla

2.2) 6 6 (Tabla 2.3) semanas posteriores a la inyeccion.

Estudios de toxicidad Utilizando Dosis Multiples

La adminustracion consecutiva de L-Bel-2 As en cinco dosis individuales de 7.5 a
20 mg/kg de peso no resultd en anormalidades significativas en los pardmetros
hematoldgicas, ni en las funciones hepdticas y rerales analizadas 2 (Tabla 2.4), 0 6

(Tabla 2.5) scmanas posteriores a la inyeccidn.

Farmacocinética

L.a eliminacién de L-Bcl-2 As del plasma fué cercana a un modelo matematico de

dos compartimentos (correlacion 2 >0.98). La fase inicial de distribucion ocucrié en los

primeros 10 min después de la inyeceidn (ty24=8.1 + 2.4 min). La vida media dc ia fase

terminal (ll,'zB) fué de 235.56 + 128.2 min (Tabla 1.6). El V, fué mais grande(79.74 +

18.93 mi) que ¢l volumen de sangre total en ratas de este tamafio.



Distribucion en Tejidos

L-Bcl-2 As fueron encontrados en corazdn, rifiones, higado, pulmdn y bazo
(Tabla 2.7). Sin embargo, a las 4 y 24 h, las més altas concentraciones de L-Bcl-2 As
fueron detectadas en higado y bazo, pero a las 48 h, ¢l pulmén mostro la mas alta
concentracion. 4 h después de la inyeccidn, las concentraciones de L-B¢l-2 As en higado
y bazo alcanzan entre 3040 pug/g de tejido, ouentras que las concentraciones de L-Bcl-2
As en corazén, pulmén y rifiones varfan de 18-22 pg/g de tejido. En cerebro, el rango fué
siempre menor que 4.2 ug/g de tejido. Para las 48 h, las concentraciones de L-Bcl-2 As en
higado y bazo habian disminuido hasta 8-10 ug/g de tejide, comparado con los 5-16 pg/g
de tejido en corazin, pulmones y niones. Una ¢oncentracion mucho menor de L-Bel-2
As (0.04-0.15 pg/femur) pudo ser detectada en la médula dsea, sin embarga, permmanece
relativamente constante durante las 43 h. En sangre, los niveles fueron menores de 7.2

pg/ml durante todos los tiempos medidos.
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TABLA 2.1

Efecto de una ddsis simple de L-Bcl-2 As en ratones ICR una semana posterior a la

inyeccion &

Parametros Hematoldgicos b

Dosis Leucocitas Erirocitos  Hemoglobina  Hematocrito Liafocitos Plaquetas
(mghg)  &10%a)  x10%0 (&) (%) (%) (x 10 3/
0 8.0 (1.9) 85 (0.5) 154 (0.8) 43.0 (1.6) 847 (6.2) 102500189

10 6.3 (1.9) 81 (05 144 (09) 420 (22) 821 (34) 12532049
20 7.3 (2.8) 8.1 (04) 148 (0.6) 416 (L.4) 798 (7.8) 13827150
30 56 (1.9) 7.7 (0.5) 143 (1.1) 405 (2.0) 829 (4.8) 9700@50)

40 6.4 (2.2) 64 (2.2) 150 (0.8) 419 (1.8) 804 (3.9) 109630207

Funciones Renales y Hepaticas b
Dasis Creatinina Urea TGO © Fosfatasa Alcalina
(g/kE) (mg/dL) (mydL) UL (uLL)
0 0.7 (0.0 30.0 {2.7) 335.3 (347) 98.7 (40.7)
1G 0.6 (0.1) 299 8.2 184.7 (1903) 118.4 (39.9)
20 0.5 (0.7) 270 44) 321.3 (251) 128.4 (34.6)
30 0.6 (0.0) 26.0 (2.1) 156.3 (53) 108.7 (30.7)
40 0.5 (0.0) 28.1 (2.6) 223.0 (192) 115.5 (50.9)
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4 Fueron utilizados ratones ICR, § machos y 5 hembras.

b Tados los pardmetros y las funciones fueron expresados como la media de los

valores(SD).

€ TGO, transaminasa glutimica oxalacética.
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TABLA 2.2

Efecto de una désis simple de L-Bcl-2 As en ratones [CR dos semanas posteriores a

la inyeccion &

Pardmetros Hematoldgicos b

Dosis Leucocitas Eritracitos  Hemoglobina Hematocrito Linfocitos Plaquetas
(mg/kg)  x10%p)  (x 106 (g/dV) (%) (%) (x 103/
0 9.5 (3.2) 8.0 (0.2) 14.8 (0.5) 427 (1.4) 758 (22) 10240(200)

10 64 (4.1) 7.9 (0.3) 147 (0.8) 42.5 (14) 832 (8.5 #9100
20 79 (1.5) 80 (02) 150 (03) 434 (1.0) 853 (29) 10871074
30 59 (14) 80 (04) 148 (0.7) 430 (1.4) 852 (4.8) 956 (191

40 70 (2.8) 8.2 Q4 151 (0.9) 430 (24) 870 (5.4) 9800 QY

Funciones Renales y Hepaticas b
Dosis Creatinina Urea TGO Fosfatasa Alcalina
(mg/ke) (mg/dL) (mg/dL) L) (UI'L)
0 0.6 (0.0) 334 (6.7) 190.7 (70) 36.4 (26.5)
i0 07 (0.1} 32.1 2.2) 2153 (192) 113.7 (15.5)
20 0.6 (0.0) 320 4.1) 2540 (171) 102.2 (3L.7)
30 0.6 (0.0) 294 (3.1) 242.1 (193) 89.1 (24.0)
40 0.6 (0.0 30.6 (2.3) 316.8 (239) 97.5 (34.4)
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4 Fueron utilizados ratones ICR, 5 machos y 5 hembras.

b Todos los pardmetros y las funciones fueron expresados como la media de los

valores(SD),



TABLA 2.3

Efecto de una désis simple de L-Bcl-2 As en ratones ICR seis semanas posteriores a

la inyeccidon @

Puarametros Hematolégicos b

Dosis

Leucaocitos

Enatrocitos

Hemaglobina  Hematocrito  Linfocitos  Plaquetas
(mgkg) 103 (x 10%un (g/di) (%) (%) (x 10 31
0 5.5 (l.6) 8.6 (0.5) 147 (0.8) 422 (1.9) 828 (7.1) MN5@7
10 33 (L.7) 8.4 (0.1) 145 (04) 419 (09) 81.2 (7.3) |3&i1eM
20 62 (26) 78 (1.8 137 (33) 387 (89) 874 (69) 106100319
30 5.3 2.7} 7.3 (2.7) 12.7 (4.6) 365 (13.5) 633 (29.5)  1133.2(410)
40 5.5 (1.1) 88 (04) 153 (09) 435 (2.5 797 (74) 11267287
Funciones Renales y Hepaticas b
Dosis Creatinina Usea TGO Fosfatasa Alcatina
(mg/kg) (mgfdL) (mg/dL) UrL) UIL)

0 0.7 (0.0) 283 (5.9) 3355 (190) 633 (21.7)

10 0.6 (0.0) 30.5 (3.0) 145.8 (28) 84.6 (10.6)

20 0.6 (0.0) 32.1 (4.2) 407.0 (268) 62.3 (26.3)

30 0.6 (0.0) 28.0 (3.9) 208.0 (85) 60.0 (16.9)

40 06 (0.0) 31.0 (4.4) 1608 (69) 80.6 (17.6)
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4 Fueron utilizados ratones ICR, 5 machos y § hembras.

b Todos los pardmetros y las funciones fueron expresadus como la media de los

valores(SD).
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TABLA 2.4

Efecto de dosis multiple de L-Bcl-2 As en ratones ICR dos semanas posteriores a la

inyeccion #

Parametros Hematoldgicos o

Dosis Leucitos Edrocitos  Hemoglobina  Hematwrtite  Linfocitos Plaquetas
(ghg) G103 (x 106 (gl (%) (%) (x 10 )
0 75 (20) 84 (0.4) 146 (0.6) 41.7 (1.6) 813 (3.7) 10303(286)

7.5 64 (1.9) 82 (04) 14.1 (04) 416 (32) 749 (85 147Q21)
15 6.1 20) 89038 147 (06) 438 (3.1) 7.3 (73) 106122

20 72 20) 87 (05 144 (0.5) 427 (24) 738 (8.1) 10203183

Funciones Renales y Hepdticas b

Dosis Creatinina Urea TGO Fosfatasa Alcalina
(mg/ke) (mg/dL) (mg/dL) (UIL) (UIL)
0 0.7 (0.0) 270 (4.4) 1343 (64) 699 (33.7)
7.5 0.7 (O.1) 28.4 (6.0) 136.8 (68) 67.1 (21.9)
15 0.6 (0.0) 28.4 (5.6) 193.1 (96) 634 (32.0)
20 0.6 (0.0) 252 (3.7) 131.8 (49) 48.4 (41.3)

2 Fueron utilizados ratones ICR, 5 machos y 5 bembras.

b Todos los parametros y las funciones fueron expresados como la media de los

valores(SD).
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TABLA 2.5

Efecto de désis miiltiple de 1.-Bcl-2 As en ratones ICR seis semanas pusteriores a la

inyeccion 3

Parametros Hematolégicos b

Dosis

Leucocitos

Eritrocitos  Hemoglobwa  Hematocrito Linfocitos Plaquetas

(mghkg) 10 (100 (g/d) (%) (%) x 10 )
0 6.5 (2.5) 85 (03) 151 (Ue6) 437 (22) 812 (43) ‘145@NY
1.5 63 (25 85 (05 15103 424 (1.2) 732 (6.0) 11533002)
15 73 (29) 8.6 (0.5) 155 (08) 433 (20) 80.6 (4.2) 1165.3(240)
20 68 (2.5) 84 (0.7) 147 (1.2) 420 (2.8) 822 (7.6) 1201.5Q39)

- Funciones Renales y Hepiricas ©
Dasis Creatinina Urea TGO Fostatasa Alcalina
(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL) (UVL) (UI'L)

0 0.7 (0.0) 282 (2.8) 2529 (180) 37.2 (22.1)

7.5 0.6 (0.1) 256 (5.5) 188.3 (89) 208 (11.8)

15 06 (0.1) 282 (42) 256.4 (161) 37.5 (11.9)

20 0.5 (0.0) 28.3 (5.6} 2664 (176) 47.1 (16.5)

4 Fueron utilizados ratones ICR, 5 machos y 5 hembras.

b Todos los pardmetros y las funciones fueron expresados coma la media de los

valores(SD).
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TABLA 2.6

Farmacocinética de una dosis seacillz de L-Bcl-2 en ratas Lewis

Rata Cpg @ vab tize  tigB CXe ctd
(g @) (@in)  (mn) XD iy

1 0.05 60.7 5.4 280.0 8.2 390

2 0.05 69.9 75 2520 6.9 347

3 0.04 78.0 1.3 451.4 10.7 623

4 0.04 79.2 8.5 166.4 5.0 227

5 0.03 110.9 . 118.0 5.3 170

Media(SD)  0.04 79.74 8.10 253.56  7.20 351.4
©01) (1893 (245 (1282T) (23 (175.82)

2 Cpg, concentracidn méxima al tiempo 0

b v4, volumen de distribucidn
© Cxt, area bajo la curva de concentracion

dpq, ticmpo de residencia
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TABLA 2.7

Distribucion en tejidos de L-Bcl-2 As en ratones ICR

Tiempo Qrgano (media pg of oligos #fg of tissues)
h Sangre? Medula  Cerebro  Corazdm  Rifion Higado Pulmén Bazo
Osed"

4 72 0.4 42 18.0 21.6 31.1 219 40.6
(1.3) (0.1) (2.8) 4.2) 4.2) (7.1) (9.8) (23.0)

24 4.2 0.3 2.0 6.7 938 14.0 9.7 16.9
(0.4) (0.1) (0.4) (1.9) (1.3) (1.9) (1.7 4.1)

48 3.7 0.1 1.7 47 74 30 160 9.7
(1.7) (0.0) (0.6) (1.7) (2.1) (290) (12.3) (2.6)

4 L-Bcel-2 As tueron expresados como la media (SD).
b mg de oligos/ml de sangre.

€ Fué utilizado un solo fémur.
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DISCUSION

Nuestros resultados indican que no existen efectos adversos significativos ni
coxtcidad asociada con las inyecciones i.v. de los L-Bel-2 As. Estas liposamas pudieron
ser administrados dianamente de forma segura en dosis de hasta 20 mg de oligos por
kilogramo de peso corporal por 5 dias consecutivos. Esta es la mds alta concentracion
reportada por Tari et al. (Tari ¢t al., 1998), quien bajo las mismas condiciones, probd una
concentraciéon de 75 mg de P-ethoxy oligos encapsulados en liposomas/kg de peso
corporal. Sin embargo, en los estudios de Tari et al., los P-ethoxy oligos estaban dirigidos
hacia el gene ber-abl, el cual esta ausente en ratones normales. Por el contrario, en este
estudio, nosotros utilizamos L-Bcl-2 As cuyo blanco es el gene bel-2. Este gene es
expresado en tejidos de ratones normales. Por lo tanto, los estudios de Tari et al.
sulamente evaluaron los efectos in wvive de los P-ethuxy oligos incorporados en
liposomas, mientras que los nuestros fueron disefiados para evaluar los efectos 1 vive de
la inhibicién de la prateina de Bel-2. Nosatros creemos que la toxicidad de un alige no
puede ser generalizada y que es necesario ensayar el perfil de la seguridad potencial de la
inhibicién de cada gene en particular.

El uso potencial de L-Bcl-2 As como un agente terapcutico es también grandemente
afectada por su perfil de seguridad. Estos estudios son de particular valor debido a que el
gene bel-2 es bien conservado entre las especies de mamiferos (Tsujimoto et al., 1985).
Por lo tanto, nosotros decidimos estudiar el perfil de seguridad de L.-Bcl-2 As en ratones
normales.

La efectividad de los oligos antisentido como agentes terapéuticos es también

dependiente de su farmacocinética, distribucidon en los tejidos, estabilidad y
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caracteristicas de eliminacion (Agrawal et al., 1995) (Agrawal et al., 1997). Nosotros
encontramos que la farmacocinética y la distribucién en tejidos de los L-Bcl-2 As son
muy similares 4 las de otros compuestos liposomales (Zou et al., 1993) (Laopez-Berestein
et al., 1994) (Leonetti et al., 1996). La tasa de eliminacidn del plasma de los L.-Bcl-2 As

cs bifdsica; la ty /7 esta dentro de los 8 min, mientras que la t) /7@ esta dentro de las 4.2

h. Estos resultados farmacocinéticos difieren de los reportados por Raynaud et al., cuando
administraron 1.v. G3139, un oligo fusforotioato antisentido dirigido a Bcel-2, en ratones
(Raynaud et al., 1997). Se observd que G3139 despliega una cinética tri-exponencial, con
una vida media alfa, beta y gamma de 5 min, 37 min and L1 b, respectivamente. Altas
concenlraciones de L-Bel-2 As fueron encontradas en los organos estudiados. Ademads,

L-Bcel-2 As pudo permanecer en bazo, higado y pulmaones por al menos 48 h.

Este patrdn de acumulacién de L-Bcel-2 difiere de los que han sido reportados para
los vligos antisentido sin encapsular, dirigidos a Bel-2, en los cuales los Grganos que han
presentado la mdxima acumulacion de antisentido para Bcl-2 han sido rifones e higado
(DeLong et al., 1997). Esta diferencia en la biodistribucion de Bcl-2 puede ser atribuida
al uso de lipidos incorporados en un acarreador en vez de los oligos libres. Por ejemplo,
cuando lipidos acarreuadores (Litzinger et al., 1996) o lipoproteinas (de Smmud¢ ¢ al., 1991)
fueron utilizados como vehiculos de transporte para oligos antisentido, €stos fucron
encontrados principalmente en higado y bazo, en lugar de rifion, el cual es el principal
érgano en el cual se acumulan los oligos libres, La modificacién en las uniones de los
oligos puede también contribuir a un cambio en la distribucion de les tejidos de los

mismos. Leonetti et al. encontraron la mayor concentracion de liposomas en el higado en
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vez del bazo, cuando utilizaron fosforotioato cligos incorporados en liposomas, dichas
oligos contienen una modificacion en la umdn del grupo fusfato entre los nucledsidos

(Leonetti et al., 1996).

Nosotros hemos reportado previamente que los L-Bcl-2 As llevan a una inhibicién
de lu proteina Bel-2 e inducen supresion del crecimiento en lineas celulares de LF, las
cuales son portadoras de la translocacién t(14;18). Altas concentracidnes de Bcl-2 fueron
encontradas en buzo, higado y en una concentracién menar en médula ésea, los cuales
son los drganos en donde las masas tumorales del LF son principalmente encontradas.
Dado que L-Bcl-2 As no inducen ningin efecto adverso ni toxicidad en los drganos ir
vivo, aun a las seis semanas siguientes a su administracion en las dosis probadas,
concluimos que L.-Bcl-2 As pueden ser usados con seguridad para inhibir el crecimiento
del LF. Estos estudios de farmacocinética y distribucién de tejidos nos han permitido
estimar la frccuencia y la daosis de administracion de los L-B¢l-2 in vivo. Nosotros
estamos actualmente investigando la eficacia de L-Bcl-2 As en modelos experimentales

del LF.
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CONCLUSIONES

¢ La tasa de aclaramiento en ¢l plasma de los P-etoxy oligonucletidos es bifdsica, con

una t ;,0 de 8 minutos y una t,,p de 4.2 horas.

¢ Las mis altas concentraciones de P-etoxy oligonucleétidos fueron encontradas en

rifion, higado y bazo.

¢ Este tipo de oligonucledtidos incorporados en liposomas puede ser usado para inhibir

el crecimiento de células de linfoma y células leucémicas.

i,



CAPITULO III

FARMACOLOGIA CELULAR DE P-ETOXY
OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO ENCAPSULADOS EN

LIPOSOMAS Y DIRIGIDOS A BCL-2
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RESUMEN

Lus P-ctoxy oligos son resistentes a las nucleasas, andlogos de fosfodiésteres. En
este estudio fué utilizado un P-etoxy oligo, de 20 bases de longitud y especifico para el
sitio de iniciacién de la traduccion de! mRNA humano, para Bcl-2, el cual fué
incorporado en liposomas para incrementar su captacion intracelular. Este L-Bcl-2 As
oligo inhibe selectivamente la expresion de la prote{na Bcl-2 e induce la inhibicién del
crecimiento en las células de LF, portadoras de la translocacién t(14;18). Nosotros
estudiamos aqui los efectos inhibitorios de secuencias mds cortas de oligonucleétidos (7,
9, 11 y 1S bases de longitud) dirigidos hacia el mismo blanco, siendo incarporados todos
los oligos en los liposomas de igual manera. A una concentracién de 12 UM, todos los P-
eluxy oligos, 40n la secuencia de 7 bases, pudicron inhubir el crecimiento de {as céfulas
de LFt. También comparamos la secuencia mas corla, de 7 bases, con el oligo de 20
bases, encontrando que se vbtiene un 20% aproximadamente de viabilidad en las células
CJ tratadas con (2 M del oligo de 7 bases y un 30% de viabilidad en las células tratadas
con el oligo de 20 bases, ambos después de un periode de incubacion de 5 dias.

Sin ¢mbargo, nirgune de los oligos induje inhibicién del crecimiento (90-100%
de viabilidad} en la linea celular utilizada como control, que es negativa para la
translocacion t(14;18). Ambos oligas inhiben la expresién de la proteina HBel-2 de manera
similar: 63% y 70% con la secuencia de 7 bases y la de 20 bases respectivamente. Se
encontrd también yue la maxima captacidno de estos oligos por las células fu€ de 200
pmol/l X 10° células, después de 10 horas de incubacién; demosirindose también que
aproximadamente un 30% de los cligos pueden ser retenidos dentro de la céhula ¢n un

pcriodo de hasta 48 horas. Nuestros resultados indican que ambas secuencias de
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antisentido pueden inhibir especificamente la expresi6n de la proteina Bcl-2 y exhiben un
patrén de retencién y captacién celular muy similar. La actividad inhibitoria fué

mantenida con los P-etoxy oligos que poseen un rango de longitud de 7 a 20 bases.
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INTRODUCCION

La familia de proto-oncogenes de Bel-2 son reguladores criticos de la apoptosis,
cuya expresion estd frecuentemente alterada en algunos cdnceres humanos, incluyendo
algunos de los tipos mds comunes de leucemia y linfoma. El primer miembro de esta
familia de genes en ser identificado fué bel-2 debido a que estd involucrado en la
translecacién cromosonuca cominmente encontrada en los NHL de células B, El papel
central de 1a prote{na Bcl-2 parece ser 1a inhibicién de apoptosis y se ha determinado que
existe una sobre-expresion de¢ la misma como resultado de una trunslocacion
cromosomica (Reed, 1997).

Los oligos fosforotioatos presentan una substitucién de los dtomos de oxigeno, los
cuales son reemplazados por dtomos de azufre, siendo ésta una de las modificaciones mds
frecuentemente hechas a los oligonucleotidos cuando son utilizados como antisentido.
Los oligos antisentido trabajan mediante su unidn con el mRNA blanco mediante ¢l
apareamiente de bases de acuerdo al modelo de Watson y Crick: de esta manera
previenen la traduccion del mRNA en su proteina correspondiente. Algunos estudios
reportados muestran la rcgulacion de la expresién de Bel-2 usando estos oligos
antisentido «n vitro (Lin et al., 1999) e in vivo (Raynaud et al., 1997) (Waters et al.,
2000). Nosotros hemos utilizado P-etoxy oligos en lugar de oligos fosforotioatos, debido
a que se ha encontrado que estos Gltimos inducen inhibicion no relacionada con la
sccuencia y en algunos casos toxicidad (Stein and Cheng, 1993). Los P-etoxy oligos
puseen un grupo etilo substituyendo al dtomo de oxigeno de las uniones foslato eatre los
nucledtidos. Virtualmente, todas las modificaciones en la posicion del grupo fosfato

resultan en la pérdida del reclutumientv de la enzima celular RNAsa H, la cual es
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requerida para tlevar a cabo la degradacidn especifica de la secuencia de un mRNA
blanco (Matteucci, 1997); sin embargo, los P-etoxy oligos pueden permanecer unidos a la
molécula blanco con una alta afinidad (Tm>70(C).

Nosotros hemos demostrado previamente que los liposomas pueden incrementar
la captacion intracelular de los P-eloxy oligos. Estos oligos son compuestos lipofilicos,
resistentes a las nucleasas, y que pueden ser fdcilmente incorporados en los liposomas
(con > 95% de eficacia) (Tarl and Lopez-Berestein, 1997).

Difecentes longitudes de oligos (13a 19 bases) han sido usados satisfactoriamente
para inhibir las protefnas blanco (Campbell et al., 1990) (Ollikainen et al., 1996)
(Zamecnik and Stephenson, 1978). Adicionalmente, secuenctas mds cortas (15 a 12
buses) de oligus no-modificados, metilfosfonatos, fosforotioatos y «-oligos han sida
tambi€n usados para inhibic la expresidn de proteinas (Blake et al.,, 1985) (Cazenave et
al., 1987) (Matsukura et al., 1987) (Miller et al., 1985) (Morvan et al., 1987). Sin
embargo, el aso de P-etoxy oligos de mas corta longitud no ha sido reportada. Este
capitulo muestra los resultados obtenidos al estudiar ja farmacologia celular de diferentes
longitudes de P-etoxy aligos, asf coma la actividad de los mismos cuando estdn dirigidos

hacia células que tienen sobre-expresion de la proleina Bel-2.
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MATERIALES Y METODOS
Los P-etoxy-oligos, que son andlogos no ionicos de fosfodiésteres y resistentes a

nucleasas, fueron comprados en la compaiia Oligos Etc. (Wilsonville, OR).

Secuencia de¢ los P-etoxy Oligos.

La longitud de los P-etoxy oligos utilizados fué€ de un rango de 7 a 20 bases. Laos P-
etoxy oligos son cspecificos para el sitio de iniciacidn de la traduccidn (codones -2 al +4)
det mRNA humano para Bel-2. De acuerdo a las indicaciones del tabricante, la pureza de

los P-ctoxy oligos fué estimada en >90% utilizando HPLC.

Antisentide Tarmnafio Secuencia
Oligo antisentido 20 mer CAGCGTGCGCCATCCTTCCC
A 15 mer TGCGCCATCCTTCCC
B 15 mer GTGCGCCATCCTTCC
C 11 mer GCCATCCTTCC
D 11 mer GCGCCATCCTT
E 9 mer ATCCTTCCC
F 9 mer CGCCATCCT
G 7 mer TCCTTCC
H 7 mer GCCATCC
Scrambled control 20 mer TCGCCACTCGATCCTGCCCG
Scrambled control 7 mer CTGCCAC
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Lineas Celulares.

Fueron utilizadas tres diferentes lineas celulares. Estas lineas fueron K562
(lcuccmia crénica mieloide) CJ y PT. Estas dltimas dos lineas celulares fueron
desarrolladas por el Dr Richard J. Ford Jr. La linea celular transformada de LF (CJ) fue
aislada de un paciente con LF; estas células portan la translocacién cromosémica t(14;18)
y sobre-expresan la protefna Bel-2. Las células PT, las cuales fueron aisladas de un
paciente humano, no poseen la translocacién t(14;18) y fueron usadas como control

neganvo,

Preparacion de Liposomas.

Los L-Bcl-2 As fueron preparados como fué descrito previameate (Bekam et al.,
1997) (Tormo et al., 1998) (Gutiérrez-Puente el al., 1999) mezclando los P-etoxy oligos
antisentido con 1,2-dioleoil-sn-glicercl-3-fosfocolina en presencia de exceso de tert-
butanol. La mezcla fué sometida a agitacién en un vortex y congelada en un bafio de
acetona y CQO, sélido, para ser liofilizada. La muestra liofilizada fué posterjormente
hidratada con solucién salina al 0.9%. Nosotros determinamos previamentc que la
eficacia de la incorporacion de los P-etoxy oligos en los liposomas fué de >95% (Tari et

al., 1998).

Efecto de los Oligos en el Crecimiento Celular.
Las c¢lulas CJ fueron distribuidas en una placa de 96 pozos (30000 céiulas por pozo)

en 0.1 mL de medio de cultivo e incubada con 12 pM de L-Bcel-2 As: 7,9, 11 o 15 bases

de longitud y un control de una mezcla de 7 bases de longitud. Después de 5 dias de
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incubacidn, el crecimiento celular fué determinado utilizando ua ensayo de proliferacion
celular no radioactivo llamado Celltiter 96® Aqueous (Promega Corp., Madison, WT), de
acuerdo al protocolo establecido por ¢l fabricante. El crecimuento de las ¢élulas tratadas
fué comparado con el de las células no tratadas bajo las mismas condiciones de cultivo, y
fué expresado como el porcentaje de las c€lulas watadas. Cada experimente fué realizado

por triplicado y repetido al menos seis veces.

Anilisis Estadistico.

Uulizamos la prueba del andlists de varianza (ANOVA) con un valor de P de 0.01
(Zar, 1999) para determinar si eXiste alguna diferencia entre la media de los seis
tratarmientos utilizando los ocho diferentes oligos, de acuerdo con la hipdtesis nula Ho:
fil=p2=u3. ctc, donde Wi ¢s la media del tratamiento i. Si la hipStesis nula es rechazada,
entonces se utiliza la comparacidn muitiple de medias. La prueba de Scheffe fué usada

para examinar las diferencias entre todos los posibles pares de medias.

Marcaje de los Oligos para Bcl-2 con |P] ATP.

Los oligos para Bcel-2 (480ug) fueron marcados durante toda la noche a 37°C con
0.5 mCi de [*PJATP en el extremo 3, utilizando 500 U de la enzima T4 polinucledtido
quinasa, obtenida de Boehnnger Mannheim (Indianapolis, IN), en 350 gL de buffer T4
quinasa, similarmente a como fué descrito previamente (Tari and Lopez-Berestein, 1997).
Un volumen final del 25% de dimetil sultdxido (v/v) fué incluido en la mezcla de
reaccion para permutit que Jos P-etoxy oligos permanecieran solubles durante las

reacciones de marcaje. Después de que el marcaje de los oligos fué llevado a cabo, los
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oligos fueron filtrados dos veces, a través de un filtro Microcon-3 (Amicon, Beverly,
MA) para separar los oligos marcados de <l [“P]JATP libre. Tipicamente, un 99% de la

radioactividad es asociada con os oligas (Tari and Lopez-Berestein, 1997).

Captacion Celular de los P-etoxy Oliges.

Las células K562 (250,000 por pozo) fueron dstribuidas en una placa de culuvo de
24 pozos conteniendo 0.3 ml de medio/pozo. Dos horas después los P-etoxy oligos
marcados con [Y’PJATP fueron agregados, en concentraciones finales de 2 a 12uM ,
tanto para la secuencia de 20 bases coma para la de 7 bascs (secuencia G). Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados antenommente, pagra ser posteriormente
lavadas 3 veces con buffer de fosfatos. La radioactividad fué determinada utilizando un

contador beta de centelleo liquido marca Packard (Meriden, CT).

Retencion Celular de los L-Bcl-2 As.

Células K562 cells {250,000 por pozo) fueron distribuidas en una placa de cultivo de
24 pozos conteniendo 0.3 m| de medio/pazo. Dos horas después fueron afladidos 12 uM
de oligos marcados con [{?PJATP, tanto del oligo de 20 bases como el de 7 bases
(secuencia G). Después de 12 horas de incubacion las células fueron lavadas tres veces
con buffer de fosfatos, antes de ser resuspendidas en medio libre de oligos, por O a 48 h.
Al final de estos intérvalos de tiempo las células fueron lavadas tres veces con una

solucidn de buffer de fosfatos y pesteriorinente fu€ determinada su radioactvidad.
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Western Blot para las Proteinas Bcl-2 y Bax.

Doscientas mil células/pozo fueron dstribuidas en una placa de cultivo de 6 pozos,
conteniendo 3 ml de medio. Posteriormente fueron incubadas con 8 y 10 uM de L-Bcl-2
As de 20 bases y de 7 bases de longitud (secuencia G) a 37°C. Las células sin
tratamiento fueron también mantenidas en medio de cultivo. Las células fueron
removidas al tercer dia y lisadas en 40 gL de buffer de [isis (1% Triton, 150 mM NaCl,
25 mM Tris, pH 7.4) manteniendolas en bafio de hielo por 30 min,, después se
centrifugaron g 12,000g por 10 min; los sobrenadantes [ueron recuperados y se determind
el contenido de proteinas totales. Los lisados fueron entonces mezclados con un buffer de
muesira conteniendo 1% de SDS y{% (-mercaptoetanol, y ilevados a ebullicion per 5
min. St realizd una electroforésis en geles al 12% de poliacrilamida dodecil sulfato de
sodio, utilizando 10 microgramos de cada uno de los lisados celulares. Posteriormente se
electro-transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y fueron bloqueados con una
solucion al 5% dec lcche deshidratada sin grasa. Las membranas fueron incubadas
entonces con un anticuerpe monoclonal de ratén anti-humano para Bcel-2 o con un
anticuerpo policlonal de conejo anti-humano para Bax (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA) a 4°C por toda la noche. Después de lavarse e incubarse con con el
repectivo anticuerpo securdario, ya sea anti-ratén o anti<onejo (Amersham Life
Sciences, Cleveland, OH), las membranas fueron reveladas usando un sistema de
incremento en la gquimiolumuniscencia (Amersham). Un andlisis densitométrico fué
llevado a cabo a partir dc esos resultades en los Western Bloats, utilizando el sistema
Alphalmager™ 2000 (Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA)., Después de la

visualizacidn de las proteinas Bel-2 y Bax, la membrana fué nuevamente incubada ¢on el
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anticherpo monaclonal anti-Actina (Sigma, St. Louis, MO) para asegurar que las
diferencius observadas en la expresion de las proteinas no eran debidas a una carga

desigual de las muestras en los diferentes pozos.



RESULTADOS

Efecto de la Longitud de los Oligos en el Crecimiento de una Linea Celular
Trunsfomada de L¥.

Cuatro oligos de diferentes longitudes (15, 11, 9 y 7 bases) fueron incorporados
en lipospmas para observar su efecto en la inhibicion del crecimiento en células CJ, Las
concentraciones de los L-Bcl-2 As fueron de 2-12 uM. La méxima inhibicién fué
observada en las células CI cuando se utilizé una concentracién de oligos de 12 pM
(Figura 3.1); es base a esto, cl resto de {as sequencias cortas fueron también adicionadas a
las células CJ a una concentracién de 12 uM (Tabla 3.1). Con todos los oligos probados

se observé inhibicion del crecimiento celular.

Analisis Estadistico.

Cansiderando que los datos tienen una distibucion nurmal fu€ utilizado el andlisis
ANOVA para detecminar si existen diferencias entre las secuencias utilizadas. Este
andlisis mostré que existe una diferencia en la media general de los datos (F = 7.426, P
<0.01). Posteriormente se compararon las varianzas entre Jos grupos usando l1a prueba de
Levene (deatro del andlisis del ANOVA). El resultado obtenido mosard que las varianzas
entre Yos grupos fueron homogéneas (L = 0.610, P = 0.747) (Tabla 3.2). Postenormente
se confirmd el resultado utilizando la prueba de contrastes maltiples de Scheffe (Zar,
1999) la cual mostré gue la homogeneidad observada eatre la media de los grupos no

estaba relacionada con la longitud del oligo.
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FIGURA 3.1 L-Bcl-2 As inducen inhibicion del crecimiento en células CJ. 30000
celujas/pozo fueron dstribuidas en una placa de 96 pozos, con 0.1 ml de medio y fueron
incubadas con 2-12 uM de L-Bcl-2 As, liposomas vacios o can L-Bcl-2 control por §
dias. La viabilidad dc las células fué determinada por un ensayo no radioactivo de
proliteracion celular, Celltiter 96®Aqueous, como se describe en el texto. B, oligo

control; O, liposamas vacios; O, oligo de 20 bases; A, oligo de 7 hases.
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TABLA 3.1

Efecto de Ia [ongitud de los oligos en el crecimiento de una linea celular de LF*

Secuencia A B & D E F G H

Tamaiio de) Oligo (No. de bases)*

9 i

L5 11
% de Viabilidad (+ DS)"

Exp. No.

I 16(3) 1(0) 28(2) 4(0) 26(1) 33(8) 0() 5I)
2 25() 114 39(10) 10(0) 54(13) 63(8) 48(3) 50(2)
3 54(5) 41@) 43(11) 35(6) 23(8) 3I8@) 53(13) 69(13)
4 0 32 55(9) 28(2) 58(13) 68(11) 59(6) 8I(I2)
5 1O 41® 30 50 7369 30()  62(9  23()
6§ 2000 10 00 2@ 30 4@  18(1) 4603

7 0(0) 0@ ND* 0 ND* ND* ND¢ ND*

*Todos los L-Bcl-2 As de diferentes tamafos mtubicron el crecimiento celular de las

ceélulas CJ. 30,000 células CJ/paza feeron incubadas con [2 M de L-Bcel-2 As por §

dias.

PEl crecimiento celular fué medido utilizando el ensayo no radioactivo de proliferacion

celulur Celltiter 96 Aqueous.

‘No determinado.
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TABLA 3.2
Estadistica descriptiva de la viabilidad celular pura oligos de diferentes longitudes

12 M de L-Bcl-2 As

Secuencia Nimerode  Mediadela  Desviacion Minima Mixima
Experimentos D.O! Estandar D. 0. D. 0.
A 21 0.1316 0.[715 0.0050 0.6340
B 21 0.1840 0.1849 0.0040 0.5280
C 13 0.2928 0.2331 0.0030 0.8140
D 24 (0.2296 0.2392 0.0190 3.9100
E 18 04696 0.2179 0.2220 0.8430
L 18 0.3879 0.2441 0.0260 0.6860
G 18 0.4338 0.2522 0.0050 0.9320
H 18 0.4967 0.2351 0.2050 09510

*El ANOVA mostré una diferencia siguificativa entre las medias de [os § tratamientos

(F=7.426 P<0.01)
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Inhibicién de la Expresion de la Proteina Bel-2 Utilizando L-Bcl-2 As,

El efccto en 12 expresion de la proteina de Bcei-2 en céluias CJ fué detcrminado
utilizando dos diferentes tamanios de oligos: 20 y 7 bases (secuencia G) mediante la
técnica de Western Blot. Cuando las células fueron tratadas con 8 UM de L-Bcl-2 As
tanto de 20 como 7 bases, disminuyeron los niveles en la cxpresion de la proteina Bel-2
(Figura 3.2). Mediante un registro densitométrico se analizo la relacién de Bel-2 con la
proteina Actina, observandose una inhibicion en Jos niveles de la proteina Bel-2 hasta de
aproximadamente 60% con los L-Bcl-2 As de 20 bases y 66% con el de 7 bases. Se
observ$ una disminucion mayor en la expresion de [a proteina Bax cuando se utiliz$ et
oligo de 7 hases, en comparacion con el de 20 bases. El andlisis densitométrico reveld
una disminucion en la expresion de Bax en un 13% con et L-Bg¢l-2 As de 20 bases, y un

33% con ¢l de 7 bases.

Captacién Celular de L-Bcl-2 As.

En esta seccidn estudiamos la captacion celular de los P-etoxy oligas encapsulados
en liposomas, tanto de 20 bases como el de 7 bases (secueacia ). La cinética de ¢stos
oligos mostré que la mdxima captacidn celular fu€ aproximadamente a las 10 h de
1ncubacion (los datos no son mostrados aqui). A partir de estos datos decidimos estudiar
la captacién de oligos a diferentes dosis con un periodo de incubacién de 10 h. Se
utilizaron concentraciones de 2 to 12 pM de oligos marcados con [’P]ATP,
observandose un incremento e la radioactividad asociada a las ¢élulas, en el rango de 2-
10 uM. (Figura 3.3). La captacidn celular de 10s oliges se incrementd proporcionalmente

con la cantidad de oligos adicionada, registrandose Ja maxima captacidn caon una
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FIGURA 3.2, Western Blot de las proteinas Bel-2 y Bax. Las células CJ fueron
incubadas con los L-Bcl-2 As de 20 y 7 bases de longitud por 3 dias. Los lisados
celulares fueron preparados y estandarizados en la concentracion de proteina como se ha
descrito previamente. Las bandas de las protefnas fueron visualizadas mediante un
incremento en la quimioluminisencia.

*Se realizd un analisis densitométrico en los Western Blots para medir la relacién entre
Bcl-2/B-actina y Bax/B-actina.

*El grado de inhibicidn de Bcl-2 fué obtenida por (i-proporcidn de Bel-2:B-actina en las
células tratadas/proporcion de Bel-2:f3-actina en células no tratadas) X 100%.

‘El grado de inhibicion de Bax fué€ obtenido por (1-proporcion de Bax-2:P-actina en las

células tratadas/proporcion de Bax-2:(3-actina en células no tratadas) X 100%.
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FIGURA 3.3. Captacién de L-Bcl-2 As radioactivos por células K562, 250,000
clulas K562/pozo fueron dsiribuidas en una placa de 24 pozos con 0.3 ml de medio ¢
incubadas con D-12 uM de L-Bcl-2 As marcados con [*P] ATP, por un periodo de 10 h.

W, oligo de 20 bascs; Q, oligo de 7 bases.
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concentracién de 10 uM. Approximadamente 180 a 200 pmol de oligos por cada | X 10°

células fueron captados después de 10 h de incubucion,

Retencion Celular de los L-Bcl-2 As,

Stguiendo con los anélisis de captacion de oligos, se estudid la retencidn intracelular
de los L-Bel-2 As, tanto de 20 como de 7 bases de longitud (Figura 3.4). Se incubaraon las
células con los vligos marcados con ["P]JATP durante 12 h, se lavaron y posterniormente
fueron incubadas por 48 h en medio libre de oligos. Dentro de un periodo de 8 h de
incubacion, se encontrd que lu radivactividad asociada con las células dismineyd en
aproximadamente 50% al utilizar el aligo de 7 bascs, mientras que para el oligo de 20
bases se requirid un perfodo de aproximadamente 16 h para observar una disminucion del
50% en la radicactividad asociada a los oligos. La incubacién se prolongd hasta un
periodo de 48 h pero no se observd disminucion en los niveles de radioactividad para

ninguno de los dos oligos probados,
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FIGURA 34. Retencién de L-Bcl-2 As por células K562. Las células K562 fucron
incubadas con 12 pM de L-Bel-2 As marcadus con ['’P] ATP porlQ h, posteriormente

fueron tavadas e incubadas en mediv fresco por un perivdo de 0-48 h. W, oligo de 20

bases; A, aligo de 7 bases.
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DISCUSION

Los resultados obtenidus en ¢l presente estudio indican que los L-Bel-2 As oligos
utilizados agui, que oscilan entre 7 y 20 bases de longitud pueden inhibir especificamente
el crecimuento de células de LF que portan la translocacion t(14;18) y sobre-expresan la
proteina Bcl-2. Se observé también que no existe diferencia significativa en la captacién
celular y la retencidn de los dos oligus aralizados, tanto de 20 como de 7 bases de
longitud,

Hemos llevado a cabo experimentos in vitre en células de LF utilizando cinco
diferentes longitudes de P-etoxy oligos: 7, 9, L1, 15 y 20 bases de longitud. Cuando
utilizamos una concentracidn de 12 uM de L.-Bcl-2 As, en las células CJ observamos una
intbicion en el crecirmientoe coa todos los diferentes oligos, incluyendo el de 7 bases de
longitud (Tabla 3.1). Fué en base a estos resultados que decidimos comparar la secuencia
del oligo mds corta, el de 7 bases (secuencia G) con el oligo de mayor longitud (20
bases). Se obtuvo aproximadamente un 90% de inhibicidn en el crecimicato con 12 pM
de oligos, tanto de 20 como de 7 bascs (Figura 3.1). Sin embargo, ninguno de los das
oligos indujo inhibicion del crecimienty (<10%) en la linea celular utilizada como
control. Estos resultados sugicren que ambos oligos antisentido son especificos para
células que contienen Lu translocacion y un alto nivel de expresidn de Bel-2,

Los andlisis estad(sticos realizados ruestran que las diferencias observadas en la
ntubicidn del crecimiento entre los grupos no estaban relacionadas con la longitud de los
oligos. Confirmamos posteriormente que los efectos en [a inhibicién del crecimiento
estaban relacionados con la inhibicion de la proteina Bel-2 (Figura 3.2). El analisis de

Western Blot mostrd que un 60% de la inhibicién en la protefna Bel-2 fué obscrvado con
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el oligo de 20 bases y un 66% con el de 7 bases, lo cual implica que la actividad
inhibitoria de Bcl-2 s¢ mantuvo aidn con la secuencia mds corta de los oligos antisentido.
La captacion celular de las diferentes concentraciones de oligos han demostrado que para
ambas secuencias fa méxima captacién fué de 80-200 pmol de oligos/l X 10° células,
después de 10 h de incubactdn (Figura 3.3). Estos resultados son similares a los que
fuecon obtenidos per Tari et al, (Tari et al., 1996), quienes observaron que la captacién
méxima de oligos fué de 190 pmol de oligos/l X 10°células, utilizando metilfosfonato
oligos encapsulados en liposomas, con un periddo de incubacién de 8 h. El patron de
captacién de los oligos en cste estudio es diferente del que fué reportado previamente por
Krieg et al. (Krieg et al., [991); en el cual encuentran que la captacion de los oligos se
incremento mds de LG veces ea un cultivo de células de bazo de ratén, después de 48 h de
incubdcion. Utilizando un sistema diferente, White et al. encontraron que la méaxima
captacion de oligos en un cultivo de queratinogitos fué a las 24 h (White et al., 1999),
Nosatros ahservamas que 1a mdxima captacion para ambas secuncias, tanto la de 7 como
la de 20 bases, fu¢ a las 10 h de incubacidn, Nosotros creemos que las caracteristicas de
captacidn para ambas secuencias sonm muy similares debido a que ambas estdn
encapsuladas en ¢! mismo tipo de liposomas; por lo tanto es posible que ¢l liposoma sea
¢t que determine ¢l mecanismo de captacién de los oligas. Nuestros resultados también
muestran yue la retencidn de los oligos no es dependiente de la longitud de [0s musmos.
Dado que la inhibicidn de las proteinas ¢s muy similar entre {a secuencia de 7 bases y la
de 20 bases, €sto nos sugicte que ambos oligos s¢ unen al mRNA con una afinidad
similar. En base a la unién al mRNA, cantidades similares de oligos pueden ser

manienidas dentro de las células, permitiendo un retenciéu similar de los diferentes
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oligos. En el presente estudio, atin después de un periodo de incubacién de 48 h, el 30%
de los oligos tanto de 20 como de 7 bases de longitud fueron retenidos dentro de las
células. (Figura 3.4). La siguiente fase de estudio de este trabajo serd determinar la

actividad antitumoral de estos diferentes L-Bcl-2 As en modelos animales experimentales

portadores de tumores causados por LF.
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CONCLUSIONES

¢ Nuestros resultados indican que tanto las secuencias de 7 bases como la de 20 bases

de longitud pueden inhibir especificamente la expresién de la proteina Bcl-2.

¢ Ambas secuencias presentan un patrén farmacoldgico muy similar.

¢ Ninguno de los oligos induce inhibicién del crecimiento en una linea célular ntilizada

como control y que es negativa para la translocacién t(14;18).
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CAPITULO IV

EFECTO DE P-ETOXY OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO
INCORPORADOS EN LIPOSOMAS DIRIGIDOS HACIA BCL-2 EN

MODELOS ANIMALES
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RESUMEN

La translocacion (14;18) se encuentra en la mayorfa de de los LF y en algunos
linfomas de células B. Esta translocacidn da como resultado la regulacion del gene bef-2
y juega un papel muy importante en la oncogénesis. Nosostros hemos demostrado
previamente que fos liposomas pueden incremeatar la captacion intracelular de los P-
etoxy oligos, los cuales son andlogos hidrofdbicos dc fosfodiesteres,y que los L-Bel-2 As
pueden inhibir selecuvamente Ja produccion de Bcl-2, nduciendo inhibicion del
crecimiento ¢n dineas celulares de LF. Nosotros estudiamos si los L-Bcl-2 As pueden
inhibir el crecimiento de LF humano implantade de ratones desnudos y ratones con
mmunodeficiencia combinada scvera (SCID). Una vez establecido ¢! modelo del linfoma,
los ratones fueron tratados con los L-Bel-2 As, asi como también con los contrales de
mezcla de bases (Bcel-2 control), y liposomas vacios. Los ratones desnudos fueron
sacrificados el dfa 78, encontrdndose el desarrollo de tumores en las controles, sin
embargo, esto no ocurrio en los ratones tratados con los L-Bel-2 As. En el modelo de los
ratones SCID, a las seis scmanas de tratamiento, el pesa corporal de los ratones sin
tratamiento fué muy similar a los ratones tratados con liposomas vacios o con L-Bcl-2
control. Estos resultados demuestran el modelo del LF portador de la translocacién
(14;18} y la capacidad de modificar el proceso del desarrollo del linfoma con el use de
aligos antisentido dirigidas al gene bel-2. La reduccién de los niveles de la prateina Bel-2
supnime el potencial oncogénico de estas células de infoma, las cuales juegan un papel

csencial en el desarrollo de la enfermedad.
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INTRODUCCION

EI LF es una de las patologfas mds comunes de las células B (Ersboll et al., 1989).
Aunque la respuesta 4 la quimioterapia ey buena, las recaidas son inevitables,
presentandose una iransformacion a un tipo histolégico mds agresivo y una tendencia a la
resistencia a drogas (Cullen et al., 1979) (Risdall et al., 1979) (Garvin et al., 1983). La
translocacién cromosdomica t(14;18) es altamente especifica para los LF y las
yuxtapusiciones del gene bel- 2 uniéndose a la cadena pesada de la immunogloubiaa (IgH)
(Bakhshi et al., 1935) (Weiss et al., 1987). Estos re-areglos resultan en la desregulacion y
sabreproduccion del gene beil-2 (Cleary et al., 1986), el cual se sabe bloquea la via de la
apoptosis (Hockenbery et al., 1990). Es bien sabido que la reduccion en la expresion del
gene bel-2 represcnta un blanco de accidn para [as estrategias terapéuticas. Hasta la fecha
se ha desarrollado una terapia sulisfactona ¢u el tratamuento de LF, siendo necesario ¢l
cstablecimicnto de modelos animales para cstudiar la historia natural de la cofermedad y
para tnonitorear la terapia de intervencion. Para este propdsito hemos utilizado un modelo
de ratones desnudos y SCID, con la finalidad de establecer un modelo in vivo para el LF
portador de la translocacion t(14;18).

Hemos demostrado previamente que los liposomas pueden incrementar la captacién
intracelular de los P-etoxy oligos, un andlogo hidrofébico de los fosfodiésteres, y que los
L-Bcl-2 As de 20 bases de longitud puede inhibir selectivamente la produccidn de la
protefna Bcl-2, induciendo inhibicidn del crecimiento en lineas celutares de LF (Tormo et

al., 1998) (Tari et al., 1994). Similarmente, una secuencia mas cora del antisentido (7
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bases de longitud) pudo también inhibir especificamente [a cxpresidn de la proteina Bel-2
y el crecimiento celular de] LF (manuscrito en revision).

Las pruebas in vitro de la terapia anti-linfoma ha tenido considerables
limitaciones, y ha sido escencial el establecimiento de modelos in vive de la enfermedad
para evaluar radicalmente los avances en la terapia, antes de aplicarse a nivel clinico. Los
ratones desnudos y, mds recicntemente los ratones SCID han permitido tener un modelo
in vivo de un amplio rango de enfermedades hematoldgicas. Estos modelos fueron
seleccionados para cstablecer un patrdn del linfoma de céfulas B debido a que estos
ratones pueden portar los transplantes de leucermias linfociticas agudas (lambién de la
linea de células B) ya que proporcionan una distribucidn en los érganos muy similar a [as
leucemias en hurmanos (Kamel-Reid et al., 1991) (McCune et al., 1988). En este estudio
determinamos si los L-Bcl-2 As pueden inhibir el crecimiento celular de linfomas

foliculares humanos transplantados en ratones desanudes y SCID.
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MATERIALES Y METODOS

P-etoxy-oligos, los cuales son andlogos no i6nicos de fosfodiésteres resistentes a

nucleasas, fueron comprados de la compaiiia Oligos Etc. (Wilsonville, OR).

Secuencia de los P-etoxy oligos.

Fué utilizado un P-ctoxy oligo especifico para ¢l sitio de iniciacidn de la traduccion
(codones -2 al +4) del mRNAm humano para Bcel-2, el cual fué incorporado en
liposomas (Tormo ct al., 1998) (Gutiérrcz-Pucnie et al., 1999). De acuerdo a las

indicaciones del fabricante, la pureza de los P-etoay oligos fué estimada ea >90%

atilizando HPLC.

Antisentido Tamafio Secuencia

Bel-2 Antisentido 20 bases S'CAGCGTGCGCCATCCTTCCC3”
Control dc mczcla de bases 20 bases S TCGCCACTCGATCCTGCCCGI’

Lineas Celulares

Fué wtilizada una linea celular de LF, CJ, la cual ponta la translocacion t(14;18) y
sobre-expresa la proteina Bel-2. Estas células fueron aisladas de un pacieate con LF per
el Dr. Richard 1. Ford, Ir. {The University of Texas M.D. Anderson Cancer Center,

Depto. De Patvlogia Molecular).
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Preparacion de Liposomas

Los L-Bcl-Z As fucron preparados como se describié previamente (Tormo et 2l.,
1998) (Gutiérrez-Puente et al., 1999) mezclando los P-etoxy oligos antisentida con 1,2-
diokeotl-sn-glicerol-3-fosfocalina en presencia de tert-butanol. La mezcla fué sometida a
agitacidn cn un vorlcx y congelada en un bafic de acetona y CO, sélido, para ser
liofilizada. La muestra liofilizada fué posteriormente hidratada con solucién salina al
0.9%. Nosotros determinamos previamente que [a eficacia de la incorporacién de los P-

etoxy oligos en los liposomas fué de >95% ((Tan and Lopez-Bereste, 1997)).

Evaluaciin de las efectas inhibitorios de 1.-Bcl-2 in vive
Modelo 1: Ratones desnudos

Treinta ratones desnudos (nw/nu) de una edad aproximada de 5-6 semanas, fueron
inyectados i.p, con 3X10° CJ células. Fueron usados tres grupos de 10 ratones cada uno:
ratones sin tratamiento (grupo 1), ratones tratados con L-Bcl-2 As (grupo II) y ratones
tratados con L-Bcl-2 coutrof (L-Bcel-2 control} (grupe 111). Una semana después de la
implantacion del tumor los ratones de los grupos IT y I recibieroa una dosis 1.v, dos
veces por semand, de L-Bel-2 As oligos, o L-Bcel-2 control respectivamente. La dosis de
los oligos fué de 15 mg/kg de peso corporal. Los ratones que presentaban un estado
moribundo (lo cual se define cuomo un tamado de tumor que exceda los 1.5 am’). El
experimento fué concluido cn el dia 78, en el cual todos los ratones fueron sacrificados

medianie sobreddsis de CO, gaseosa.
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Mudelo 2: ratomes SCID

Veinticinco ratones SCID, de una edad promedio de 5-6 semanas fueron
inyectados i.v. con 20 X 10° células CJ cada una. La ddsis de oligos utilizada fué de 10 0
20 mg de oligo/kg de peso corporal. Ciaco grupes de 5 ratones cada une fueron
clasificados como sigue: fatones sin tratamiento (Grupo I), tratados con liposomas vacios
a una dosis de 20 mg (Grupo II), con L-B¢l-2 As 10 mg (Grupo III), con L-Bel-2 As 20
mg (Grupo IV) y ratones tratados con L-Bcl-2 control 20 mg (Grupo V). Una semana
posterior a la implantacién del tumeor, los ratones fueron inyectados dos veces por semana
con el tratamiento respectivo. El experimento fué concluido durante la sexta semana

cuando todos los ratones fucron sacrificados mediante la inhalacién de CQO,.

Histopatologia.

Corazén, pulmones, bazo, rifiones, intestinos, higado y médula osea fueron fijados
por inmersion en vaa solucién buffer de formalina al 10%. Los tejidos fueran embebidos
en bloques de parafina a partir de los cuales se cortaron seccioncs de 2 a 4 pm, los cuales

fueron tenidos con la técnica de hematoxilina y eosina.
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RESULTADOS

Modelo 1: Ratones desnudos
Sabrevivencia:

En el dia 78, 6 ratones de los grupos [ y III prescutaban un ¢stado moribundo por
lo cual fueron sacrificados, a diferencia de los ratones del grupo II ea el que solo 3

ratones estaban afectados.

Histopatologia:

Las obscrvaciones patolégicas mas comunes fueron hiperplasia linfoide y/o
Iinfoma. La segunda caracteristica patolégica més comin fué la invasidn de tumor en ¢l
bazo y ocasionalmente algunos ratones desarrollaron también tumores en rifiones,

pancreas, pultndn, peritoneo y médula gsea.
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Efectos histopatoldgicos de los oliges en ratones desnudos

TABLA 4.1.

Observaciones Ratones sin L-Bcl-2 As® L-Bc¢l-2 control®
tratamiento®
Ratones que presentan lesiones, 910 6/9 718
hiperplasia y/o tumor en los
Organos examinados
Ratones que no presentan lesiones 1710 319 1/8
aparentes y/o lumor en los
organos examinados
Ratones que presentan tumor en el 10 2/9 78
bazo
Ratones que no presentan umor 3/10 779 1/3

aparente en el bazo

* Nimero total de ratones (tejidos) analizados=10

® Nimero total de ratones (tejidos) analizados =9

“Numero total de ratones (tejidos) analizados =8
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Modelo 2: ratones SCID
Sabrevivencia:

Los ratones fueron sacrificados después de recibir 12 inyecciones del tratamiento
correspondiente. Los ratones fueron sacrificados debide a que el grupo sin tratamiento
(grupo I} y los tratados con liposomas vacios (grupo M), asi coma los del grupo tratado
con L-Bcl-2 control (grupo V) presentaban un estado maribundo, con pérdida dramdtica
de peso (Tabla 4.2) y pérdida de la coordinacién motora, asi como incapacidad para
commer 0 beber. Sin embargo, los ratones tratados con 10 mg de L-Be-2 As (grupo IOT) y
los tratados con 20 mg de L-Bel-2 As (Grupo IV) mostraron un incremento en ¢l peso

corporal (Figura 4.1) y presentan una condicidn general saludable.
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TABLA 4.2

Efecto de la administracion de oligos en el peso de ratones SCID a las seis semanas

de tratamiento®
Peso def ratén (g)
- Peso Sin Liposomas L-Bcl-2 As L-Bcl-2 As L-Bcl-2
n
2 inicial tratamicnto vacios (10 mg) (20 mg) —
(20 mg)

(20 mg)
1 8.5 7.8 6 15.4 17.5 1.5
P 6.9 8.2 59 16.3 18,6 1.8
3 7.2 7.5 6.5 16.1 19.1 76
4 7.1 79 6.4 15.8 17.9 7.7
5 7.0 8 6.8 17.0 18.7 79

Media®  69(0.27) 7.8({0.26) 63(037) 161(06) 183(06) 7.7(0.16)

*La prueba de t (P<0.01) mostrd diferencias significativas entre los grupos tratados con
L-Bcel-2 As y los grupos sin tratamiento, tratados con liposomas vacios o los tratados con

L-Bc¢l-2 control.

*Todos los valores fueron expresados como la media (SD).
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Aaftones sanos

20 =
-
o (54 ‘M [ Ratones portadares de tumar
= A sin lratamiento
Q R
=
8 [/
= [~ Ratones portadores de tumor
£ /|IHHH A tratados con tippsomas vacios
W A (20 mg/Kg)
~ f,:N RN
) - %
2 A A ,\\ R4 Ratones porladores de tumor
R e LR : tratadas con L-8¢l-2 As
SO 2 ‘\ (10 mg/Kg)
e NN
\l_‘\:x:g ) S, o
R ;&\ k8 Ratones portadoces de tumor

tratados con L-Bc¢l-2 As
( 20 mg/Kg)

E Ratones portadores dé tumor
tratados can L-Bcel-2 contro!
(20 mg/Kg)

FIGURA 4.1. Efecfo de la administracion i.v. de L-Bcl-2 As, L-Bcl-2 control y

liposomas vacios en ratones SCID.
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DISCUSION

Hemos demostrado previamente que los L.-Bcl-2 As pueden regular la expresién
de la proteina Bcl-2 en cultivo de tejidos (Tormo et al., 1998) (Gutiérrez-Puente ¢t al.,
1999). En este capitula reportamos la eficacia de estas mismos moléculas antisentido
encapsuladas en liposomas in vive, utilizando modelos animales de ratones desoudos y
SCID. Reportes previos de trabajos llevados a cabo por Cotter et al. y por de Kroon et al.
han demostrado capacidad para establecer un modelo de ratones SCID utilizando un
linfoma de células portadoras de la translocacién t(14;18) (Cotter et al., 1994) (de Kroon
ct al., 1994) y la eficacia de los antisentidos dirigidos hacia ¢l oncogene bcl-2 in vivo

(Pocock et al., 1995).

En nuestre modelo de ratones desnudos, la regulacién rio abajo de la proteina Bel-2
L-Bgl-2 As mostré casi una completa abolicion del crecimiento del linfoma en bazo
(Tabla 4.1}, con 7/9 ratones que aparentemente no presentaron tumor en el bazo,
comparados con los ratones sin tratamiento (3/10) y los ratones tratados con L-Bcl-2
control (1/8). Esto se comelaciona con nuestros resultados previos de la distribucidn en
tejidos utilizando L-Bcl-2 As (Gutiétrez-Puente ¢t al., 1999), doude las concentraciones
mds altas de L-B¢l-2 As fueron encontradas en bazo, higado y en una menor cantidad en

inédula dsea, drganos que son las principales portadares de tumores en el LF.

Nasotras queremas comparar este madelo de ratones con el modelo SCID, utilizando

la misma linea celular para examnar los efectas de los L-Bcl-2 As contra el crecimiento
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de tumores in vivo utilizando el peso corporal como pardmetro a medir (Figura 4.1).
Después de seis semanas del comienzo del tratamiento, ¢l peso corporal de los ratones sin
tratamiento fué muy similar al del grupo tratado con liposomas vacios o a los del grupo
tratado con L-Bcl-2 control (Tabla 4.2). Sin embargo, los ratanes tratados con dos
diferentes dosis de L-Bcl-2 As mostraron un incremento en el peso corporal de hasta casi
tres veces mds. Nuestra explicacion para estos hallazgos es que [a regulacién negativa de
la eapresion de Bel-2 en una ¢élula que es altamente dependiente de la expresion de la
proteina Bcl-2 para su sobrevivencia, lleva a la misma a la muerte mediante el proceso de
apoptosis. Esta hipltesis esta basada en nuestros resultados previos en los cuales L-Bcl-2
As disminuyé la expresion de Bcel-2 en un fenémeno dependiente de la dosis, y causéd
también inlubicidn del crecimiento en la linea celular CJ) (Tormo et al., 1998). Ademds,
mostramos que uno de los mecanismos por los cuales L-Bcl-2 As induce inhibicién del
crecimiento en estas celulas de LEU es mediante induccidn apoptatica, dado gue las
células tratadas tuvieron un incremento en el indice apoptdtico y en la fragmentacidn del
DNA (Tormo et al., 1998). Por lo tanto, mediante la regulacidn negativa de la expresidn
de Bcl-2, la célula pucde no ser capdz de recobrarse y por consiguiente morir,

previniendo de esta forma la formacion de tumores.

Nuestros resultados son similares a los encontrados por Cotter et al. (Cotter et al.,
1996). Ellos implantaron en ratones SCID céluas DoHH-2, las cuales fueron
abtenidas de un paciente con linfoma de células B portadoras de la translocacién
t(14;18) y mostraron una eliminacion casi completa del linforna, en un 83% de los

ratones tratados can el antisentido para Bcl-2 G3139. Sin embargo, cllos necesitaron
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pre-tratar las células del LF con oligos antisentido para Bcl-2 antes de inocularlas en
los ratones SCID. En nuestro caso, nuestros resultados sugieren una aplicacion
alternativa para ¢! tratamiento de linfomas que pudiera ser usada in vivo para regular
rio abajo la expresion de Bcl-2. Tratamientos futuros basados en los blancos
moleculares de las células del linfoma y determinando la eficacia de los tratamientos
en modelas animales nos dard, al menos, un conocimiento empirico del tratamiento
de los linfomas en general. En conclusiég, en este estudio hemos alterado la biologia
de las células transformadas del linfoma, utilizando oliges antisentido para Bcl-2, lo
cual demostré que alterar la expresion de Bcl-2 ofrece un posible blanco en el

tratamienta terapéutico de los LF.
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CONCLUSIONES

¢ Los oligos antisentido dirigidos hacia Bel-2 mostraron actividad antitumoral en los

modelos de LF utilizando ratones desnudos y ratones SCID,

¢ Alterar la expresién de Bel-2 es una alternativa en el tratamiento terapéutico de los

LF
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