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Introduccion

1. CANCER

El cancer es una de las principales causas de meertd mundo y puede llegar
convertirse en la causa mas comun en el futurokyRi&., 2005). A pesar de los recien
avances en el conocimiento de las bases molecuetesancer y del desarrollo duevas
terapias para su tratamiento, esta enfermedad signdo una de las principales causa:

mortalidad en el mundo civilizado (Debatin, K.MOUB).

El cancer es un proceso de crecimiento y disentinaoicontrolados de célul (Figura
1). Puede apacer practicamente en cualquier lugar del cuefpsta divisidn celula
incontrolada da lugar a un tumor o nédulo. CuamdocElulas que constituyen dicho tumot
poseen la capacidad de invadir y destruir otroariyg, hablamos tumores benign. Pero
cuando estas células ademas de crecer sin confrehquevas alraciones y pued¢ invadir
tejidos y 6rganos al alrededor (infiltracion), trasladarse y proliferar en otras partes
organismo (metastasis), hablamo: tumor maligno, que es a tpue llamamos canc No en
todos los canceres aparece un nodulo. En las léaséas células alteradas crecen e invads

médula 6sea. Con el tiempo, las células salentatiex e invaden la sangre y otros 6rga

§ =0
O SR o

@
\

(www.aecc.es).

No Tumor

W

!

N
©\
i
;@

®

Figura 1. Desarrollo del cancer Imagen adaada de Visvader, J.ECells of origin in cancerNature, 2011;
469(7330):314-22.

®
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-

Muchos tipos de cancer se podrian prevenir evitda@xposicién a factores de ries
comunes como el humo de tabaco. Ademas, un pojeeimportante de canceres puel
curarse mediante cirugia, radioterapia o quimipiaraspecialmente si se detectan en une

temprana (www.who.int/es).
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El cancer es una de las principales causas delidada el nimero total de casos esta
aumentando en todo el mundo. Se prevé que, a niwveldial, la mortalidad por cancer
aumentara un 45% entre 2007 y 2030 (pasara deilloghe@s a 11,5 millones de defunciones),
debido en parte al crecimiento demografico y aleggoimiento de la poblacién. En las
estimaciones se han tenido en cuenta las ligethgec®mnes previstas de la mortalidad por
algunos tipos de cancer en paises con grandesosc@e estima que durante el mismo periodo
el numero de nuevos casos de cancer aumentarg 3leniltbnes en 2007 a 15,5 millones en
2030. En la mayor parte de los paises desarrolleldedncer es la segunda causa principal de
mortalidad después de las enfermedades cardioaassyy los datos epidemiolégicos muestran
el comienzo de esta tendencia en el mundo menasrdiesdo, en particular en los paises «en
transicion» y paises de ingresos medianos, porpdjeam América del Sur y Asia. Mas de la
mitad de los casos de cancer se registran ya eagpah desarrollo (www.who.int/es) (Figura
2).

Estimated age-standardised mortality rate per 100,000
All cancers excl. non-melanoma skin cancer: both sexes, all ages

<793 < 89.2 <1014 W <1149 W < 185.2
GLOBOCARN 2008 (IARC) - 22.6 2011

Figura 2. Mapa de mortalidad de cancer segun paiselsnagen tomada de GLOBOCAN 2008.
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Los principales tipos de cancer son los siguiefwww.who.int/es):
« pulmonar (1,4 millones de defuncion:
+ gastrico(740.000 de defuncione
« hepético (700.000 de defuncion
« colorrectal (610.000 de defunciont

« mamario (460.000 de defuncion:

El cancer de pulmén mata a un mayor numero de gguecualquier otro tipo ¢
cancer, y se prevé un aumento de esta tcia hasta 2030 a menos que se intensifique
actividades de control mundial del tabaquis Algunos tipos de cancer, como los de prés
mama y colon, son mas frecuentes en los paisesaksdos. Otros tipos de cancer, como
de higado, estdbmagp cuello uterino, son mas frecuentes en los pagseslesarrollo

www.who.int/es).

Los tipos de cancer mas frentes en mujeres son los d&ma, cérvix, colorrect y
pulmén (Figura 3)En hombre:son los de pulmédn, pstata, estbmago y colorre« (Figura 4) (

www.who.int/es).

' Mama
Colorrectal
Cuello de utero

B Pulmén
B Estomago
M Utero
Higado
288,654 (8 6%) = gva.go
iroides
Otros

458,503 (13.7%)

1,166,440 (34.9%)

275,008 (8.2%)

24177 (0.7%)
140,163 (4.2%) ,
217,302 (8.5%) ——— &

73,854 (2.2%)

Figura 3. Mortalidad de cancer en mujere. Imagen adaptda de GLOBOCAN 200

427 586 (12.8%)
273489 (8.2%)
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1,109,203 (26.3%)

948,993 (22.5%)

143 555 (3.4%)~_g 258,133 (6.1%)
109,484 (2 6%)
112,308 (2.7%)

276,007 (6.5%)
477616 (11.3%)

— 320,397 (7.6%)

463,930 (11.0%)

EEEENET"ENE

Figura 4. Mortalidad de cancer en hombre. Imagen adaptla de GLOBOCAN 200

Pulmén

Préstata

Colorrectal
Estomago

Higado

Esofago

Vejiga

Linfoma no-Hodgkin
Leucemia

Otros

La aparicién de cancer se ha asociado a variosréactle riesgo comunes, a sa

Fumar 30%

Rayos de sol 3%

un modo de vida poco sano (consumo de tabaco yd@lcdieta inadecuad

falta de actividad fisica

exposicidn a carcindgenos (por ejemplo amiantogleentorno laboll o en el

medio ambiente (por ejemplo por contaminacion ttelen locales cerrado

radiacion (por ejemplo ultravioleta o ionizante)algunas infecciones (p

ejemplo hepatitis B o infeccion por virus del

(Www.who.int/e).

Infeceion 1024 Radiacion 1%

Aleohoel 3% Otras Trabajo 4%

causas 12%

Figura 5. Factores de Riesgo asociados a cancer

Alimentacion 35%

papie.  humano

Contaminacion 2%

El envejecinento es otro factr comlnen la aparicion del cancer. La incidencia cta

enfermedad aumenton la edad, muy probablemente porque se van aandwlfactores d

riesgo de determinados tipos de cancer. La acuiunlageneral de factores de riesgo

combina con la tendencia de los mecanismos dea@parcelular a perder eficacia con la e

(www.who.int/es).
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Introduccion

Los avances cientificos y tecnoldgicos de los @wsrafios han proporcionado nuevos
conocimientos sobre la aparicion, desarrollo yionemto del cancer, lo que se traduce en una
mejora de los diagnoésticos, de los tratamientotadenfermedad y una disminucién de los

efectos secundarios derivados de ellos (Roser@H#al, 2009).

Las principales modalidades de tratamiento samgf@Er radioterapia y quimioterapia.
Aunque, también puede administrarse otro tipo daptas especificas para algunos tumores
como la hormonoterapia, la inmunoterapia, el tra&ato con laser, la crioterapia, la terapia
génica, etc. (www.cancerquest.org). El empleo dewnotra terapia depende del tipo de cancer
y del paciente. Los mejores resultados son obtenildgola combinacién de una terapia local
(cirugia, radioterapia) y otra sistémica (quimiafga), la cual puede acceder a todas las células

tumorales que se hayan desarrollado y disemina@baganismo.

Los agentes quimioterapicos son una gran variegaddnacos (agentes quimicos
citotoxicos) capaces de destruir las células céypeeas que componen el tumor con el fin de
reducir y/o eliminar la enfermedad y pueden utieaseparadamente como monoterapia o bien

en combinacion (Klimes, D., 2009).

Los compuestos quimioterapicos que se emplean @atamiento del cancer pueden

ser divididos en distintos grupos (Flérez, J., 2008

. Farmacos antimetabolitoactian en la fase de sintesis del ciclo celuaque

interfieren en la sintesis de DNA y RNA. La mayos@n analogos estructurales de los
metabolitos. Normalmente, interfieren en los prosese crecimiento y division, razén por la
gue se pueden incorporar a las moléculas de DNANA,Ry desde alli transmitir falsos

mensajes. Otros inhiben enzimas especificas né@gspara la sintesis de compuestos

esenciales. Su eficacia, en general, es maximalodarproliferacion celular es rapida.

. Productos naturales

a) Inhibidores de la mitosisEjercen su accion citotdxica porque, tras
unirse a la tubulina, inhiben la mitosis. La acoénlos microtabulos varia: pueden
inhibir su formacién (alcaloides de Y4nca o, por el contrario, incrementarla y
estabilizarla haciéndola poco funcional (taxan8ghn activos en una determinada

fase del ciclo celular, provocando su cese en iamstaf
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b) Inhibidores de topoisomerasdd.alcaloide de planta camptotecina y sus
anélogos topotecén e irinotecén, inhiben la topoégasa I. La topoisomerasa Il es
inhibida por los derivados de la podofilotoxinaofgisido y tenipdsido) y por

antibiéticos antraciclinicos (daunorubicina y daxucina).

c¢) Antibiéticos.Son de origen y estructura muy diversos y su menanie
accion también puede ser muy diferente: intercalantére cadenas de DNA, inhibir
topoisomerasas Yy alterar la membrana celular. Lgorfano son especificos del

ciclo celular.

d) EnzimasLa L-asparraginasa rompe el amino&cido asparraginando

de su actividad a la célula que no es capaz detigauto.

. Agentes alquilantes y formadores de enlaces en MA:DLos agentes

alquilantes muestran gran afinidad por el DNA ydesteinas, a los que adicionan sus radicales
altamente reactivos. Asi, producen enlaces entlenzg de DNA y otras transformaciones,
impidiendo su replicacion y transcripcion de RNA. &cidn tiene lugar en cualquier fase del
ciclo y su toxicidad puede ser diferida en formardstornos gonadales y carcinogénesis. Los
principales son: las mostazas nitrogenadas, comueleloretamina y el clorambucilo entre
otros; alquilsulfonatos, como el busulfano; lasrasibureas, como la cloroetilnitrosourea,

lomustina o carmustina; y otros alquilantes atipicmmo la dacarbazina y procarbazina.

. Diversas hormonaghipotalamicas, glucocorticoides, androgenospgstios y

gestdgenos) y sus correspondientes antagonistas rmsop eficaces en tumores

hormonodependientes.
2. DESARROLLO DE NUEVOS QUIMIOTERAPICOS

A pesar de los avances, los medicamentos quimpteside los que se dispone en la
actualidad tienen una eficacia limitada y careceminh verdadera especificidad por las células
tumorales. Estos farmacos son activos no solo dabreélulas tumorales, sino también sobre
las células normales, dando lugar a una citotoxétigue limita el tratamiento con los mismos.
El descubrimiento y desarrollo de nuevos medicaosetiles en el tratamiento del cancer es
uno de los principales retos, ya que en los ultimdss se ha observado un declive en la
produccién de agentes quimioterapicos que propmeciain avance clinico lo suficientemente

importante para que su uso sea aprobado.
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2.1 Selenio

Hace cuatro décadas, el selenio (Se) paso de eoasd un oligoelemento altamente
toxico a clasificarlo como un mineral esencial anprobar en estudios geogréficos que las
zonas con menor incidencia de cancer correspomrdiagiones con altos niveles de selenio en
el suelo (Shamberger, RJ., 1969; Brozmanova, 10)2@esde entonces, un gran numero de
evidencias indican que el selenio juega un papgbitante en la prevencion del cancer (Combs
G.F. Jr, 1998; Whanger, PD., 2004; Rayman, M.R252Chen, T., 2009).

Aunque su modo de accion anticancerosa no es atwddeconocido, se han propuesto
diversos mecanismos, como el de proteccién antoxéde las selenoenzimas, la inhibicién
especifica del crecimiento celular del tumor potabelitos de Se, la modulacion del ciclo
celular y la apoptosis, y el efecto en la reparadi@l DNA. Ademas, recientes estudios
sugieren que el selenio tiene un potencial queolm se emplea en la prevencion del cancer,
sino que también en el tratamiento contra el cadoade en combinacién con otras drogas
antitumorales o radiacion, puede incrementar laaef de la terapia contra el cancer (
Brozmanova, J., 2010).

El selenio por si mismo no es anticanceroso. Lavidatl biologica del selenio es
resultado de la accién de una gran variedad deboldtzs de selenio. Este efecto no es
organoespecifico, ya que se ha documentado indibitimoral en la glandula mamaria,
higado, piel, pancreas, esofago, colon, préstagm yalgin otro tejido. Se ha comprobado
también que pequefias modificaciones en la esteudilos compuestos pueden tener efectos
sorprendentes en la actividad biologica (Chen2009).

La efectividad de los compuestos de selenio conemtag quimiopreventivos parece
gue esta relacionada con el papel que jueganregugacion del ciclo celular, ya que estimulan
la apoptosis e inhiben la migracion de células tates evitando que invadan otros tejidos
sanos (Zeng, H., 2008).

Los niveles de selenio en la dieta pueden prevenahos tipos de cancer. El efecto de
los compuestos de selenio en las células es depgedde la concentracion y de la
composicion. A altas concentraciones, los compsedoselenio pueden ser tanto citotoxicos
como posibles carcinogénicos (Spallholz, J.E., 199dr el contrario, niveles bajos de selenio
pueden dar diferentes patologias como alteracioastiovasculares, problemas articulares y
musculares, etc. (Finley, J.W., 1998).
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Ademads, el estado del selenio y la variacion geaéte pruebas individuales podrian
representar razones adicionales para los resultedysivos (Hurst and Fairweather-Tait 2009;
Platz and Lippman 2009; Rayman et al. 2009). Sibaggo, la mayoria de los estudios en
animales han mostrado que tanto los compuestosioogécomo los inorganicos de selenio son
capaces de reducir el tumor producido por dosisattas de las necesarias en la dieta diaria. El
selenio ha mostrado inhibicion especifica del onémto celular y estimulacién de programas
de muerte celular en modelos de cultivo de célataserigenas. Todos estos resultados han
estimulado un gran interés en el mecanismo pounale selenio puede influir en los procesos
relacionados con la prevencién, induccion e infdbicde la carcinogénesis. Mientras la
mayoria de las investigaciones del selenio hanlifackd su papel como nutriente en la
quimioprevencion, se ha prestado menos atencidis afectos téxicos que podrian representar

una herramienta para combatir el cancer (Brozmanbya010).

El selenio puede presentar muchos tipos de actigglantitumorales dependiendo de la
dosis en la que se encuentre. Estas actividadedepuser ejecutadas por algunas enzimas
dependientes de selenigelenoproteings en dosis bajas, o por determinados metaboligos d
selenio (CHSeH, HSe) generados en mayor cantidad cuanto mayor @ssla del elemento
(Juang, S.H., 2007).

En la lucha contra las células cancerosas, el isebartlia tanto como pro-oxidante
como antioxidante, induciendo apoptosis por la gmEmién de estrés oxidativo. Asi, el
compuesto inorganico de selenio, el selenito deosfel), debido a su caracter de pro-
oxidante, representa una prometedora alternativa lpaterapia del cancer (Brozmanova, J.,
2010).

Hay una clara evidencia de que el cancer y otréerrandades relacionadas con una
mutacion pueden ser prevenidas no solo con eeaagxposiciones a los conocidos factores de
riesgo sino también favoreciendo el consumo defastprotectores y con la modificacion de
las defensas y los mecanismos de reparacion del @\ Arganismo hospedador (Brozmanova,
J., 2010). Numerosos estudios posteriores hacaddique el selenio podria contener unas
propiedades quimiopreventivas importantes (Combs,J&, 1998; Rayman, M.P., 2005). Los
mas sefialados son los estudios de 1996, los cunalestran un descenso en la incidencia de
cancer de préstata, pulmén y colorrectal en el@gamericanos mayores con suplemento de
selenio (Clark, L.C., 1996).
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La suplementacion con selenio a bajas dosis muestvasolo beneficios para
prevencion del cancer, pero puede influir positigate amuchas otras funciones en
organismo para la reduccion de la inflamacion, reméelades cardiovasculares y regulacio

la presion sanguingBrozmanova, J., 201

Las formas tanto organica como inorganica de selenieden ser utilizadas cor
fuente nutricional o de suplemento de enio. El selenito de sodio (S¢ fue el primer
compuesto inorganico de selenio empleado en estugiimmioterapicos. Lo encontrarr
raramente en la naturaleza y en concentracionesbajag. En presencia de glutation (G,
este compuesto es reducido a seleniuro de hidro@gd,Se) envarios pasos intermeos
(Meuillet, E.,2004; Suzuki, K.T., 2007). Esta via de reduccica egurosamente conecta
con la produccion de radicales superdxidoy). Por otro lado, la formarganica del seleni
estd representad@or los aminoacidos selenados, como la selenaustéseC) y i
selenometionina (SeM), o por aminoacidos metilreades como laselenometil selenocistei
(SeMC). La principal forma nutricional, SeM, no @s agere oxidante; sin embargo, es
metabolitos tienen un fuerte potencial oxidanten(&ezer, G.N., 2000; Seitomer, E., 20 La
SeM es transformada en$t o po transselenacion por SeC seguido de una rén R3-liasa o
directamente por una reacciy-liasa en metilselenol (33eH) seguido de una reaccion
desmetilacion; L&eC es transformada ernSe por la reaccion B-liasa. S@MC es adquirid
por transformacion en 43e por desmetilacidn. El acido metilseleninico (M®4 reducido
CH;SeH y no ecesita ser metabolizado por via accion deliasa (Ip, C. 2000Brozmanova,
J., 2010) (Figura 6).

Selenato :
SeM SeMC
= Trans-selenacionl| g MSA
Selenito g )
\— | proteinas '— SeC N 39 ._._“li 2
GSSeSG ) N®) ©
B-liasa \‘
Metiltransferasa
E=———— CHSSCH
Desmetilasa
Selenoazicar A (CH,3),Se |
Selenoproteinas l

Selenoazucar B (CH;);8¢e’ |

Figura 6. Metabolismo del seleniolmagen adaptada de Suzuki, K.T., Selenocysteirelyemte and methylselen
demethylase in the metabolism of -methylated selenocompounds into seleni@ochim Biophy, 2007;
1770:1053-1061.
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El CHs;SeH es un metabolito principal en la quimioprevéngior selenio (Ip, C., 1998;
Spallholz, J.E., 2004). Los compuestos de selemoometilados, SeM y MSA, han mostrado
tener mayor efectividad que otros compuestos amigeén sus actividades quimiopreventivas.
El CH;SeH es un intermediario clave en la produccion geeten el caso de los compuestos
selenometilados, com@Hs),Se y (CH)sS€, implicados en la excrecion de niveles excesivos
de selenio. El equilibrio entre ,8e y CHSeH depende de las actividades de metilacion y
desmetilacion, y también de la eliminacion del mieleen forma de selenoproteinas vy
selenoazlicares derivados dgSel como la eliminacion de (GifSe y (CH);Se™ derivados de
CHsSeH. La 1-Glutationilselend-acetil-D galactosamina (Selenoazucar A) es transformada en

1-metilselenaN-acetylD-galactosamina (Selenoazlcar B) en los 6rganosikBue.T., 2007).

La eficacia quimiopreventiva del atomo de selemiademuestra en diversos estudios
epidemioldgicos, clinicos y experimentales (Gurugsam., 2007; Ceung, E., 2008). La
importancia del selenio en cancer y la gran vadeda mecanismos por los cuales los
selenocompuestos inhiben la carcinogénesis nosihwdo a desarrollar y probar vitro las
actividades citotoxica y antiproliferativa de nuswimmpuestos que contienen en su estrucutura
un atomo de selenio. Entre estos compuestos se emn&o los derivados
bisacilimidoselenocarbamato (BSC) (Plano, D., 20@4 seleniodiazoles (Plano, D., 2009) y
los derivados aril y heteroaril del acido selertamn (Sanmartin, C., 2009). Algunos de los
selenodiazoles han mostrado una buena activid@gtaliferativa en células MCF-7, donde la
6-bromo(1,2,5]selenodiazol[3,4-b]piridina induceopfosis y provoca una parada en el ciclo
celular con una disminucion significativa de la lpaibn celular en la fasey®; y un aumento
en las fases S y 01 (Plano, D., 2009). Los derivados aril y heteilodel acido selenilacético
también exhiben una actividad citotoxica y antiechtiva importante en células MCF-7 y PC-
3. Sin embargo, estudios preliminares con los &clinzoilseleniacéticos indicaron que su
mecanismo de accion es independiente de la indudgdapoptosis y la modulacion del ciclo
celular (Sanmartin, C., 2009). Respecto a los ddos bisacilimidoselenocarbamato (BSC), se
ha analizado su actividad citotoxica en célulasé@lecer de préstata, PC-3, obteniendo buenos
resultados (Plano, D., 2007).
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3. MUERTE CELULAR PROGRAMADA

El equilibrio entre la division celular y la muerelular es de suma importancia para el
desarrollo y mantenimiento de los organismos nellilares. Los desdrdenes de cualquiera de
estos procesos tienen consecuencias patolégicasiegep llevar a una embriogénesis
interrumpida, enfermedades neurodegenerativagiesalrrollo de cancer. Por eso, el equilibrio
entre la vida y la muerte es controlado rigurosdejeimasta el punto de que los elementos
defectuosos pueden ser efectivamente eliminadoarpproceso de muerte celular programada
(PCD: “programmed cell death(Kerr, J.F., 1972; Broker, L.E., 2005).

La muerte celular puede clasificarse segun la epea morfolégica (pueden ser
apoptotica, necrdtica, autofdgica o asociada asmjtocriterios enzimaticos (con o sin la
implicacion de nucleasas o de diferentes claseprdeeasas, como caspasas, calpainas,
catepsinas y transglutaminasas), aspectos funemrjptogramado o accidental, fisioldégico o
patoldgico) o caracteristicas inmunoldgicas (inngémico o no inmunogénico) (Kroemer, G.,
2009). ElI Comité de Nomenclatura de Muerte Cel{t&omenclature committee on Cell
Deatl, NCCD) propuso una clasificacion “oficial” de lasodalidades de muerte celular
(Galluzzi, L., 2007):

Apoptosis: En décadas pasadas, la PCD estuvo relacionada apoptosis, un proceso
de muerte caracterizado por cambios morfolégicamoc@l encogimiento de la célula, la
condensacion de la cromatina, y la desintergraciénla célula en pequefios fragmentos,
llamados “cuerpos apoptéticos”, que pueden serimdidos por fagocitosis (Kerr, J.F., 1972;
Broker, L.E., 2005). El proceso de apoptosis varggasiado de la activacion de las caspasas, la
activacion de algunas proteinas pro-apoptoticdsa demilia de Bcl-2, la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial (MMP), la fragmentaciéon @NA y la exposicion de la

fosfatidilserina en la cara externa de la membpdasmatica, entre otras (Galluzzi, L., 2007).

Mientras que la apoptosis es una muerte celulagranesada controlada, su homadlogo
conceptual, la necrosis, es una forma de morir gagica, que se debe a circunstancias
externas a la célula, y se caracteriza por un edeghdar y la rotura de la membrana
plasmatica, llevando a la liberacion de componecgtdares y a una respuesta inflamatoria del
tejido (Kerr, J.F., 1972; Hirsch, T., 2000; Brokelt:., 2005).
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La apoptosis se caracteriza por ser un procesardésado y regulado desde el pL
de vista bioquimico que la necrosis. En la figurae7 observa las principales diferenc
morfoldgicas y fisiologicas entre los dos tipos de nmieglular. Aun asi, se considera
ambos procesos estan relacionados y que puedecassados por un mismo estimt

dependiendo de su intensidad, del tipo celulartafiecy del estado en que se entra.

La célula se encoge,  Lacromatina se Los cuerpos
Ia cromatina se  fragmenta, la célula apoplétices son
condensa se llena de burbujas fagocitados, sin
o - :?, inflamacién
(a4, o o
g.?ﬂ —-— —koc- — W
N Rapy VD
- N L
’Qw ™\ >
(0" "
‘ “ 4
W .
s M

;g‘,} Necrosis
é‘_:*{(?

La célula se Lisis celular y nuclear,
hincha Ruptura de la liberacion del contenido
memprana acompanado de
inflamacién

Figura 7. Alteraciones morfolégicas durante los procesos de Apoptosis y Blesis. Imagen adaptada de
www.celldeath.de

En los ultimos afios, se ha hecho evidente quentgaracidl clasica entre apoptosis
necrosis esuna simplificacion de prosos muy sofisticados que protegen el organism
células no desalas y potencialmente dafinas. Aunque las caspasaen ser indispensab
para la morfologia apoptotica tipica, el procde activacion de lasaspasas no es lo uni
determinante en las decisemde vida o muerte controlada (Blagosklonny, M2@Q0; Wyllie,
A.H., 2001; Broker, L.E., 20(). La PCD puede darse en ausencia de caspasas, Yy
ejecutarse con otras proteasue no sean caspasas (Borner, C., 1999; StokaQ¥1,; Broker.
L.E., 2005).

Necrosis: es un tipo de muel celular caracterizado por el aumento del volumdr
citoplasma y de los organulos citoplasmaticos,adeohdensacion moderada de la cromati
la rotura de la membrana plasmatica con la consecsaliti& del contenido intracelular (Ta
1). Este procesadncluye alteraciones mitocondriales como la produccde ROS, i
permeabilizacion de la membrana mitocondrial, t@&mbincluye cambios lisosones vy
nucleares, degradacién de lipidos, aumento dereetracion citosolica de calcio provocal
la activacion de proteasas como las calpainas gpsiats(Festjens, N., 2006; Zong, W.)
2006; Yuan, J., 2006; Galluzzi, L., 20.
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Autofagia: es un modelo de PCD que difiere de la apoptdSiarke, P.G., 1990;
Jaattela M., 2003; Broker, L.E., 2005). Es un psocesvolutivamente conservado de
degradacion intracelular no selectiva, en que ¢osponentes citoplasméaticos son digeridos por
la accién de enzimas de los lisosomas. Va acompafi@adina vacuolizacion autofagica y una

ausencia de condensacion de la cromatina (Talftaalluzzi, L., 2007).

Catastrofe Mitética: Es un tipo de muerte celular desencadenada pdalienen la
mitosis causado por un defecto en los puntos dafraodel ciclo celular y el desarrollo de
células aneuoploides que estan predestinadas a (Korg, K.L., 1995; Broker, L.E., 2005).
Normalmente, este proceso implica eventos de micteacion y multinucleacion (Tabla 1) que
se dan antes de la muerte celular (Galluzi, L.720Bste proceso incluye la activacion de p53 o
de la caspasa 2, permeabilizacion de la membratecondrial y activacion de caspasas
(Galluzzi, L., 2007).

Tabla 1. Aspectos morfolégicos de los diferentes tip de PCD.

Tipo de muerte celular Caracteristicas morfolégicas

Redondeo de la célula
Reduccion del volumen celular y nuclear (picnosis)
Retraccion de pseuddpodos
Apoptosis
Fragmentacién nuclear (cariorrexis)

Ligera modificacion de las organulos citoplasmético

Pérdida de la membrana plasmatica

Ausencia de condensacion de cromatina
Autofagia Vacuolizacién masiva del citoplasma (vacuolas @gichs de doble
membrana)
Hinchazén citoplasmatico
Ruptura de la membrana plasmatica
Necrosis

Hinchazén de las organulos citoplasmaticos

Condensacion moderada de la cromatina

Micronucleacién
Catastrofe mitética
Multinucleacion
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4. APOPTOSIS

La apoptosis se define como una forma de decestacelracterizada por la ejecucion
de un programa de muerte que tienen todas lasasélulgue esta codificado genéticamente. Es
un proceso innato y evolutivamente conservado, legual las células se inactivan, se
desensamblan y degradan su propia estructura y awnges de manera coordinada y
caracteristica (Ameisen, J.C., 1996). Juega unl geemcial en el desarrollo y mantenimiento
de la homeostasis en los tejidos por eliminacion lde células innecesarias o dafinas. El
deterioro del mecanismo de defensa promueve laifgraaion aberrante celular y la
acumulacion de defectos genéticos, resultando emoragénesis, y proporcionando con
frecuencia a las células cancerigenas resistedomfarmacos. La regulacion de la apoptosis a
varios niveles es esencial para el mantenimientaeleado equilibrio entre la supervivencia
celular y la sefalizacion de muerte que es reqagréda la prevencion de enfermedades (Kerr,
J.F., 1972; Cotter, T.G., 2009; Plati, J.; 2011).

La apoptosis puede ser provocada por sefiales deodda la célula, como el estrés
genotoéxico, o por sefiales extrinsecas, como lanwhédligandos a los receptores de muerte de

la superficie celular (Plati, J., 2011).

La mayoria de las células de eucariotas superiignesn la capacidad de autodestruirse
por activacion de un mecanismo celular de suigmimgramado cuando no son necesarias 0
estan seriamente dafadas. El término apoptosiddiiigdo originalmente para incluir ciertas
caracteristicas morfoldégicas como dafios en la mamabrdisminuciéon del tamafio nuclear y
citoplasmatico, y condensacion de la cromatinarelifies al proceso de necrosis. Esta
definicion inicial ha llegado a ser utilizada amaptiente para referirse a todas las caracteristicas

morfoldgicas y bioquimicas de la muerte celulagpamada.

4.1 Alteraciones morfoldgicas y bioquimicas

Durante el proceso de apoptosis, la célula sufeesanie de cambios, los cuales pueden

dividirse en tres etapas:

- Fase de iniciaciones la fase donde la célula recibe el estimulo lgusonduce a la
muerte. La muerte apoptética puede ser desencaalepad diferentes sefiales intra o
extracelulares. Las primeras son, en muchos casigginadas por estrés bioldgico, el cual
provoca la liberacién de citocrontode la mitocondria (via intrinseca), mientras glgeirzas
sefales extracelulares desencadenan el procesttigmpl unirse a su ligando presente en la

membrana plasmética de la célula blanco (via esdcm) (Hengartner, M.O., 2000). La

16



Introduccion

naturaleza de los inductores puede ser fisiologicamonas, citocinas), biolégica (bacterias,

virus, parasitos), quimica (farmacos) o fisicai@@dnes) (Thompson, C.B., 1995).

- Fase de ejecuciéren esta fase se dan la mayoria de los cambiofoldgicos y
bioquimicos caracteristicos de la apoptosis. Lal@&ue ha recibido una sefial que le induce
apoptosis, pierde contacto con las células veginsis citoplasma se contrae provocando una
disminucioén en el tamafo celular (picnosis). Emitocondria, se observan cambios como la
reduccion del potencial transmembrana, el desatigfdo de la cadena de transporte de
electrones para la sintesis de ATP y el incrementéa generacion de especies reactivas del
oxigeno (Kroemer, G., 1997; Kroemer, G., 2009). éiapas posteriores, la cromatina se
condensa manteniéndose alrededor de la envoltataanly se fragmenta. Finalmente, la célula
apoptética genera un numero variable de vesiculasditerentes tamafos rodeados de
membrana plasmatica integra, que contiene parte d@matina y de los organelos celulares.
Estas vesiculas se conocen como cuerpos apopt@@oben, J.J., 1993). A nivel bioquimico,
cuando un inductor de apoptosis llega a su célldacb, avanza a través de ella gracias a
intermediarios que dirigen dicha sefial hacia la uimegia enzimatica responsable de los
cambios que presenta la célula durante la apoptBsts maquinaria béasica la constituyen
principalmente las caspasas (Vaux, D.L., 1996; iere G., 1997; Thornberry, N.A., 1998;
Mehmet, H., 2000; Kroemer, G., 2009).

- Fase de eliminaciGnaunque la muerte celular ocurre de manera cdestam el
organismo, las células que estdn muriendo por apigpgon rara vez vistas situ debido a que
son rapida y eficientemente eliminadas por célageciticas (Willye, A.H., 1980; Cohen, J.J.,
1992; Sawvill, J., 1993; Cohen, J.J., 1993; Platt1898;). Los responsables de retirar la mayoria
de las células apoptéticas son los fagocitos, metisten evidencias de que las células
dendriticas, epiteliales y fibroblastos tambiéntipgan en la eliminacion de las células

apoptoéticas (Gregory, C.D., 2000).

4.2 Caspasas

A nivel molecular, la apoptosis es una forma derdesion celular ordenada controlada
por una familia de enzimas proteoliticas denomisackspasas (Debatin, K.M., 2006). Las
caspasas son una familia de cistein-proteasaseaitarnonservadas con especifidad para cortar
proteinas tras residuos de &cido aspartico. Lgmsas juegan un papel clave en la regulacion y

la ejecucion de la apoptosis (Li, J., 2008). Eftadeasas se encuentran normalmente en la
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célula en forma de prenzima inactiva, y pueden ser activadas mediaoteqlisis dando lug:

a la enzima funcional.

QD Ligando de muerte

. l. Receptor de muerte
Membrana plasmatica .

Citoplasma

AR VIS

Caspasa 3

Mitocondria

Figura 8. Vias de activacién ddas Caspase. Representacion esquematica de las vias extrimsedainseca d
activacion de las Caspasasagen adaptada de Li J., Caspases in apoptosibeymhd;Oncogen, 2008 Oct 20;
27(48):6194-206.

Las caspasas pueden ser clasificadas por étodos alternativos. En base a

principales funciones conocidas, las caspasasgapadas en dos subfamilias (Li J., 20

. Las caspasas proapoptéti (-2, -3, -6, -7, -8, -9 y10) son conocide

por estar implicadas en la mediacion de la trar@dn de la sefializacién de mue

celular.

. Las caspasas pinflamatorias(-1, -4, -5, -12 y -14gstan involucradc

en la maduracion de las citoquir

Esta clasificacion, sin embargpuede ser demasiado simplBiversas evidencie
indican que las caspads#énen un papel en otros muchos procesos celytards que no sol
pueden ser clasificadas en proapoptoticas cinflamatorias. Ademas, lactivacion de las
caspasas “pinflamatorias” puede claramente inducir apoptogdigia clasificacion alternati
es la division de las caspasas de acuerdo a latddnde sus prodominios, los cuales
corresponden a sus posiciones en la cascada dézaeiba apoptética. En base a €

clasificacion, las caspasas estan divididas ¢, J., 2008):
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. Las caspasas niciadoras (caspasa -2, -8, -9, -10 yl2) poseen largc

prodominios que contiene motivos de interacciobn aunas proteinas, como |
denominados dominios CARIcaspase recruitment domaidominio de reclutamiento ¢
caspasa) en el caso de la cas-2 y caspas&- o los denominados DELdeath effector
domain dominio efector de muerte) en el caso de lapas-8 y caspas-10, que les
permiten interaccionar con proteinas adaptadorassiy, ser reclutadas hacia comple
oligoméricos, donde la dimerizan de las caspasas induce su activacién. La furgdas
dos principales caspas iniciadoras-8 y -9, se alcanzgor distintas vias, las cual
terminan activando la procaspasa efec-3 en el citosol. Las procaspasas son activ
después de la actiwién proteolitica, normalemte iniciada por ellasmas, las cuale

resultan de la fragmentacion entre las subuns larga y corta (Degtere., 2003).

. Las caspasas efecto (caspasa -3, -6, -7 yL4) participan esencialmente er

fase de degradaci6 Las caspasas efectoras son responsables deagtaehtacion d
muchos sustratos apoptoticos, como DIDNA Fragmentation Fact) o PARP poly-
ADP-ribose polymerade(Fische, B., 2003), los cuales caracterizan la apoptosis nu
Las caspasas efectoras poseen dominios cortos yacoradas gracias a la activic
proteolitica de las caspasas iniciadoras (Y., 2004). Una veactivadas, procesan a su
otros sustratos proteis que mediaran en las distintas vias de apoplasimiciacion de
estas reacciones en cascada esta regulada pordambd de caspasalas caspasas
efectoras catalizan la rotura de una serie de ipaseclave de la célula, causando

transformacioas morfolégicas asociadas a la muerte de las saplaptotica

Caspasas Caspasas Caspasas
inflamatorias iniciadoras efectoras

Caspasa 1 Caspasa 2 Caspasa 3

Caspasa 4 Caspasa 8 Caspasa 6

Caspasa 5 Caspasa 9 Caspasa 7

Caspasa 12 Caspasa 10

Caspasa 14 Caspasa 12

Prodominio largo
CARD p20 pl0
Caspasa i, 2,4,5 9, 12 77773

p20  plo

DED

Caspasa 8, 10

Prodominio corto
p20 pl0
Caspasa 3,6,7, 14 — ]

Figura 9. Representacion esquematica de los diferentes gagpde caspasadmagen adajada de Oliver L., The
role of caspases in cell death and differentiaiDrug Resist Updat2005; 8(3):163-70.
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4.3 Vias de activacion deapoptosis

Existen dos vias de sefalizacion fundamentalepigpeagan la sefial de apoptosis €
célula (Figura 10)Ambas se diferencian en el modo de iniciaciérvigintrinseca depende
cambios en la mitocondriala via extrinseca es activada por sefiales exttaoetuque actle
via receptores de muerte.

Via extrinseca Via intrinseca

Ligando de muerte Pérdida del‘factor de crecimiento,

+ dafio en el DNA, otros estimulos
e RIRReRRPRRIRReenees.  (CiESIES

Receptor de muerte

c-FLIP @
1 Proteinas Bcl-2

\ antiapoptoticas
L S AN

Apaf-1 o®
Citocromoc <— o @ < . .
JATP . Mitocondria
Citocromo ¢
Apoptosoma ,
SMAC ‘

' ' Procaspasa-9
/ Caspasa-9

N DD

Caspasa-3/-6/-7

APOPTOSIS

Figura 10. Vias de activacion deapoptosis Representacion esquematica de las vias extrirséstinseca d
activacion de la Apoptosiémagen adajada de Pla J., Apoptotic cell signaling in cancer progressand therapy
Integr. Biol, 2011; 3(4):279-96.

Via intrinseca mediada por la mitocondria, en la que las sefatesambptosis
determinadas formas de estrés celular (por ejeraplonulacion de radicales libres de oxige
dan lugar a las alteraciones en la fisiologia roitaitial. En esta via se origina un aumede la

permeabilidad de la membrana mitocondrial extdmgue lleva a la liberacién de una serie
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proteinas proapoptéticas fuera de la mitocondamaces el caso del citocronc. Diversos
dafios o sefiales de estrés activan uno o mas miemérk famlia de proteinas BF-only. La
activacion @ las proteinas BF-only supera el efecto inhibitorio de la familia -2 y promueve
el esamblaje de los oligomeros |-Bax en la membrana exterior mitocondrial, la cus

seguida con una liberacién del citocrc ¢ (Chipuk, J.E., 2008).

Los miembros de lafamilia Bcl-2 estan presentes en todos los organis
multicelulares y juegan un papel principal en lgutacion de la apoptosis dependiente
mitocondria/apoptosoma. La faiia Bcl-2 es responsable del contdal la permeabilizacion ¢
la membrana externa mitocondrial (Plati J., 20IL&%. proteinas de la familia de -2 tienen en
comun uno o varios motivos estructurales homélodesominados dominios BH (E-2
Homology), de los cuatro (Bt-4) (Plati J., 2011).

a Miembros antiapoptéticos multidominio

BCL-2, BCL-XL, MCL1,
' _
BcLw Al BoLc S BH4 e — T — 2 ™ B

Miembros proapoptoticos multidominio

BAX, BAK, BOK mmmmsssesBERT ey £Hi DD BH2 Dmmmmmm TV B

Proteinas BH3-only
BID, BIM, BAD, BMF,
HRK, PUMA, NOXA, BIK

b -
A BAX/
: BAK

Proteinas antiapeptoticas BCL-2 Proteinas proapoptéticas BCL-2

SUPERVIVENCIA APOPTOSIS

Figura 11. Subgrupos de los miembros de la familia de E-2. (a) Clasificacion de los miembros de la familia -
2 en funcion de la composicion de los dominios (b) Proteinas BcR juegan un papel clave en la mediacion
delicado balance entre Rupervivencia celular y la muerte cel. Imagen adapida de Plati J., Apoptotic c
signaling in cancer progression and therdntegr. Biol, 2011; 3(4):279-96.

Los miembros de la familia E-2 estan lasificados en tres subgrupcuno anti-
apoptoético y dos prapoptéticos, segun la funcion y la composicion aedominio (Figura
11). Los miembros anspoptéticos multidominio, incluyen a -2, Bcl-X, Mcl-1, BCL-w,
Al, y Bclb, que contienen de tres a cuatro dominios BH. inismbros pro-apoptoticos
multidominio representados por Bax, Bak, y Bok muestran secaergimilares con le
proteinas antapoptoéticas de la familiBcl-2. Como miembros de la familiambos subgrupos

multidominio contienen BH1, BH2 y BH3. Las protesnd@H-only”, son la tercera clase
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miembros de la familia Bcl-2, son un subconjuntopdeteinas pro-apoptéticas que, como
indica su nombre, solo muestra una secuencia sigola las proteinas Bcl-2 multidominio en
una sola region, el dominio BH3. La familia “BH3kghincluye Bid, Bim, Bad, Bmf, Hrk,
PUMA, NOXA y Bik (Plati J., 2011).

Diversas evidencias sugieren que algunos miemtzda thmilia Bcl-2 tienen un doble
papel, sirviendo de mediadores moleculares tantpeptosis como en la progresion del ciclo
celular. Se ha propuesto una doble funcion de algumembros de la familia de Bcl-2, en la
regulacion de apoptosis y en el gobierno del aielalar por miembros multidominio, mientras
que el papel de las moléculas con sélo el domir3 Bs muy variable (Zinkel, S., 2006;
Maddika, S., 2007).

En respuesta a diversos tipos de estrés celularotainas del grupo BH3-only llevan a
cabo un papel clave como reguladores de la viatéjpogintrinseca por activacion de proteinas
como Bax. El principal papel de las proteinas c&aw, situadas en la cascada de las proteinas
BH3-only en la sefializacién apoptética mediada mitocondria, ha sido establecido por
diversos estudios que han demostrado que las mpast&H3-only no pueden inducir apoptosis
en células deficientes en Bax o Bak. La activaciin Bax y Bak implica cambios
conformacionales que permite su autoasociacidresaeia para la formacién de homodimeros
seguido de una homo-oligomerizacion y una inducai@n MOMP (itochondrial outer
membrane permeabilizatipnA pesar de la indiscutible importancia de lacidn de Bax y
Bak en la induccion de MOMP y la consecuente litiéra de factores apoptogénicos, el
mecanismo por el cual Bax y Bak son activados Ha sn tema de controversia en estos
ualtimos afios. Estudios previos han llegado a déginonclusiones como que el subconjunto de
proteinas BH3-only pueden llevar a cabo apoptasisupion directa de Bax/Bak y por ello, se
proponen dos modelos distintos de activacion dgHBzdx el modelo de activacion indirecta y

el modelo de activacién directa.

En el modelo de activacion indirecto, el efectolate proteinas anti-apoptoéticas de la
familia Bcl-2, que en un principio estan unida®s ¢tomplejos heteroligoméricos de Bax/Bak
manteniéndolos inactivos, es neutralizado por tatenas BH3-only, activandose el complejo
dando lugar a la apoptosis sin interaccionar dirente con Bax o Bak. En este caso, las
proteinas BH3-only se unen a las proteinas anfiapoas permitiendo la liberacion de
Bax/Bak, con la consiguiente homo-oligomerizacida gonsecuente induccion de MOMP. De
acuerdo con el modelo indirecto, este mecanismeemplazo, es la principal manera por la

cual las proteinas BH3-only inducen apoptosisaclividad pro-apoptética.
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En el modelo de activaciéon directa, las proteine3-8nly activadas, pueden unirse
directamente y activar Bax/Bak. Las proteinas adtg BH3-only, incluye a Bim, tBid, y otras
como PUMA.

Se deduce que las proteinas pro-apoptéticas debsjuimto BH3-only actian como
sensores de diferentes tipos de estrés celulamayyez activados, inducen la muerte celular a
través de la permeabilizacién de la membrana miidcal regulada por las demas proteinas de

la familia Bcl-2.

En resumen, las regulaciones bioquimicas y fisiod® llevadas a cabo por los
miembros de la familia de Bcl-2 son determinantas pla supervivencia celular o la induccion
de apoptosis (Lanave, 2004; Maddika, S., 2007).

Via extrinsecaja estimulacion de la via apoptotica extrinsecaiegada por la union
de un ligando de la familia de los factores de essrtumoral (TNF) a uno de los receptores de
muerte en la superficie celular (Figura 12). La anéy de los miembros de la familia TNF son
sintetizados como proteinas transmembrana tipaidl $¢ ensamblan en trimeros activos. La

familia TNF incluye 19 ligandos entre los que seuemtran el propio TNlk; Fas-L, o TRAIL.

La sefalizacion de muerte por los receptores canlie trimerizacion del receptor que
implica la agregacion de un motivo intracelular dormen los miembros de la familia de los
receptores de muerte, conocido como dominio de tenu@D). La trimerizacién de los
receptores de muerte se inicia por la unién delnlip, pero existen evidencias a favor de la
formacion de un receptor preconcentrado de oligosnde forma independiente del ligando. La
union del ligando al receptor provoca un reclutantaiede proteinas adaptadoras que contienen
un dominio de muerte (DD), como las FADD y TNRFsb@adas a DD, que se unen a los
dominios de muerte del receptor via interaccion [DID-Estas proteinas adaptadoras incluyen
también un dominio efector de muerte (DED) y, devay por interacciones homologas, recluta
en el complejo DISC la procaspasa-8 que contienB.MEespués, la procaspasa-8 es activada
proteoliticamente y la caspasa-8 activa es libedail@omplejo DISC al citoplasma formando
un heterotetrdmero de dos subunidades pequefias grdondes. La caspasa-8 activa rompe
varias proteinas de la célula incluyendo la proases{8, que resulta en su activacion y en la

finalizacion de la muerte celular mediante la aation de las caspasas efectoras -3, -6 y -7.

En otras células, la caspasa-8 induce la rupeiBidi, originando la forma truncada de
Bid (tBid) que, interaccionando con otros miemhgteda familia Bcl-2, induce la liberacion del
citocromoc y otras proteinas proapoptéticas desde la mita@rigid, por tanto, conecta la via

extrinseca con la via intrinseca de inducciéon dptagsis.
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Figura 12. Via de sefializacién vel receptor TN. Imagen adaptada de Mace, PNIblecular cell death platforn
and assemblies 2010.

Proteinas inhibidoras de apopto:

Teniendo en cuenta que la proteolisis es un pracese@rsible un cortrol estricto de la
fragmentacia proteolitica mediada por caspasas es fundampatal prevenir la destrucci
inapropiada de la célul@or consiguiente, las células emplean mles formas de regulaci
para modular la activacion de las casp. Una de las formas de regulacion implica inhihi
actividad de las caspasas por proteinas IAP. Tlmdomiembros de la familia de las protei
IAP (con la familia de poteinas IAP humanas inadsidNAIP, XIAP, clAP1, clAP2, ILPZ
livina, survivina y BRUCE) contienen al menos un dominio repetido delloagus IAP (BIR)
y este motivo esta repetido en tandem presentedas HAPs. Tres dominios BIR en tand
(BIR1-BIR3) estan presentes en la regi¢-terminal de las IAPs de mamiferos, XIAP, clAP
clAP2. Ademads, de los dominios BIR, estos IAPs costiegn la region -terminal un dominic
RING que confiere actividad ubiquitin E3 ligasary dominio ubiquitina asociada (UBA) pe
la unién de poteinas ubiquitinadas. Esteminio RING promueve la degracdon de la propia
IAP (Yang, Y., 2000), y presumiblemerde cualquier caspasa unida a ella. Ademas, clAl
clAP2 incluyen un dominio CARD (dominio de recluianto de caspasa) de func
desconocida. Los dominios BIR de IAPs pueden mexdiaraccioneson varias proteinas y !
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habilidad para unirse directamente a caspasas ip@setdédr como mecanismo para la inhibicion

de caspasas mediada por IAP, frenando asi el proeeapoptosis (Plati, J., 2011) (Figura 13).

AIAP BIR1 BIR2 BIR3 UBA RING ==

clAPs BEEEEEE FR1 TN BIR2 XX BIR3 UBA CARD RING mm

Figura 13. Organizacién de los dominios de los inbidores de apoptosisimagen tomada de Plati J., Apoptotic
cell signaling in cancer progression and theramggr. Biol, 2011; 3(4):279-96.

4.4 Radicales libres de oxigeno y apoptosis

El oxigeno es una molécula esencial para todosrigsnismos aerdbicos, y juega un
papel predominante en la generacion de ATP, camoeite en la fosforilacion oxidativa.
Durante este proceso las especies reactivas denax{iROS), incluyendo el anién superdxido
(Gy) y el peréxido de hidrogeno ¢8,), son generados como subproductos, los cuales son
indispensables para las vias de sefalizacion guedare el crecimiento celular y el estado

reduccion-oxidacion (redox) (Jung, F., 2009).

El estrés oxidativo define una situacion dondetexis claro desequilibrio entre la
produccion de radicales libres de oxigeno (ROSh ycdpacidad del sistema biolégico de
eliminar los reactivos intermediarios y/o la fatdld de reparar el dafio causado. El término
ROS se refiere a especies que contienen oxigencsouemas reactivas que el propig O
(Freinbichler, W., 2011).

El estrés oxidativo estd implicado en numerosaslggias como las enfermedades
neurodegenerativas, isquémicas, cancer, diabet#gsden el higado y SIDA. El estrés
oxidativo podria jugar también un papel importaateel envejecimiento (Freinbichler, W.,
2011).

El O, actia como aceptor Ultimo de electrones en la @adespiratoria, por lo que
ocupa un lugar destacado en los procesos metab@i®ociados a una existencia aerdbica.
Normalmente, el @acepta los electrones y forma agua, pero puedalasucge en lugar de
formarse agua, se formen unos intermediarios déjeow conocidos como ROS. Estos
intermediarios del oxigeno pueden presentar uwtréle desapareado, como el anion

superoxido (@) o el radical hidroxilo (OH|, o pueden tener la capacidad de sustraer elestron
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de otras moléculas, como el perdxido de hidrogeis®d). Estas especies son altamente
reactivas, y reaccionan con las macromoléculadareli dafiandolas directamente (como al
DNA), o desencadenando reacciones donde el radilm@ va pasando de una a otra
macromolécula generando un dafio extensivo en @as@sctan importantes como las

membranas celulares.

Se ha comprobado que muchos de los tratamientosians y fisicos que inducen
apoptosis también inducen estrés oxidativo, pamgie las radiaciones ionizantes, radiacion
ultravioleta, etc. De esta manera, el papel deégsixidativo como mediador en procesos de

apoptosis viene avalado por cuatro observacioniggi€Hi, M., 1998):

1- Determinados agentes antioxidantes son capadesitir ciertos tipos de apoptosis.
2- Se ha podido detectar un aumento en la concémrde HO, en células que estan
sufriendo un proceso de apoptosis.

3- La adicion extracelular de ROS induce apoptosis

4- Un aumento de los niveles intracelulares de R@dle inducir apoptosis.

Se conocen diversos mecanismos a través de losscled ROS podrian inducir un
proceso de apoptosis. El incremento en los nivdeeROS en la mitocondria tiene como
resultado la disminucion en el potencial de mendbnata permeabilizacién de la membrana
mitocondrial externa, con la consiguiente salidecidecromoc y otras proteinas proapoptoéticas
al citoplasma. Esto llevaria a la activacion dedaspasas y finalmente, a la muerte celular
(Oridate, N., 1997; Oridate, N., 1997). Tambiéncenocido que el aumento de ROS induce
dafo en el DNA, y éste a través del aumento dadjgpzira una via que conduce a la apoptosis
(Kiningham, K.K., 1999). Por otra parte, los RO$Jaa sobre las membranas produciendo la
peroxidacion de los acidos grasos y el colesté&sie efecto se propaga rapidamente y también
induce finalmente apoptosis (Burdon, R.H., 1995mgieri, S., 2008). Los ROS podrian
también inducir apoptosis a través de la formad@mtPETES, unos derivados oxigenados del
acido araquidonico que se comportan como potegestas inductores de apoptosis (Yao, Y.,
1996). Por ultimo, se ha descrito que el aumentdosnniveles de ROS activa la via de
receptores de muerte inducida por TdF©zsoy, H.Z., 2008) y que, al contrario, inhibevia

antiapoptotica y prosupervivencia mediada por &dd, N., 2005; Pozo-Guisado, E., 2005).
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5. CICLO CELULAR

En células en proliferacién, el ciclo celular espeiceso ordenado y repetitivo que se
inicia en el momento en que una célula nace arpdetila division de una célula madre y
transcurre hasta que esa célula se divide, a suemedos células hijas (Vermeulen, K., 2003;
Stein, G.S., 2004). La duracion del ciclo celularia segun la estirpe celular, siendo la duracién
media del ciclo completo de unas 24 horas. Logidos de genes que juegan un papel clave en
el ciclo celular, y por eso en el desarrollo delag, son los oncogenes (Her2/neu, Ras, c-Myc,
etc.) y los genes supresores de tumores (p53 yLRb)estimulos de crecimiento empiezan por
una liberacion de factores de crecimiento desdéllda. Estos factores se unen a los receptores
de la membrana de la célula. Las sefiales son traidsg a proteinas citoplasmaticas, que a su
vez provocan la liberacion factores de transcripailentro del nicleo. Esta secuencia de

eventos conduce a la célula en el ciclo celulast@rol., 2008).

5.1 Fases del ciclo celular

Mitosis

Punto de control &M
Quiescencia

Preparacién

para mitosis Crecimiento celular

Punto de control S-G

Sintesis DNA

Figura 14. Fases del ciclo celulaiLa poblacion celular transcurre a través de istinths fases del ciclo celular para
completar su crecimiento y division. Los puntoscdetrol regulan el complejo grupo de interacciomes determinan
el crecimiento celular, la parada o la apoptosis.

» Fase G Es la primera fase del ciclo. El periodo compréaceentre el nacimiento de la
célula y el comienzo de la replicacion del DNA. &nte este periodo la célula, con una dotacion
cromosomica 2n, dobla su tamafio y masa debido@tinua sintesis de RNA, proteinas y otros

componentes. En un ciclo celular de 24 horas fastatiene una duracién de entre 6 y 12 horas.
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« Fase SEs la segunda fase del ciclo, en la que se prddireplicacion o sintesis d
DNA. La dotacién cromosomica varia desde 2n, al carniehasta 4n al final de la fase.

duracion media varia entre 6 y 8 hc

» _Fase G Este peodo comienza cuando todo el DI se ha replicado, y por tanto,
célula tiene dos juegos diploides completos denosmmas (4n) y acaba cuando comien:

mitosis. Su duraciéon mediaesde 3a4h

« Fase M o MitosisEn esta fase, que dura aproximadamente 1 horproskice le

division del nucleo y se incluyen cue subfases distintas; profase, metafase, anafadefgsie
La mitosis culmina en la citocinesis, es decidilasion del citoplasma, que lleva a la formac

de dos células nuevas.

Ademas de estas cuz fases tipicas de las células en proliferacioistexna quinta fas
denominada &en la que se encuentran las células en quiescegtidas no proliferativas qt
han abandonado el ciclo celular ac hijas (Vermeulen, K., 2003; Stein, G. 2004). En esta
fase, la célula, con una dotacién cromo«ca 2n, similar a la de ;Gmantiene unactividad

basal de sintesis de RNAproteinas necesaria para el adecuado recambézufad

5.2 Regulacion del ciclogular

El conjunto de procesos que ocurren durante e cilular llevan un orden y supeiion
estrictos. Sefales provenientes del medio y algoowsoladores dentro de la célula se enca

de dirigir el progreso de ésta a través de lamtistfases del ciclo celul

El nacleo del control interno del ciclo celularéeftrmado por dofamilias de proteina:

las ciclinas y las quinasas dependientes de cic{Marmeulen, K., 2003; Stein, G.S., 20

(‘mhna B T~ Ciclina D

»//" “\'\ Cdk4d.6
Ciclina A \
Cdkl /
‘\ Ciclina E
e Cdk2

Figura 15. Posicion de las distintas ciclinas y Cdksn las fases del cicloadular.
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Lasciclinasson una familia de proteinas involucradas en lalaegn del ciclo celulal
Las ciclinas forman complejos con enzimas quindsgendientes de ciclinas (Cdks) activa
en estas Ultimas su funcion quinasa. Lncentracion de las ciclinas vara lo lago del ciclo
celular; cuando su concentracion es baja, la fund&su correspondiente quinasa depend
de ciclina es inhibida. Esto tiene como consecaetaifluctuacion de la actividad de

complejos ciclina=dk responsables de los distintos sos del ciclo celular.

Hay cuatraipos de ciclinas, que se unen a las Cdks y adfdases especificas del ci

celular.
- ciclinas D: actuan en la faseg, del ciclo.
- ciclina E: actuan al final de la fas¢ y en la interseccion £5.
- ciclina A: actia en la fase S y principio de la fas,.

- ciclina B: actla en la fase,.

A
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Figura 16. Fluctuacion de los niveles de las diferentes cicis durante el ciclo celulai

Las quinasas dependientes de cicli (Cdk) son enzimas que regulan el corre
desarrollo del ciclo celular. Estructuralmente, beterodimeros constituidos por una subun
quinasa y una subunidad ciclina. Esta ultima dataedpecificidad a la Cdk y permite
regulacion de su actividad, furmentalmente mediante protedlisis dependiente dguitiniacicn

y posterior traslado al proteoma
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Los cambios ciclicos en la actividad de las Cdk&resontrolados por otras proteinas que
regulan a estas quinasas. Los mas importantesasgoraéteinas conocidas como ciclinas. Las
Cdks como su nombre indica, son dependientes tiasgara su actividad: a menos que estén

fuertemente unidos a una ciclina, no tienen adivigroteinquinasa.

Inhibidores de Cdks

El aumento y la caida de los niveles de ciclinaeledeteminante principal de la
actividad Cdk durante el ciclo celular. Sin embargay otros mecanismos que modifican la
actividad de los complejos ciclina-Cdk y por tamgulan el avance a través del ciclo celular,
como es el caso del mecanismo llevado a cabo parclase de proteinas denominadas
inhibidores de Cdk o CKis.

La actividad de las Cdks es controlada por lasepras inhibidoras del ciclo celular,
inhibidores de Cdk (CKIs). Estas proteinas se divien dos familias, las INK4 y la familia
Cip/Kip. Las proteinas que median el control efat®e G/S han demostrado ser inactivas en la
mayoria de los canceres donde las alteracioneesdpuntos de control de,8 son menos

comunes (Foster, I., 2008).

Estas proteinas inhibidoras de las Cdk estan iaqidis en la parada del ciclo celular en
respuesta a varias sefiales antiproliferativas cemicacion de factores de crecimiento,

citoquinas y dafio en el DNA celular, entre otras.

La familia INK4 esta formada por las proteinas (iNK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c),
pl19 (INK4d), las cuales inactivan especificamentasaCdks de la fase;GCdk4 y Cdk6). A
diferencia de las proteinas de la familia Cip/Kjpe se unen a complejos ciclina/Cdk, la familia
INK4 se unen a las Cdk solas compitiendo asi cancialinas D (Carnero, A., 1998;
Vermeulen, K., 2003).

La segunda familia de inhibidores, Cip/Kip, estarfada por las proteinas p21 (Wafl,
Cipl), p27 (Cip2), p57 (Kip2). Estos inhibidoreadtivan a los complejos ciclina-Cdk (Polyak,
K., 1994; Harper, J.W1995; Lee, M.H.1995; Vermeulen, K., 2003). Inhiben a los complejos
de la fase G1, y en menor grado a los complejdmaiB-Cdk (Hengst, L., 1998; Vermeulen,
K., 2003). Esta familia de inhibidores presenta especificidad mas amplia que la familia
INK4, ya quein vitro es capaz de unirse e inhibir a todos los complejdsa /Cdk. Sin
embargo,in vivo se ha demostrado que actian preferentementedantibilos complejos que

forman las ciclinas E y A con Cdk2 y los que fornesciclinas Ay B con Cdk1.
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La proteina p21 juega un papel esencial en la estpwa diversas situaciones de estrés
celular. La expresion de p21 se incrementa en egtasciones, especialmente tras el dafio al
DNA celular. La proteina p21 inhibe la sintesis EIBIA por unidén e inhibicion de la
proliferacion del antigeno nuclear celular (PCNAaf, Z.Q.,1995; Waga, S.,1997;
Vermeulen, K., 2003).

6. PAPEL DE P53: CONTROL DE LA PROLIFERACION Y LA MUER TE CELULAR

La correcta y sincronizada regulacion de los prageke proliferacion y muerte celular es
crucial para obtener el crecimiento adecuado deejido. Esta sincronia se consigue gracias a
gue muchas proteinas que forman parte de las ef@gadoras que controlan el ciclo celular,

tienen un doble papel al participar también, ered¢mlacion de la apoptosis (Pucci, B., 2000).

Los supresores tumorales son un extenso grupo décubas que son capaces de
controlar la divisién celular, la estimulacion gebceso apoptosis y la supresion de metastasis.
La pérdida de funcién de un supresor tumoral putelencadenar en cancer debido a la

divisioén celular incontrolada (Sun, W., 2010).

Muchos supresores tumorales tienen actividad tamocélulas tumorales como en
normales; algunos, como p53, estan inactivos efaséhormales y sélo se activan ante riesgos
potenciales de cancer. Un supresor tumoral posdéplesi mecanismos de supresion de
crecimiento de las células tumorales (Sherr, 20D4; Sun, W., 2010). Por ejemplo, el supresor
mas importante, p53, que esta asociado con masosnet 50% de casos de cancer (Cadwell,
C., 2001; Sun, W., 2010), puede desencadenar mp®desreparacion del DNA dafiado, inducir
la transcripcidon de otros supresores tumoralesocp?i y pl6, e iniciar la apoptosis celular
(Sherr, C.J., 2004; Wang, T.J., 2001; Levine, 2004; Sun, W., 2010). A pesar del enorme
crecimiento en la investigacion del cancer y lanidigacion de numerosos supresores
tumorales (Lane, D.P., 2003), su mecanismo de aceddestd determinado en todos los casos.
Hasta la fecha, se han descrito cuatro mecanismosigales para la accion los supresores
tumorales: la supresion de la division celulainiuccion de apoptosis, la reparacion del dafio
en el DNA y la inhibicion de metastasis (Sun, V01@).

La proteina p53 es posiblemente el gen supresoorélrmas importante de nuestras
células. Mediante sefiales de estrés activa un gragrde transcripcion responsable del
mantenimiento de la homeostasis celular. Muchdeglefectos de p53 son consecuencia de sus
acciones como factor de transcripcidén, que reswtaiha induccion la supresion de multiples

genes diana.
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La proteina p53 es un factor de transcripcion cunresles incrementan en respuesta al
dafio DNA y otras formas de estrés celular (Beckerma, 2010; Rinn, J.L., 2011). Durante la
activacion de p53 se acumula en el nacleo, dondanseal DNA e induce o reprime la
expresion de un gran numero de genes diana (SciMUeR001). Se ha comprobado que p53
activa directamente cientos de dianas transcriptésn Sin embargo, es evidente que la
induccion de p53 requiere de la represion de mudfeses diana que interferirian con
programas transcripcionales dependientes de p®8,(RiL., 2011). La muerte celular inducida
por la via p53 es ejecutada por caspasas. La ei¢tivde las caspasas por p53 ocurre por la
liberacion de factores apoptogénicos desde la oria, como el citocromoc y
Smac/DIABLO. El citocroma: liberado permite la formacion del apoptosoma, comesta de
una proteina adaptadora apaf-1 y la caspasa-9udh se activa tras ser reclutada en el
apoptosoma. La caspasa-9 activada fragmenta yaactiaspasas efectoras, como la -3y -7, que
ejecutan el programa de muerte. La liberacién dacEAMABLO facilita la activacion de las
caspasas por represion de los IAPs. La liberaclosl factores apoptogénicos mitocondriales
estd regulada por las proteinas pro- y anti-apiopsd de la familia Bcl-2, que inducen o

impiden la permeabilizacibn de la membrana exteriotocondrial (Schuler, M., 2001).
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La apoptosis desempefia un papel esencial en nursguazcesos fisioldgicos, desde el
desarrollo embrionario hasta el mantenimiento dadmeostasis de los tejidos en el adulto
(Adams, J.M., 2003; Plati, J., 2011). De igual rnaneste tipo de muerte celular esta implicado
en numerosas patologias, entre las que se puedstacale el cancer, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades autoinmunegAdiams, J.M., 2003; Ola, S.M., 2011). El
funcionamiento aberrante de los mecanismos de édluy regulacion de apoptosis contribuye
en gran medida a la transformacion neoplasica (Sayel., 2011). En cambio, la apoptosis
también esta presente en el tratamiento del capaegue la mayoria de los tratamientos con

farmacos anticancerosos inducen apoptosis diréa@irectamente.

En la actualidad, se administran una veintena dmigterapicos como tratamiento
contra el cancer, pero su poca selectividad frentas células tumorales y sus efectos
secundarios, hacen que se demande el desarrolloudeos farmacos que mejoren su
selectividad y disminuya su toxicidad. La introddocdel elemento selenio con la finalidad de
desarrollar nuevos farmacos activos frente al cameseun enfoque terapéutico novedoso. Entre
los compuestos disefiados y sintetizados en nugsipm de investigacion, se encuentran los
derivados bisacilimidoselenocarbamato (BSC) quereayos preliminards vitro en células
tumorales de prostata, PC-3 han mostrado una pedaet actividad citotoxica (Plano, D.,
2007).

El descubrimiento de la capacidad de los deriv&®(S de inducir apoptosis en células
tumorales sin tener efectos no deseados en célolmansformadas los convertiria en un agente
con potencial terapéutico. Por ello, el estudio lode mecanismos de accion de dichos

compuestos con actividad anticancerosa es el vbjgtbbal de estudio. En él que se pretende:

1. Analizar la posible actividad citotoxica de losidados BSC en diferentes lineas

celulares.
2. Investigar el mecanismo de accion de los deriv88S més activos.
2.1. Caracterizar el tipo de muerte celular que induosmlerivados BSC.

2.2. Analizar el efecto de los derivados BSC a nivelboondrial: disipacion del
potencial de membrana¥,,), cambios en los niveles intracelulares de ROS

y alteraciones en la expresién de las proteinabdauas.
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2.3. Estudiar el efecto de los derivados BSC sobrec# cielular y sus proteinas

reguladoras.

2.4. Estudiar el efecto de los derivados BSC sobreatbffade transcripcion p53,
debido al papel que desarrolla tanto en la regitede la apoptosis como del

ciclo celular.
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Material y Métodos

1. BSC: NUEVA SERIE DE COMPUESTOS QUIMICOS CON ACTIVIDAD
ANTITUMORAL

Los compuestos empleados en este trabajo han side® derivado:
bisacilimidoselenocarbamato (BSC). Estos compuestdsan disefiado en el Departament
QuimicaOrgéanica y Farmacéutica de la Univers de Navarracumpliendo dos caracteristic

estructurales:

- la simetria, entendida como un nucleo central unigdediante grupo

carbonilo a dos cadenas laterales idént

- la presencia de un atomo de selenio,sudemostrada accién anticancea.

Nucleo central

Figura 17. Estructura general de los derivados bigalimidoselenocarbamato (BSC

En trabajos anteriores del gri, los derivados bisacilimidoselenocarbamato (B
fueron probados en la linea celular tumoral-3 (adenocarcinoma de préstata) (Plano,
2007). Se obtuvieron unos resultados con una potactividad citotdxica. Por ello, en e
trabajo se ha extendid® analisis de su actividad citotoxica a otrasdeelulares tumoral
como MCF7 (adenocarcinoma de mama), C(-CEM (leucemia aguda Tirfoblastica), H1-
29 (adenocarcinoma de colon) y b-54 (carcinoma epidermoidal de pulmon) y en unaalima
tumoral 184B5 (células de glandula mamaria derivadasétigas n-malignas), con el fin d

valorar su selectividad.

Observando los datos obtenidos en las distintasadincelulares tumorales, p
profundizar en su mecanismo de accidén, se ha ekrdgi lineacelular tumoral MC-7
(adenocarcinoma de mama), debido a su sensibiledatstos compuestos. Dentro de
derivados bisacilimidoselenocarbamato (B (Figura 19) seleccionamos los compues3g
[metil N,N’-bis(3,5dimetoxibenzoil) imidoselenocarbamato] 3n [metil N,N’-bis(4-
cianobenzoil) imidoselenocarbamato], ya que presemtayor actividad y selectividad que

resto de los derivados.
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Los compuestos fueron disueltos inicialmente en DIMSigma-Aldrcih Co., Saint Louis,
MO) a una concentracion de 0,01M vy filtrados etndd 0,22 micras (Millipore, Billerica, MA),
para su esterilizacion. Posteriormente, se realizadiluciones seriadas en medio sin
suplementar y se almacenaron a -20°C hasta lazaeiln de cada experimento. Dichos

compuestos se emplearon a una concentracion dil25 p

2. CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares que se han empleado son M(@Eé&hocarcinoma de mama),
CCRF-CEM (leucemia aguda T-linfoblastica), HT-2%daocarcinoma de colon), HTB-54
(carcinoma epidermoidal de pulmoén) y 184B5 (célulies glandula mamaria derivadas de
células no-malignas), obtenidas de la ATCC (Ameridgpe Culture Collection, Manassas,
VA). Las células de la linea MCF-7 se han cultivedomedio EMEM (ATCC) suplementado
con 10% de suero bovino fetal y penicilina-estrejitina (0.1mg/ml) en frascos de 75%tnas
células de las lineas CCRF-CEM, HT-29, HTB-54 ae hultivado en medio RPMI 1640
(Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 10%sdero bovino fetal de ternera, L-
glutamina (2mM) y penicilina-estreptomicina (0,1/mb) en frascos de 75 émlLas células de
la linea 184B5 (células de glandula mamaria deasatk células no-malignas) se han cultivado
en medio Hams F-12/DMEM (50:50) suplementado (Li, 2007) en frascos de 75 tnhos

cultivos se han incubado en una estufa a 37°Cunaratmosfera humidificada al 5% de L£O

Los pasos a seguir para el subcultivo de las eadaerentes (MCF-7, HT-29, HTB-54
y 184B5) son:

1. Se retira el medio de cultivo del frasco de 75 por aspiracion.

2. Se lavan las células con 7 mL de PBS (Invitrog8e)espera 30-45 segundos y

se retira el PBS por aspiracion.

3. Se afladen 3 mL de tripsina-EDTA (Invitrogen). Ssuban las células durante

5 minutos a 37 °C en una estufa de;CO

4. Se despegan las células del frasco de cultivo, aaediuefios golpes en el

frasco hasta que se despegan todas las células.

5. Se neutraliza el efecto de la tripsina-EDTA afaditery mL de medio
suplementado. Se centrifugan a 1500 r.p.m duranten@tos a 4°C, eliminandose el

sobrenadante por decantacion.
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6. Se resuspende el pellet en un pequefio volumen d& reeplementado y se

procede al recuento de células en un hemocitérietobauer.

Para mantener el crecimiento exponencial y el dtibouen monocapa, se han
cambiado los medios de cultivo cada 48 horas, diéndose a la tripsinizacion de los
subcultivos cuando éstos alcanzan una alta cormflag@lrededor del 80% del espacio del

frasco ocupado por células).

En el caso de las células que crecen en suspef@ERF-CEM) se ha realizado por
centrifugacién y posterior resuspension en mediplesnentado, no siendo necesaria su
tripsinizacion. Para mantener el crecimiento expoiat, los subcultivos se dividen cada dos

dias por dilucion.

3. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Se ha analizadn vitro la actividad citotéxica de los compuestos BSC @i un
microensayo colorimétrico de citotoxicidad basadola reduccion del bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT) (Memann, T., 1983). En este ensayo las células
vivas y metabdlicamente activas son capaces deireelMTT, de color amarillo en solucion,

a una sal de formazan, compuesto insoluble quepgeeen forma de cristales de color azul
oscuro. La cantidad de formazan formada en estzitgn que esta catalizada por la succinato
deshidrogenasa mitocondrial, puede cuantificarpeatfotométricamente con facilidad, lo
gue permite estimar el nimero de células vivas talbddicamente activas presentes en los

subcultivos en presencia de los productos cuydetecquiere estudiar.

Se ha comparado el crecimiento de las célulasdaatg control a las 72 horas con
respecto a las células sembradas inicialmente, qbfieeron determinadas
espectrofotométricamente. Los datos citotoxicoexgaresan como & (concentracion que
inhibe el 50% del crecimiento de las células), T&ncentracidbn que inhibe totalmente el
crecimiento de las células) y kfP(concentracion que mata el 50% de las célulag)hd3i
valores se obtienen por extrapolacion en las cuteass-respuesta de la concentracion donde
los porcentajes de supervivencia son 504G0 (TGI) y -50 (LBg). En estos ensayos se ha

empleado como control positivo la doxorubicina.
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A)

+ i —— ™

Figura 18. Imégen representativa de un ensayo detaioxicidad. En la imagerA se observa se muestra la placa de
96 pocillos tras la incubacién de las células eh@tas. En la imageB se observa la placa tras haber retirado el

medio y haber afiadido el DMSO para la posteridutaae la placa

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en pldea96 pocillos de fondo plano para
las células adherentes y de fondo redondo paraélatas en suspension. Estos ensayos se

realizaron siguiendo dicho procedimiento:

1. Se afiaden 2QlL de las distintas disoluciones de los productosnedio a
todos los pocillos de las columnas 3-12.

2. Se afiaden 80L de medio de cultivo suplementado a los pocillos tienen
compuesto (columnas 3-12), 10D del mismo medio a los pocillos control

(columna 2) y 20@iL a los pocillos del blanco (columna 1).

3. Se afiaden 100L de una suspension de células en medio suplenwerdad
forma que tengamos un numero inicial de 10.000alpara el caso de los
cultivos adherentes y de 40.000 células para divouken suspension,

excepto a los pocillos del blanco.

4. De esta manera, el volumen total de todos los Ipecdera 20QuL. Las
placas se incuban en la estufa a 37 °C y 5% dg di€ante el tiempo
necesario (72 horas para los experimentos con cestipy para la placg t

se pasa al apartado 5).

5. Se afiaden 50L de una disolucion de MTT (2 mg/mL en PBS) a tolibss
pocillos y la placa se incuba durante 4 horas esstafa a 37 °C y 5% de
CO..

6. Se aspira el contenido de cada pocillo mediant@panato lavador de placas
programado de forma que sélo quede un volumen dé. Eh cada pocillo.
En el caso de las placas de fondo redondo, seerequna centrifugacion
previa a dicha aspiracion (1.200 r.p.m duranterfutos).
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7. Se anaden 150L de DMSO vy la absorbancia se lee en un lectorld8A
Bio Kinetics Reader (BIO-TEK) a una longitud de ande 550 nm,

sustrayendo el valor obtenido a 630 nm para re@licuido de fondo.

En todos los experimentos se utiliza como contagitiyo una muestra de células
incubadas con Doxorubicina. Los datos obtenidosxpeesan como porcentaje celular medio
para cada concentracion + SEM (error tipico de &dia). Estos datos de crecimiento se
calculan a partir de los datos de absorbancia wlatemitilizandose las siguientes férmulas: [(A-
Ao)/(Ac-Ao)] x 100 cuando A= A Y [(A-A)/Ag] x 100 cuando A < & donde A = absorbancia
del compuesto; A= absorbancia a tiempo cero; A absorbancia del control. Asi, los datos de
Glso, TGl y LDso se obtuvieron por extrapolacién en las curvassd@sipuesta y se expresaron
en valores micromolar. Los datos se obtienen decalos tres experimentos independientes con

cada concentracion repetida por cuadruplicado éa gao de ellos.

4. DETECCION DE APOPTOSIS

e« Anexina V-IP

Para la determinacion del porcentaje de apoptasig éinea celular tumoral CCRF-
CEM se ha empleado la técnica de tincion conjuetaaexina V unida a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e ioduro de propidio (IP). Einmplejo anexina V-FITC se une a la
superficie celular y su sefal se detecta a 525hiodEro de propidio se introduce en el interior

de la célula 'y se une al DNA, detectdndose su se@i20nm.

Se sabe que uno de los acontecimientos tempramnastewel proceso de apoptosis es el
movimiento de la fosfatidilserina desde la caparimd hasta la capa externa de la membrana
plasmética de las células. La anexina V se une faskatidilserina. Las células apoptéticas
reaccionan con la anexina V antes de que se peidtegridad de la membrana y el ioduro de
propidio entre en las células y se una al DNA, apsa sucede en estadios tardios del proceso
de apoptosis. Por tanto, marcando las células rarcombinacion de anexina V-FITC e ioduro
de propidio es posible diferenciar las células viveo apoptéticas (FITAP), las células
apoptoticas tempranas (FIT®) y las células apoptéticas tardias o las célulsdaticas
(FITCPY).
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Estos ensayos se realizaron mediante el sigyieotedimiento:
1. Las células se precipitan por centrifugacién (15p0n., 6 min, 4°C).

2. Seincuban las células durante 48 horas a 37°@a @ancentracion de (1,0-
0,6) x1C células/mL en placas de 6 pocillos; (¥ 3mL) en presencia o
ausencia de los derivados a una concentracion deM25Las células en
ausencia de BSC se incubaron en presencia de otidachequimolar de su
disolvente, DMSO.

3. Al finalizar el tiempo de incubacion, se centrifadas células (1500 r.p.m.,

6 min, 4°C) y se retira el medio por decantacion.

4. Se lavan las células resuspendiéndolas con 1 niRB&1x frio, 2 veces en

falcons de 15 mL.

5. Una vez lavadas las células se resuspenden ende®BS 1x y se pasan a

eppendorfs en hielo.

6. Las células se centrifugan (1500 r.p.m., 6 min)4PE€e retira el medio por

decantacion.

7. A continuacion, se procede al doble marcaje dedhdas con anexina V-
FITC e ioduro de propidio (IP) empleando &it“Anexina V-FITC (BD
Biosciences, San Diego, CA). A una muestraxtE05células en 1QdL del

tampon de carga 1x se afiagi Ble anexina V-FITC y 5L de IP.
8. Las muestras son incubadas en oscuridad a 4 °@tdura minutos.

9. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, ssdafOQ@L del tampon

de carga 1x frio.

10. Finalmente, se mide por citometria de flujo en itdnwetro COULTER
Epics XL(Beckman Coulter, Miami, Florida, USAPara cada muestra se
analizé la fluorescencia verde (debida al FITC)ayrbja (debida al IP)
procedente de 10.000 céluldsa longitud de onda de excitacion es de
488nm, la fluorescencia del FITC se detecta a 52%nka correspondiente
al IP a 620nm.

Los resultados se expresan como el valor medipateentaje de células apoptéticas +

SD. Para cada compuesto se realizan al menosxpesiraentos independientes, en los cuales

cada compuesto se determina por duplicado.

44



Material y Métodos

En todos los experimentos se utiliza como contagitiyo una muestra de células
incubadas con Camptotecina (Sigma-Aldrich) y unastna de células en presencia de DMSO

a una cantidad equimolar, en las mismas condicideé@scubacion que los compuestos.

« Kit Apo-Direct

Para la estimacion del porcentaje de apoptosia #nda celular tumoral MCF-7, se ha
empleado el kit Apo-DirefY (BD Biosciences), basado en la técnica TUNEL. dados pasos
tardios en la apoptosis es la fragmentacion del DNlAual es resultado de la activacion de las
endonucleasas durante el proceso apoptoético. Esteleasas degradan la estructura de la
cromatina en pequefios fragmentos de DNA. Este mé&s@mpleado en la deteccidén de dichos
fragmentos de DNA utilizando una reaccién catabizpadr TdT (desoxinucleotidil transferasa
terminal) exdgeno, nombrado como “end-labellingT&NEL". Este método es analizado por
citometria de fluioCOULTER Epics XL detectdndose el fluorocromo FITC a 525nnely

fluorocromo ioduro de propidio (IP) a 620nm.
Estos ensayos se realizaron siguiendo el sigupFntedimiento:

1. Se incuban las células durante 24 horas a 37°6a &ancentracion de 1,5-
2x10 células/mL en frascos de 25 T(W; = 5mL).

2. Al finalizar el tiempo de incubacion, se retiraneédio por aspiracion. Se
aflade 5mL de medio suplementado con el compuesta aoncentracion de
25 pM y se incuba el tiempo deseado. En el cagosdexperimentos segun
la concentracion de BSC, se afiaden los compuestascancentracion

deseada y se incuba 24 horas.

3. Una vez cumplida la incubacion, se tripsinizan ta#ulas y se fijan
resuspendiéndolas en 2mL de paraformaldehido (SAddrach) al 1% (p/v)

en PBS, incubandolas durante 1 hora a 4°C.

4. A continuacion, las células se centrifugan (15@0nT., 5 min, 4°C) y se

retira el medio por aspiracion.

5. Se lavan con 5mL de PBS y se centrifugan (1506hr.gurante 5 min, 4°C),

dos veces.

6. Se resuspenden las células en etanol 70% y seainoutminimo de 30

minutos a 4°C.

7. Transcurrido ese tiempo, se guardan a -20°C, hestapreparadas las

muestras para su lectura.
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8. Para la lectura de las muestras, se prepara lei@olde marcado que consta
de Reaction Buffer, TdT Enzyme, FITC-dUTP y agustitbeda.

9. Antes de afadir a las células la solucion de matcadn centrifugadas

(1500 r.p.m., 5 min, 4°C) y lavadas con Wash Bufles veces.

10. Una vez lavadas, se le afiade 50uL de la solucidnadeado y se incuban

las muestras en un bafio a 37°C durante 1 hora.

11. Transcurrido el tiempo de incubacion, se afiade @imlRinse Buffer y se

centrifuga (1500 r.p.m., 5 min, 4°C), dos veces.

12. A continuacion, se afiade 0,5mL de PI/Rnasa StaiBinffer y se incuba

durante 30 minutos a temperatura ambiente y ermridacu

13. Finalmente, se mide en un citome€®ULTER Epics XLLa longitud de
onda de excitacion es de 488nm, la fluorescendiaFiie&C se detecta a

525nm, y la correspondiente al IP a 620nm.

Los resultados se expresan como el valor medipatekntaje de células apoptoéticas +
SD a distintos tiempos o concentraciones. Para cadgpuesto se realizan al menos tres

experimentos independientes, en los cuales cadauasto se determina por duplicado.

En todos los experimentos se utiliza como contaditivo una muestra de células
incubadas con camptotecina y una muestra de céulggesencia de DMSO a una cantidad

equimolar, en las mismas condiciones de incubagu@nos compuestos.

5. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

El estudio de las fases del ciclo celular en MCBe7realiza siguiendo la misma
metodologia empleada para la determinaciéon de agisppor el método Apo-Diréét. Los

resultados se obtienen registrando la fluorescet®di# en escala lineal.

Los resultados se expresan como el valor mediopdetentaje de células en las
distintas fases del ciclo =+ SD a distintos tiempgera cada compuesto se realizan al menos tres
experimentos independientes, en los cuales cadpuasto se determina por duplicado. Se ha

empleado como control positivo la camptotecinaoeios los experimentos realizados.
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6. MEDIDA DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE ROS

La generacion de ROS se ha evaluado mediante deerdpl diacetato de 5-(y 6-)
carboxi-2 “7”-diclorodihidrofluoresceina (CMABDICFDA; Molecular Probes, Eugene, OR). Este
compuesto reacciona especificamente con ROS dagdpna un compuesto fluorescente. Dicha
intensidad de fluorescencia es proporcional al ex@do intracelular de los radicales libres
producidos. La concentracion de los radicales sitm®ducidos es determinada por citometria

de flujo.
Estos ensayos se realizaron segun el siguientedimiento:

1. Las células se cultivaron durante 4, 12, 24, 48 2y hbras a una
concentracion de 1,5-2x36élulas/mL, en frascos de 25 TfW; = 5mL) con

0 sin compuesto (25 uM).

2. Una vez cumplida la incubacion, se retira el medise afiade 5 mL de
medio sin suplementar + 12,5 yuL de fluorocromogyireuban durante 1

hora a 37 °C en oscuridad y agitacién.
3. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, ipsitriza las células.
4. Se resuspenden las células en 2mL de PBS.

5. Se mide en el citomet@OULTER Epics Xla una longitud de excitacion
de 488 nm.

Para cada muestra, se obtiene el valor de la naeitiiaética de la fluorescencia a 525

nm procedente de 20.000 células.

Los resultados se expresan como porcentaje deeflcencia = SD a distintos tiempos.
Para cada compuesto se realizan al menos tresregpérs independientes, en los cuales cada

compuesto se determina por duplicado.

7. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE LAS CASPASAS

La estimacion de la actividad de las diferentepaseas se ha evaluado mediante el
empleo del método fluorimétricddpoAlert Caspase assay plate Ki€lontech Laboratories,
Palo Alto, CA). Este método se basa en una plac@6deocillos en los cuales esta fijado un
sustrato fluorigénico especifico para las distintaspasas inmovilizadas en dichos pocillos.
VDAD-AMC, DEVD-AMC, IETD-AMC y LEHD-AMC son los susatos respectivos de las
caspasas -2, -3/-7, -8 y -9.
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Estos ensayos se realizaron mediante el siguientegimiento:

1. Se incuban las células durante 24 horas a 37°@aaconcentracion de 2
x10° células/mL en frascos de 25 T = 5mL).

2. Al finalizar el tiempo de incubacion, se retiraneédio por aspiracion. Se
aflade 5ml de medio suplementado con el compuasta aoncentracion de

25 pMy se incuba el tiempo deseado (4, 12 y 24d)or

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, gsittiza las células y se

procede al recuento celular (2xXt8/pocillo).

4. Se centrifuga la suspension celular (1500 r.p.mmirg 4°C) y se retira el

medio por aspiracion.

5. Se resuspende el pellet con el 1x Cell Lysis Buffecubar 10 minutos en

hielo.

6. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, sgrifega (1500 r.p.m., 5
min, 4°C) y se transfiere el sobrenadante a tulmosnitrocentrifuga (se

guarda en hielo).

7. Mientras las muestras se mantienen en hielo, sted®@ uL del Reaction

Buffer/DTT a cada pocillo e incubar 5 minutos a@7°

8. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién daddaa, se afiade 50 uL del

lisado celular a cada pocillo y se incuba 2 horas°g.

9. Finalmente, se mide en un fluorimetfLUOROSKAN ASCENT FL
(Thermo labsystems, Waltham, MA)a longitud de onda de excitacion es

de 380 nmy la de emision es de 460 nm.

Los resultados se expresan como tanto por unoatespecontrol de fluorescencia +
SD a distintos tiempos. Para cada compuesto sézaweahl menos tres experimentos

independientes, en los cuales cada compuestoesenitet por duplicado.

8. INHIBIDOR DE CASPASAS

Para la constatacion de la implicacion de la actbrade algunas caspasas en el proceso
de muerte celular inducido por los derivados bisaidoselenocarbamato (BSC) en la linea
celular tumoral MCF-7 se han realizado ensayospdetasis siguiendo la misma metodologia

empleada para la determinacién de apoptosis porédo Apo-Direct” en presencia de un
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inhibidor de caspasas universal, z-VAD-fmk (BD Riesces). Dicho inhibidor se afiade a una
concetracion de 50 puM, una hora antes del postérasamiento de las células con los

derivados.

Los resultados se expresan como el valor medipateentaje de células apoptdticas +
SD a distintos tiempos. Para cada compuesto sézaeahl menos tres experimentos

independientes, en los cuales cada compuestoesenitet por duplicado.

9. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS REGULADOR AS

Tras observar el efecto de los derivados B3y 3n, en las células MCF-7, se ha
querido comprobar la posible alteracién de la esiprede las proteinas implicadas en el control
de la muerte apoptética y del ciclo celular. Ptw, ele han analizado los niveles de expresion de
proteinas de la familia de Bcl-2 (Bcl-2, Bid), @ Iciclinas (A, B1), de la Cdk-1 y Cdk-2, del
inhibidor de Cdks pZ1, del factor de transcripcion p53, Chk-2 y PIDD diaaite el método de

inmunofluorescencia indirecta y de Western-blot.

o Analisis por Western-blot:

La técnica de inmunoprecipitacion permite la separa de complejos antigeno-
anticuerpo especificos de una mezcla compleja oeipas mediante el empleo de moléculas
capaces de unirse especificamente a los anticydgyosando unas asociaciones, que tras un

SDS-PAGE pueden ser reveladas por Western-blot.
Estos ensayos se llevaron a cabo mediante el stgypeocedimiento:

1. Se incuban las células en presencia o ausenciasdmmpuestos BSC (25

uM) en placas de 6 pocillos durante 24 y 48 hoespectivamente.

2. Tras la incubacion, se depositan las placas ea hisé recoge la suspension

en eppendorfs.
3. Selava los pellets con 1mL de PBS.

4. Se centrifuga la suspension celular (1500 r.p.mmiry 4°C) y se retira el

medio por decantacion.

5. Los pellets se resuspenden en tampén de lisis (D%, Triton x-100
0,1%, NaCl 100mM, Tris-HCI 50mM, EDTA 1mM, ortovateo sodico
1mM, NaF 10mM, Deoxicolato sddico 0,1% y cockta@ @hhibidores
SIGMA 0,1%; pH 7.2) en un volumen de &Q por pocillo durante 30

minutos en hielo.
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6. Se centrifuga la suspension celular (13000 r.dBmin, 4°C).

7. Se recogen las suspensiones en nuevos eppendodimacena a -80 °Ca

determinacion de proteina en las muestras seGeaiZBCA

8. Se cargan las muestras en geles de poliacrilarhia®a (30 pg por calle), y

se lleva a cabo la electroforesis SDS-PAGE segareeydo Laemmli.

9. Una vez terminada la electroforesis, se proceda @ahsferencia de las
muestras a membranas de fluoruro de polivinilo higbB (GE Healthcare).
Para comprobar si la transferencia se ha realizadectamente, se tifien las

membranas con Ponceau-S.

10. A continuacién, se incuba las membranas con unaciéol de leche
desnatada al 5% en buffer TBS-Tween al 1% durartierd en agitacion,

con el fin de evitar uniones inespecificas.

11. Posteriormente, las membranas se incuban en &gitatirante toda la
noche a 4 °C en una solucién de anticuerpos pusalirigidos contra las
diferentes proteinas a estudiar. Los anticuerpodilsgen en buffer TBS-
Tween al 1% utilizando un factor de dilucién queilasentre 1:100 y 1:200,

dependiendo de la proteina.

12. Tras la incubacion, las membranas se lavan 5 nsnato agitacién con

TBS-Tween al 1%, 5 veces.

13. Una vez lavadas, se incuban con la solucién decumrpo secundario

peroxidado durante 1 hora en agitacion.

14. Pasado el tiempo de incubacion, se realizan disdes@dos (repetir paso
12).

15. A continuacién, se realiza el marcaje mediante sb wel método
guimioluminiscente Amersham ECL Prime Western Bigtt Detection

Reagent (GE Healthcare).

En estos experimentos, se ha emplead@-Aatina (Cell Signalling) como control
positivo para corregir las posibles diferenciasl@rcantidad de proteina cargada de cada

muestra en los diferentes geles.

Una vez revelado el marcaje anterior, las membraoassometidas al proceso de
stripping utilizando la solucion Re-Blot Plus Mild Solutio@lfemicon Internacional). Para ello,

se han llevado a cabo los siguientes pasos:
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1. Se incuban las membranas en 5 mL de la soluci&@triggping (500 pL de la
solucién Re-Blot Plus Mild Solution + 4,5 mL de agumilli Q autoclavada),
durante 50 minutos a 60 °C.

2. A continuacion, son blogueadas mediante su incahaen una solucién de
leche desnatada al 5% en buffer TBS-Tween al 1%nderl hora en

agitacion.

3. Posteriormente, las membranas se incuban en dgitdarante toda la noche
a 4 °C en una solucién de anticuerpos especificdsuéfer TBS-Tween al

1% utilizando un factor de diluciéon 1:750.

4. Tras la incubacion, las membranas se lavan 5 nsrenagitaciéon con TBS-

Tween al 1%, 5 veces.

5. Una vez lavadas, se incuban con la solucién decuwerfio secundario

correspondiente durante 1 hora en agitacion.
6. Pasado el tiempo de incubacién, se realizan digdasados (repetir paso 4).

7. A continuacion, se realiza el marcaje mediante sb wWel método
quimioluminiscente  Amersham ECL Prime Western Bigtt Detection
Reagent (GE Healthcare).

Los valores obtenidos de cada proteina a estueiapsnalizan respecto a la cantidad
dep-Actina obtenida en la misma membrana. La intenksttalas bandas se cuantifica mediante
un densitometro GS-800 (Bio-Rad).

e Andlisis por Inmunofluorescencia:

Para la cuantificacion de los niveles de expresiénlas distintas proteinas se ha
empleado una segunda técnica mas sensible vy tai@atique el método de Western-blot, la

inmunofluorescencia indirecta.

Para la deteccion de las proteinas, se ha incubad@lulas tratadas con los anticuerpos
primarios correspondientes a cada proteina, y postente, con un anticuerpo secundario
unido al fluorocromo FITC. Para la proteina Cdkdd2-p34 (B-6), se ha utilizado anticuerpos
monoclonales de ratén (Santa Cruz BiotechnologgteS@ruz, CA). Para las proteinas Bcl-2
(N-19), Bid (FL-195), ciclina A (C-19), ciclina B#¢20), Cdk-2 (M-2) y p29* (N-20), se han
utilizado anticuerpos policlonales de conejo (Sdaz Biotechnology). Y para las proteinas
p53 (C-19) y Chk-2 (N-17), se han utilizado antimes policlonales de cabra (Santa Cruz
Biotechnology).
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Como controles negativos se ha utilizado anticueipatipicos de las distintas proteinas
fosforiladas (Santa Cruz Biotechnology) durantegak a 37°C. Como anticuerpo secundario se

han empleado anticuerpos de cabra y burro conjsgaaio FITC (Santa Cruz Biotechnology).
Estos ensayos se han realizado siguiendo dichediroento:

1. Las células se cultivan en frascos de 25, @n presencia o ausencia de los
compuestos BSC (38V) durante 24 horas.

2. Tras laincubacion, se recogen y se lavan con SlenPBS.

3. Se centrifuga la suspension celular (1500 r.p.mmirg 4°C) y se retira el

medio por decantacion.

4. Se resuspende el pellet en 5mL de buffer lavad& (PB,1% Nah/ 1%

suero fetal bovino inactivado; pH 7.1-7.4).

5. Se centrifuga la suspensién celular (1500 r.p.mmirg 4°C) y se retira el

medio por decantacion.

6. Se realiza la fijacién de las células afiadienda gogota 10 mL de Etanol
frio al 75% (en PBS) al mismo tiempo que se agitaa vortex. Las células

fijadas se incuban a -20°C un minimo de 2 horas.

7. Una vez pasado el tiempo de incubacion, se cegérifa suspension celular

(1500 r.p.m., 5 min, 4°C) y se retira el medio gecantacion.

8. Se resuspende el pellet en 5mL de buffer lavadd& (PB,1% Nai/ 1%

suero fetal bovino inactivado; pH 7.1-7.4).

9. Se centrifuga la suspension celular (1500 r.p.mmirg 4°C) y se retira el

medio por decantacion.

10. Las células son permeabilizadas con 5 mL de Twit@A0 frio (al 0,25% en

buffer de lavado) durante 5 minutos a 4°C.

11. Una vez transcurridos los 5 minutos, se centriflg@uspension celular

(1500 r.p.m., 5 min, 4°C) y se retira el medio g@cantacion.

12. Se resuspende el pellet en 5mL de buffer lavad& (PB,1% NaN/ 1%

suero fetal bovino inactivado; pH 7.1-7.4).

13. Se centrifuga la suspension celular (1500 r.p.nmiry 4°C) y se retira el

medio por decantacion.
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14. A continuacion, cada muestra de células se sepacaiaro alicuotas (£0
cs/tubo). Tres de las alicuotas se incuban conngtugrpo primario
correspondiente a cada una de las proteinas yglande, utilizada como
control negativo, se incuba con el correspondieartécuerpo primario
bloqgueado previamente con su péptido especificglrsela proteina
estudiada.

15. Tras un lavado con 700L de buffer de lavado, se realiza una segunda
incubacién con el correspondiente anticuerpo semimdconjugado con
FITC.

16. Finalmente, las células son resuspendidas en 7deuRBS y analizadas

mediante citometria de flujo con el citome@OULTER Epics XL

17. Los resultados se expresan como tanto por uno atesgd control de
fluorescencia + SD. Para cada compuesto se realamenos tres
experimentos independientes, en los cuales cadpuEsto se determina por
triplicado.

10. MEDICION DE LOS CAMBIOS EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL

Se han analizado los cambios dados en el poteterembrana mitocondrial mediante
el empleo debtaining Mitochondrial Ki{Sigma-Aldrich).

Estos ensayos se realizaron siguiendo dicho pnowealio:

1. Seincuban las células durante 24 horas a 37°@3 aancentracion de 2xX10

células/pocillo en placas de 96 pocillog §/2mL).

2. Al finalizar el tiempo de incubacion, se retiraneédio por aspiracion. Se
aflade 2 mL de medio suplementado con el compuesit@ &oncentracion
de 25 uM y se incuba el tiempo deseado (4, 12, Z2llyoras).

3. Una vez cumplida la incubacién, se retira el mgdée afade 400L de la
mezcla Staining solution-medio suplementado (50y56¢ incuban durante
20 minutos a 37 °C y 5% de €O

4. Una vez finalizada la incubacion, se retira el rngutir aspiracion.

5. Se lavan dos veces con 1dGle medio suplementado.
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6. Se afade 5QL de medio suplementado y se mide en un fluorimetro
FLUOROSKAN ASCENT FL La longitud de onda de excitacién es de 490
nm y la de emision es de 530 nm (correspondient@dlaorescencia de JC-

1 monOGmeros).

En todos los experimentos se utiliza como contagitiyo una muestra de células
incubadas con valinomicina (Sigma-Aldrich) y unaestua de células en presencia de DMSO a

una cantidad equimolar, en las mismas condicioagsalibacién que los compuestos.

Los resultados se expresan como porcentaje deeflcencia = SD a distintos tiempos.
Para cada compuesto se realizan al menos tresregpérss independientes, en los cuales cada

compuesto se determina por cuadruplicado.

11. ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacion estadistica de los resultadbs sgilizado el programa SPSS 17.00
para Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE.U&¢ ha realizado en cada caso el test de
normalidad de Shapiro-Wilks y Kolmogorov-Smirnovn Hos casos que han resultado
significativos, se ha realizado el Test de la IMdmn-Whitney para muestras no paramétricas,
y para los grupos con distribucién normal se héizaado la prueba de t student para muestras
paramétricas. Valores de p<0,01 se han consideestimdisticamente muy significativos.

Valores de p<0,05 se han considerado estadisticarsigmificativos.
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1. RESULTADOS DE CITOTO XICIDAD

Se han realizadensayosin vitro de los derivados bisacilimidoselenocarbamato (E
(Figura 19)en las lineas celulares tumorales de mama (-7), colon (HT29), pulmén (HTE
54) y leucemia (CCREEM) y en una linea celular inmortalizada no turh(t84B5) derivad:
de tejido epitelial nanal de glandula mamaria, con la finalidad de valstaselectividad. L
actividad citotoxica sba determinac mediante el ensayo colorimétrico del MTbromuro de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5difeniltetrazoilo a 72 horasLos resultados se expresanmo
Glso, dosis que inhibe un 50% el crecimiento celular mspecto a las células control, T
dosis que inhibe totalmente el crecimiento de éslas yLDs,, concentracion que mata el 5(
de las célulaslLos pardmetros citotoxicos 5o, TGl y LDsy se han determinac por
extrapolacién en las curvas derespuesta (Figuras 1-17, Anex®n estos ensayos se
utilizado doxorubicina como control positivLos resultados de los parametros toxicos de

los derivados BSGe muestrann la Tabla 2.

o) X'R 0]
X N)\\N X
Rg J A i
Y Y

Compuesto X R Y R’

3a S CH, N 2-Cl

3b Se CH, N 2-Cl

3¢ S CH, c H

3d Se CH, C H

3e Se CH,CH, C H

3f Se CH(CHpy, C H

3g Se CH, C 3,5-diOCH,

3h 8¢ CH(CHy, C 3,5-diOCH,

3j Se CH(CHy), C 4-Cl

3k Se CH, C 4-Cl

31 Se CH, C 4-NO,

3m Se CH, C 4-CF,

3n Se CH, C 4-CN

3p Se CH, C 4-CH,

3q Se CH, C 4-C(CH,),

3r Se CH, N H

3s Se CH, C 3,4,54riOCH,

Figura 19. Estructura de los compuestoBSC estudados en este trabajc
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Tabla 2. Resultados de la actividad citotoxica des derivados bisacilimidoselenocarbamato (BSC) das distintas lineas celulares.

DERIVADOS BISACILIMIDOSELENOCARBAMATO

COMPUESTO PARAMETROS LINEAS CELULARES COMPUESTO PARAMETROS LINEAS CELULARES
CITOTOXICOS CCRF-CEM HTB-54 HT-29 MCF-7 184B5 CITOTOXICOS HTB-54 HT-29 MCF-7
GI50 (M) > 100 > 100 75,30 23,29 0,37 GI50 M) 2,47 > 100 7,72 1,14 0,54
3a TGI M) > 100 >100 > 100 > 100 50,34 3k TGl @M) 8,82 > 100 72,11 51,61 35,90
LD50 (M) > 100 > 100 > 100 > 100 > 100} LD50 M) > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
GI50 M) 0,16 5,83 8,06 0,07 0,007 GI50 M) 71,47 > 100 65,54 0,80 5,19
3b TGl (M) 3,22 45,22 44,61 2,59 30,84 3l TGl M) > 100 > 100 > 100 49,70 52,71
LD50 M) 9,47 > 100 87,66 49,55 68,81 LD50 M) > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
GI50 (M) 17,14 42,19 58,35 0.009 0,006 GI50 (M) 3,87 1,29 0,61 0,004 0,54
3c TGI M) 72,60 80,26 > 100 40,87 36,21 3m TGl @M) 6,46 9,39 5,77 2,37 2,20
LD50 (M) > 100 > 100 > 100 > 100 95,86 LD50 (M) 9,06 70,47 55,40 25,26 6,69
GI50 M) 18,54 28,81 5,15 0,05 0,07 GI50 M) 3,35 1,45 0,63 0,002 1,15
3d TGl (M) 47,97 60,07 9,15 0,78 0,82 3n TGl M) 6,07 64,40 5,18 0,27 4,60
LD50 (M) 77,40 91,33 62,03 6,98 5,70 LD50 M) 8,80 > 100 71,92 7,83 8,06
GI50 (M) 2,48 40,02 8,27 0,02 0,002 GI50 (M) 3,03 3,40 5,23 0,10 1,70
3e TGI M) 7,59 69,21 39,03 1,90 15,47 3p TGl @M) 5,94 6,93 9,14 1,44 6,13
LD50 (M) 42,24 98,40 70,81 71,34 58,84 LD50 (M) 8,85 23,43 54,82 7,79 21,99
GI50 M) 6,59 61,35 29,70 3,77 0,004 GI50 M) 3,96 2,44 3,32 0,08 0,17
3f TGl (M) 16,24 > 100 74,79 47,97 33,97 3q TGl M) 7,41 9,84 7,63 5,76 3,14
LD50 (M) 60,21 > 100 > 100 98,06 77,93 LD50 M) 10,86 > 100 59,51 > 100 7,54
GI50 (M) 2,92 1,99 3,44 0,77 5,41 GI50 (M) 21,40 > 100 4,44 1,45 42,82
39 TGI M) 5,38 5,85 6,48 5,10 31,07 3r TGl @M) 49,34 > 100 9,26 8,79 > 100
LD50 (M) 7,85 9,70 9,52 9,85 81,58 LD50 (M) 77,27 > 100 84,54 >100 > 100
GI50 (M) 5,63 3,95 5,24 0,18 0,35 GI50 M) 5,25 11,84 6,33 2,44 2,95
3h TGl (M) 38,12 > 100 > 100 4,15 0,87 3s TGl M) 9,40 > 100 20,01 6,43 6,25
LD50 (M) > 100 > 100 > 100 > 100 40,43 LD50 M) 65,09 > 100 84,97 2492 9,55
GI50 M) 471 10,26 2,71 0,92 0,18 GI50 M) 0,033 <10 Nd 0,88 0,001
3j TGl (M) 8,51 88,62 16,71 5,81 3,78 Doxorubicina TGl M) 0,071 1,25 Nd >100 0,40
LD50 M) 54,15 > 100 > 100 99,31 8,32 LD50 M) 0,29 3,45 Nd >100 2,42
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Como se muestra en la Tabla 2, siendo las céllt&®&FSCEM y MCF-7 generalmente
mas sensibles y las células HTB-54 y HT-29 méstersies al efecto citotoxico, la mayoria de
los compuestos ensayados son capaces de inhidyeadiniento de las células tumorales en los
ensayosn vitro con valores de G del rango nM en células MCF-7. Los compue&ios3g,
3ny 3p, los cuales poseen un grupo metilseleno, sondogatios mas potentes. Ademas, entre
los analogos de azufre/selenio los compue8toy 3d han mostrado una toxicidad mucho

mayor queday 3¢, indicando que la sustitucién del selenio conraznb se tolera bien.

Los derivados3g y 3n se muestran como dos de los compuestos mas mtamtevalores
para todos los pardmetros citotoxicos menores detMOen dichas lineas celulares. Cabe
destacar el compuesBn como agente citotdéxico en MCF-7 (adenocarcinomandma), que
con valores de &= 2 nM, TGl = 270 nM y LI = 7,83 uM, es el compuesto mas activo en
esta linea celular. El compuestges el mas activo de toda la serie, con valoreslge TGl y
LDs inferiores a 10 UM en todas las lineas celulaeesahcer. Ademas, posee selectividad en
la linea tumoral de mama (MCF-7) frente a la linea tumoral de mama (184B5)
(LD50184B5/LDsoMCF-7 = 81,58/9,85 = 8,3) (Tabla 2).

2. LOS COMPUESTOS BSC INDUCEN APOPTOSIS

La apoptosis es un tipo de muerte celular emplgaaidos organismos multicelulares
para eliminar las células no deseadas en diveisasisnes (Taylor, R.C., 2008). Ademas, es
un importante proceso celular que puede explicaefectos preventivos del selenio en cancer
(Philchenkov, A., 2007).

Dado que se ha observado una destacable activitdaakica en muchos de los derivados
BSC en las diferentes lineas celulares, en ediejtrae ha pretendido caracterizar el proceso de
muerte celular inducido por esta serie de molécsiatetizadas como candidatos a drogas
antineoplasicas que en su conjunto denominamosgadies BSC. Dentro de los derivados BSC
se han seleccionado los compuest@& [metil N,N’-bis(2-cloropiridin-3-carbonil)
imidoselenocarbamato]3g [metil N,N’-bis(3,5-dimetoxibenzoil)imidoselenocarbamat@n
[metil N,N’-bis(4-cianobenzoil)imidoselenocarbamato]3p [metil N,N’-bis(4-metilbenzoil)
imidoselenocarbamato] para comprobar su capagidad inducir apoptosis en las lineas
celulares tumorales CCRF-CEM y MCF-7.
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2.1 Determinacion de apoptosis en CCR-CEM y MCF-7

Para determinar si lmuerte celule inducida por los derivados BS3B, 3g, 3ny 3p, se
produce por apoptosise han realizado ensayen los cualese determir el porcentaje de
células apoptoticas mediante el empleo de la téatecmarca conjunto con Anexina -FITC
e ioduro de propidio (IPdeguido de la deteccién de la doble fluoresceneidiante citmetria
de flujo en células CCREEM y el empleo del kit ApoDirecY, basado en el efecto TUNE
para la linea celular tumoral M7 (Figuras 20-22)Las determinaciones se han realiztras
un tratamiento de 48 horas con los BSC seleccienadona concentracion de 25uM. Se

empleado en todos los experimentos como contratiyyo camptotecina2buM).

En la figura 20A, se resumen lovalores medios de porcentaje de células apoptc
(apoptodticas tempranas + apoptoticas tardias) #nactms tras una incubacion a 4€ras en
ausencia (control) presencia de los derivac BSC en células CCRF-CENEN la figura20-B,
se resumen los vales medios del orcentaje de células subdiploidescontrados tras
incubacion a 48 horaen células MC-7. Como puede observaresa ambas figuras, todos |
compuestos han inducido un incremento en el numeroélulas apoptéticas con respect
control tanto en CCREEM como en MC-7.
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Figura 20. Apoptosis inducida por los derivado BSC, 3b, 3g, 3ny 3p en CCREEM y MCF-7. (A) Se han
incubado las células CCREEM en ausenc (control) o presencia de lasmpuestos (28V) durante 48 horas. %
de apoptosis se refiere a células Anexi-FITC*. (B) Se han incubado las células MZFn ausenc (control) o
presencia de losompuestos (38M) durante 48 hori. Se ha empleado camptotecina como control posi25uM).
Los resultados se expresamupla media £ SD de 3 experimentos realizados ppflichdc (Tablal, Anexo). Las
células subdiploides se consideran apoptét* (p<0,01) respecto al control en todos los ca

En la figura 21se muestra eresultado de un experimento representaen la linea
celular tumoral CCREEEM. Las células CCRF-CEM se han incuba&aopresencia o ausen:
del compuesto (38M) durante 48 horas. Tras 48 horas de incubaciopresencia d3g se
observa un mayor porcentaje de células apoptoteampranas (19,1%)on respecto a le

incubadas en ausencia del mismo (5,0%). Sin empatgaumento del porcentaje de céll

apoptéticas tardias y/mecréticas en presencia d3g con respecto al control
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considerablemente inferior (7,4% frente a 1,5%)oHEsdica que ¢ mecanismo de muer

celular principal inducido pc3g es apoptosis.

Con los compuestdb, 3ny 3p se han encontrado resultados similares. Tras 4& fuz
incubacion en presencia del derivado, se aprecimaumento en el porcentaje de cél
apoptoticagempranas y tardias 3b (16,0% y 27,4%)3n (16,3% y 10,3%) y3p (18,7% vy
4,3%) frente a los observas en el control (5,0% y 1,5%Ademas, los resultados 3b
difieren del resto de los derivados BSC, ya que stnae un mayor porcentaje de cél

apmtoticas tardias que tempran
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Figura 21. Apoptosis inducida por los compuestos 3b, 3g, 3n3p enCCRF-CEM. Analisis por citometria de
flujo. Se ha incubadtas células en presencia 0 ausencia de compuéuM) durante 48 horas. En cadéfico, A3
corresponde a células vivas no apoptéticas (anéx-FITC/IP?); A4 corresponde a células apoptéticas tempr
(anexina V-FITC/IPY); A2 corresponde a célulapoptoticas tardias y células necréticas (ane)»-FITC'/IPY). La
figura corresponde a un experimentpresentativo de un total deeBsayos cada uno realizado por duplici

En la figura 22se muestra un ejemplo representativo del andlibienao po
citometria de flujo con los compuesi3b, 3g, 3ny 3p en la linea celular tumoral M(-7. Las
células MCF-7se han incubac en presencia o ausencia del compuestuM) durante 48
horas. En todos los experimentos se ha empleado coniro positivocampotecina (2pM).

Las células subdiploides se consideran apoptc
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Figura 22. Andlisis mediante citometria de flujo del efectapoptético de los derivados 3g y 3n en la linea oklr
MCEF-7. La figura corresponda un experimento representativo de total de 3 ensayos cada uno realizado
duplicado.

2.2 Determinacion de apoptosis en MC-7 a diferentes tiempos y concentracion

A continuacion, se ha procedido a analizar si et@so de muerte celular inducido
los derivados BSC en las células M-7 es dependiente de la concentracion del derivadd
tiempo de exposicién del mismo. Con este fin sesdilaccionado el compues3g por ser el
mas activo de la serien todas las lineas y el compue3n por serel mas activo en la line
MCF-7. Las deterinaciones se han realizado mediante el errdd kit Apo-Direct™, basado
en la técnica TUNEL.

La figura 23muestra el andlisis de los ensayos de apoptossidbts por citometria ¢
flujo con los compuesto3g y 3n a diferentes tiempos de incubacionslalulas MC-7 han
sido incubadas en presencia o ausencia del conrensayado (38M) durante 4, 12, 24y 7

horas
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Figura 23. Apoptosis inducida por 3g y 3n en MCF-7a distintos tiempos Las células se han incubado en
ausencia (control) o presencia de los dos compsié25oM) durante 4, 12, 24 y 72 horas. Los resultadexpeesan
como la media = SD de 3 experimentos independieeizados por duplicado (Tabla2, Anexo). Se haleato
camptotecina como control positivo (). Las células subdiploides se consideran apaatsti** (p<0,01), *
(p<0,05) respecto al control en todos los casos.

Tras 4 horas de incubacion en presencia del cortgpdes no se han observado
cambios significativos en el porcentaje de céldpsptoticas respecto al control (12,28%
respecto a 7,11%). A partir de 12 horas se observaayor porcentaje de células apoptoticas
(23,35%) respecto a las células incubadas en aasdaecmismo (6,17%). Esta diferencia de
porcentaje va aumentando en funcion del tiempandebiacion (24 horas: 35,71%; 72 horas:
76,78%).

Respecto al compuest®n, se han observado resultados similares (Figura 28)
produce un aumento de las células apoptéticas awespé control a partir de las 12 horas de
incubacion (22,53% respecto a 6,17%). Este increamdel porcentaje celular se acentla

conforme avanza el tiempo de incubacion (24 h@B$6%; 72 horas: 61,06%).

El compuest®g ha resultado ser el compuesto mas activo de Issddnvados BSC,
induciendo un mayor incremento del porcentaje diddast apoptoéticas en todos los tiempos de
incubacién. En todos los experimentos se ha utitizeomo control positivo una muestra de

células incubadas con camptotecingu{a}.
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A continuacion, en lefigura 24 se muestra uejemplo representativo del andli

obtenido por citometria de flujo con los compuesi3g y 3n a diferentes tiempos (

incubacion

Control Camptotecina 3g 1 3n
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Figura 24. Analisis mediante citometria de flujo del efect@poptético de los derivados 3g y 3n en la linea okr
MCF-7 a diferentes tiempos de incubacic La figura corresponda un experimento representativo de un total
ensayos cada uno realizado por duplic

La figura 25muestra eresultado obtenido esl analisis de induccién de apoptcpor
citometria de flujo con los divados BSC3gy 3n, a diferentes concentracioniCon este fin,
las células MCF se han incubai en presencia o ausencia del compuesgayado 5, 15, 25
y 35uM durante 24 horas.
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Figura 25. Apoptosis inducida por 3g y 3n en MCF-a distintas concentracionesSe han incubado las células en
ausencia (control) o presencia de los dos compuiests, 15, 25 y 3nM durante 24 horas. Los resultados se
expresan como la media + SD de 3 experimentos erdbentes realizados por duplicado (Tabla3, Anexo).
Camptotecina (2uM) empleada como control positivo. Las células fpibdles se consideran apoptdticas. **
(p<0,01), * (p<0,05) respecto al control en todmsdasos.

Como puede observarse, tras 24 horas de incubanigmesencia del compuesig a
concentracion M no se ha detectado ningin cambio en el porcedijeélulas apoptdticas
respecto al control (6,09% respecto a 4,71%). Seblsarvado un aumento en el niumero de
células apoptoéticas a partir de una concentracgda5IM del compuesto ensayado (17,56%).
Esta diferencia de porcentaje ha ido en aumenfaresion de la concentracion del compuesto
30.

En el tratamiento con el compuesto, se observan valores similares pero el aumento
en el nimero de células apoptoticas respecto @laks incubadas en ausencia de compuesto
se hace ya notable a una concentracion g#510,91% respecto a 4,71%). El aumento del
porcentaje de células apoptéticas respecto alalasgracentiia en funcion de la concentracion

del compuesto.

En las células tratadas, tanto con el compuggtoomo 3n, a una concentracion de
35uM (25,15%; 30,41% respecto a 4,71%) se produce wmeato del nimero de células
apoptoticas respecto al control, pero el porcerdajeélulas apoptoticas es menor que a una
concentracion de 28/ (35,71%; 31,66% respecto a 5%). Esto es debidoral obtenido, lo
gue significa que no se observan diferencias edteal$ entre ambas concentraciones. En todos
los experimentos se ha utilizado como control pasitina muestra de células incubadas con

camptotecina (38M).
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A continuacion, en lefigura 26 se muestra un ejemplo representativo del ani

obtenido por citometria de flujo con los compues3gy 3n a diferentes concentraciol en las
células MCF-7.
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Figura 26. Andlisis mediante citometria deflujo del efecto apoptético de los derivados 3g yn3&n la linea celular
MCEF-7 a diferentes concentracione. La figura corresponda un experimento representativo de un total desayars
cada uno realizado por duplicado.
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3. LOS DERIVADOS BSC INDUCEN ALTERACIONES EN LA MITOCO NDRIA

La forma mas comudn de apoptosis en la mayoriasdedlalas de vertebrados se da por
la via mitocondrial, definida por un evento fundatag la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial. Dicha permeabilizacién se da de mamepentina en la apoptosis (Goldstein,
J.C., 2000; Green, D.R., 2004), seguida de la ditién de proteinas que se encuentran
normalmente en el espacio entre las membranasidnteexterna mitocondrial (citocrontm
AIF y otros) en respuesta a una variedad de evel@da sefializacion extrinseca e intrinseca.
La decisiobn de muerte mitocondrial se centra en mlogesos: la permeabilizacion de la
membrana interna, como la promovida por las tréores de permeabilidad de los poros de la
mitocondria, que se da cuando ef Calcanza un umbral critico, y la permeabilizaciériade
membrana mitocondrial externa (MOMP), en la quetginas proapoptoticas como Bid,

Bax y Bak desempefian un papel clave (Belizarig,, 2007).

La pérdida de la integridad mitocondrial es uno loe eventos tempranos en la
apoptosis. Para comprobar qué eventos estan impcan la muerte celular inducida por los
derivados BSC, se ha analizado la disipacion dednptal de membrana mitocondrid',,,),
los posibles cambios producidos en los niveleadefulares de ROS y la posible alteracion de
la expresion de proteinas implicadas en la apaptamino Bcl-2 y Bid. Para ello, las células
MCF-7 han sido tratadas con los compuesigsy 3n (25uM) a diferentes tiempos de

incubacion.

3.1 Los derivados 3g y 3n provocan disipacion der,,

Para comprobar si los derivados BSC inducen cangnadAY,,, se han tratado células
MCF-7 con los compuest@g y 3n a una concentracion de 25 uM durante 4, 12, 22 fworas,
tal y como se describe en el apartado Material yoltis. Se ha empleado en todos los

experimentos como control positivo valinomicina (249).

Como se puede observar en la figura 27, trag ti@acélulas durante 4 horas con los
compuesto8gy 3n, se ha producido una reducciéon d8l,,. Pero este efecto no se observa a
tiempos mas largos, indicando que la reducciom\lg inducida por los derivados BSC es

reversible.
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Figura 27. Disipacion deA¥,, en células MCF-7 inducida por los derivados 3g yn3 Se han incubado las células
en ausencia (control) o presencia de los 2 compsi€86uM) a 4, 12, 24 y 72 horas. Los resultadosxpeesan
como la media + SD de 3 experimentos independigrtdizados por duplicado (Tabla 4, Anexo). Valingma (25
uM) empleada como control positivo. ** (p<0,01),p<0,05) respecto al control en todos los casos.

3.2 Los derivados 3g y 3n provocan estrés oxidativen las células MCF-7

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) jueganapel pmuy importante en la
iniciacion y la progresiéon del cancer, y los tunsoe estadios avanzados frecuentemente
exhiben unos niveles basales elevados de ROS dimukes la proliferacion celular y

promueven la inestabilidad genética (Verrax, J1,120

La excesiva acumulacion de ROS parece jugar unl pegemcial en el proceso de
apoptosis desencadenado por diferentes farmacisnaoriales (Suzuki, S., 1999; Kim, H.J.,
2006). Para evaluar si los derivados BS@y 3n, inducen un aumento en la acumulacion de
ROS en células MCF-7, se han medido los niveleR@S8 en células incubadas durante 4, 12,
24, 48 0 72 horas en presencia o0 ausencia de @stgzuestos (25 pM). La determinacion de
los niveles de ROS se ha llevado a cabo mediattmeiria de flujo con el fluorocromo CM-
H,DCFDA.

Como se muestra en la figura 28, los compuestosleaaips inducen un cierto
incremento en los niveles de ROS intracelularedaetinea celular tumoral MCF-7. Sin
embargo, este efecto es detectable a partir d24akoras de exposicion mientras que el
aumento del porcentaje de células apoptoticas iddymor el tratamiento se observa a tiempos
mas cortos (Figura 23). Este resultado sugierestjircremento de ROS es consecuencia de la
apoptosis inducida por dichos compuestos y quengsts un mediador esencial en el proceso

de muerte celular inducido por dichos derivados.
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Figura 28. Produccién de ROS tras la incubacién d&CF-7 con los derivados 3g y 3nLas células se han
incubado en ausencia (control) o en presencia depgesto (25uM) durante 4, 12, 24, 48 y 72 horas.
Posteriormente, se ha medido la fluorescencia naetiéda al fluorocromo CM-4#DCFDA. Los resultados de los
distintos experimentos se han normalizado adjudican cada uno de ellos el valor 1 al obtenidol @omrol. Los
resultados representan la media + SD de 3 expetim@éndependientes realizados por duplicado (Tapknexo).
** (p<0,01), * (p<0,05) respecto al control en tedos casos.

3.3 Los derivados BSC inducen cambios en la exprés de las proteinas Bcl-2 y Bid

La mitocondria juega un papel clave en el mantesmioi de la supervivencia de la
célula, pero también es un importante mediadoladauerte celular. El principal evento en la
sefializacion mitocondrial y el control de apoptasssla permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa y la liberacion de proteinesapoptoticas en el espacio intermembranoso
mitocondrial (Kantari, C., 2011). La apoptosis rodndrial es principalmente regulada por
interacciones moleculares entre los distintos miesilde la familia Bcl-2 (Borner, C., 2003;
Youle, R.J., 2008; Kantari, C., 2011).

Las proteinas de la familia Bcl-2 regulan procaed®gpermeabilizacion mitocondrial y
constituyen un punto clave en la regulacién de gdaptosis celular. Entre sus miembros
encontramos inductores e inhibidores del procesptafico. Los niveles de expresion de las
proteinas de la familia Bcl-2 estan alterados enerasos modelos de apoptosis. La pérdida de
AY,, esta regulada en parte por la influencia de laesifin de los miembros de la familia Bcl-2
(Shim, H.Y., 2007), por ello se ha procedido a kdida de los posibles cambios dados en el
nivel de expresidén de las proteinas antiapoptoicd2 y proapoptética, Bid en las células
MCF-7 tratadas con los derivadd@y y 3n, mediante las técnicas de western-blot e

inmunofluorescencia indirecta.
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Mediante la técnicde inmunofluorescencia indirec las células incubad en ausencia
0 presencia d&g y 3n (25 pM) se han fijjado, permeabilizado y expur a un anticuerpo
primario contra BcR y posteriormente a un anticuerpo secundario uaigtrC Para eliminar
posibles uniones inespecificas, en cada casoluorescencia debida a B2Ise ha sustrai la

debida a un control negativo formado por un antjpoi€el mismo isotipo que el utilizado pi
Bcl-2.

La figura 29 muestra que la expresion de-2 disminuye tanto en células tratadas
3g como corn tras 24 horase tratamiento. Esta disminucién es detectable tamtdVester-
blot (Figura 29AB) como por inmunofluorescencia indirecta (Figu&C-D). La figura 29
también muestra que la disminucion de-2 persiste tras 48 horas de tratamiento 3g pero

no con3n, compuesto con el que transcurrido este tiempo paesion de B«-2 llega incluso a
aumentar (Figura 29A-B).
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Figura 29. Efecto de los compuestos 3g y 3n en la expresion @&el-2. Analisis por wester-blot e
inmunofluorescencia indirectg?) Imagenes correspondientes a dos wedtlrh+epresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma representativo de laiveles de Bcl-2 en células MCF-en ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl daverotein:
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimentosidependient¢ (Tabla 9A, Anexo).
Camptotecina (2uM) empleada como control positi(C) Imagenes representativas de un analisis mec
citometria de flujo de los niveles intracelulares Bic-2 en células MCH- cultivadas en ausencia (control
presencia de los compstos 3g y 3n (25uM) respectivamente durante Pdsh&n cada caso se representa la ¢
correspondiente al control negativo (fondo grig)Bc-2 (fondo negro)(D) Histograma representativo de los nive
de Bcl-2 en células MCF-en ausencia (conl) o presencia de 3g y 3n (25uM) durante 24 hdras.resultado
estan expresados como el nivel de proteina respdctmntrol. Cada barra representa la media + SI3
experimentos independientes por triplic (Tabla 9B, Anexo). ** (p<0,01) respectoantrol en todos los cas
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Para la medicion de los niveles de expresion dedeeina proapoptotica, Bid, se t
realizado los mismos pasos descritos con la peotairtiapoptética B-2. Los resultado
obtenidos se recogen en la figura 30. La figureestra una disminuciéon en los niveles
expresion de Bid, detectable to por Westerblot (Figura 304B) como por
inmunofluorescencia indirecta (Figura D), tras 24 horas de tratamiento con los BSC.
embargo, esta disminucion revierte cottiempo, por lo que tras 48 horas de traento no se
ha detectado difereras sigrficativas en los wnieles de Bid entre las células tratadas y
células control (Figura 308).
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Figura 30. Efecto de los compuestos3g y 3n en la expresion de Bid.Andlisis por westel-blot e
inumofluorescencia indirectdA) Imagenes correspondientes a dos vrn-blot representativc a 24 y 48 horas,
respectivamente(B) Histograma reprentativo de los niveles de Bid en células MCEn ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl devproteine
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimens independientes (Tabla 9A, Ane.
Camptotecina (2uM) empleada como control posit(C) Imagenes representativale un analisis median
citometria de flujo de los niveles intracelularesBid en células cultivadas en ausencia (contr@ijegencia ¢ los
compuestos 3g y 3n (25uM)spectivamen durante 24 horas. En cada caso se representaviacurespondiental
control negativo (fondo gris) y a Bid (fondo negi(D) Histograma representativo de los niveles de Bidédulas
MCF-7 en ausencia (control) o presencia de 3g y 3nNQ%jurante 24 horas. Los resultados estan expresaaac

el nivel de proteina reecto al control. Cada barra representa la meSD de 3 experimentos independientes
triplicado (Tabla 9B, Anexd)* (p<0,01), * (p<0,05) respecto al control en todos los casos
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3.4 Los BSC inducen activacion de caspa-2 en las células MCF-7

En numerosos modelos de apoptosis se ha demostradotilacan de diversa
cascadas de sefalizacion gLan lugar a la activacion deaspasas, que a Su vez re(
posteriores eventos de la apopt« Puesto que los derivad8g y 3n han inducid un proceso
de apoptosis en células M-7, se decide estudiar este proceso se da ' activacion de las
caspasas. Con este fin,lseprocedid a analizar mediante un ensayo colorimétrico laviatztd
de las caspasas -2, -3, -8%en ¢€lulas incubadas durante 4, 124€horas con los compues
3gy 3n (25 uM) (Figura 31).

En la figura 31 se obsel la activacion de la caspa8aen las células tratadas cor
derivado3ga 12 y 24 horas, y en las tratadas con el deri3n a 24 horas. En el resto de

caspasas no se ha observadiivacionde caspasas a wgjinno de los tiempos de incubac
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Figura 31. Efecto de los derivados BS, 3g y 3n, en la expresion de las caspasas -2,-8y -9. Las células MCF-
7 han sido incubadas en ausencia (control) o esepoia de compuesto (25 uM) durante 4, 12 y 24shdnas le
incubacién, se ha determinado la actividad de istinths caspasas mediantekit Apoaleri caspase assay plate
descrito eneapartado de material y métodos. Los resultad@s expresados como la media + SD de 3 experim
independientes realizadpsr duplicado (Tabla 6, Ane). ** (p< 0,01), * (p<0,05) respecto al control en ¢sdlos
casos.
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3.5 Efecto de z-VAD-fmk en el proceso de muertelatar inducido por los BSC

Los experimentos realizados con las diferentesasasphan demostrado que durante el
proceso de muerte celular inducido por los deris&@tpy 3n tiene lugar la activacion de la
caspasa-2. Para determinar si la activacion dexdiabpasa es necesaria para que se produzca el
efecto citotoxico de los derivados, se disponemyssde apoptosis en presencia del inhibidor
z-VAD-fmk. Por ello, se han cultivado muestras étilas MCF-7 en presencia 0 en ausencia
del inhibidor z-VAD-fmk (50 uM) durante una hora,aycontinuacién, se han afiadido los
compuestos3gy 3n (25 uM) y se han medido por citometria de fluje p@rcentajes de células

apoptéticas en el cultivo, siguiendo el protocabldt Apo-Direct™.

Como se muestra en la figura 32, la preincubaceiad células con el inhibidor de
caspasas, z-VAD-fmk no suprime el efecto apoptdtiducido por los derivadd3dg y 3n tras
24 horas de tratamiento. Estos resultados parecécar que los derivados BS8g y 3n, son

capaces de inducir apoptosis mediante mecanisrdepéndientes de caspasas.
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Figura 32. Efecto del inhibidor general z-VAD-fmk en las célula MCF-7 tratadas con los derivados BSC 3gy
3n. Las células han sido incubadas en ausencia cesengia del inhibidor (5aM) durante 1 hora, y a continuacion
se cultivaron en presencia 0 ausencia de los dlErévag y 3n (25:M) durante 24 horas. Los resultados se expresan
como la media + SD de 3 experimentos independiaet@izados por duplicado (Tabla 7, Anexo). ** (p&D), *
(p<0,05) respecto al control en todos los casos.
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4. LOS BSC INDUCEN ALTERACIONES EN EL CICLO CELULAR

El ciclo celular es una secuencia complicada detegegque permite a las células crecer
y replicarse (Foster, 1., 2008). Numerosos farmaut#umorales inducen alteraciones en la
distribucion de las células en el ciclo celulamaPeomprobar si los derivad8g y 3n inducen
algun efecto sobre el ciclo celular, se ha anatizadlistribucion de la poblacion celular en las
distintas fases del ciclo en cultivos de célulasAWICen presencia o ausencia de estos
compuestos. Con este fin, las células han siddafijgy permeabilizadas con etanol y tefiidas con
ioduro de propidio, analizandose a continuaciémisé&ibucion del ciclo celular por citometria
de flujo. El ioduro de propidio penetra en todasdélulas y se une de manera estequiométrica
al DNA, con lo que nos permite determinar la cotraaion de DNA en cada célula individual,
y conocer el porcentaje de células que se encuerttacada fase del ciclo celular en una

poblacién determinada.

Para la determinacion de la afectacion del ciclalaepor los derivados BSC se han
incubado las células MCF-7 en presencia o auseieclas compuesta®g y 3n durante 4, 12,
24 y 72 horas. En todos los experimentos se haadd como control positivo una muestra de
células incubadas con camptotecina |89 (Figura 33). Los resultados obtenidos se muestra
en las figuras 35 a 37, y se recogen numéricanggnta Tabla 1, Anexo. La figura 34 muestra

el resultado de un experimento representativo.
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Figura 33. Efecto de los derivados BS 3g y 3n en la progresion del ciclo celularLas células MC-7 han sido
tratadas con o sin compuesto a una cctracion de 25M durante 4, 12, 24 y 72 horgsanalizadas por citometr
de flujo mediante tincién con IP. El % de célulascada fase del ciclo cdar ha sido analizado mediante EXPQO
ADC Analysis System. Los resultados estan expresado® la media + SD de 3 experimentos indepencs
realizadospor duplicado (Tabla 8, Ane). La amptotecina (2mM) ha sido empleada como control positi**
(p<0,01), *(p<0,05)especto al contr en todos los casos.
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Como muestra la figura 33, en las células tratadasel compuest8g durante 4 horas,
no se han observado modificaciones con respectwmralol en el porcentaje de células en
ninguna de las fases del ciclo celular. Sin emhabtratamiento de las células MCF-7 durante
12 horas provoca un aumento significativo de kslas en la fase Suh@,44% respecto a
3,02%), que se va acentuando conforme se dan teempe prolongados de incubacion. Estas
células corresponden a células apoptoticas quepbatido parte del DNA gendémico como
consecuencia de la actuacion de enzimas que pasteitlad endonucleasa. El incremento de
la poblacion celular en la fase sub&e correlaciona con la apoptosis inducida por dicho
derivado. Este aumento del porcentaje de las séhraa fase SuhGra acompafiado de una
disminucién del niumero de células en la fasgGG(45,69% respecto a 59,03%) y un aumento
celular significativo en la fase.® (23,95% respecto a 18,10%), consecuencia derkdp del
ciclo en esta fase. Esta parada se puede dar potelferencia de dichos derivados en la
magquinaria celular de la mitosis como se ha delecten tratamientos con compuestos
antitumorales como vincristina, taxol u otras molas con actividad sobre los microtubulos.
La prolongacion de exposicion de las células almasto, 24 y 72 horas, hace que los cambios

significativos se acentlen ain mas.

En el caso del compuessn (Figura 33), se han observado alteraciones similaras
descritas con el compuestg. Asi, en las células tratadas con el derivadaurante 4 horas
no se ha observado ningln cambio. Sin embargol&&®eras de incubacion se ha detectado un
aumento significativo en las fases Syll®,56% respecto a 3,02%) y/M (22,77% respecto a
18,10%) y una disminucién muy significativa endad G/G; (42,03% respecto a 59,03%#

24 horas se observan las mismas alteraciones fRid@ras, con un aumento en las fases ubG
(10,79% respecto a 4,43%) w/M (28,09% respecto a 12,25%) y una disminucionaefase
Go/G; (43,26% respecto a 56,6%). A 72 horas, se da arenmento muy significativo del
namero de células en la fase Su(itd,33% respecto a 3,64%) y un descenso muy Kgtiifo

en la fase @G, (47,56% respecto a 56,38%%ro ya no se observa ninguna alteracion en la
fase G/M respecto al control. Esto puede ser debidoealgunayoria de las células ya estan

apoptéticas a causa del efecto del compuesto.

En resumen, los derivad@g y 3n inducen un acumulo de la poblacion celular en las
fases Subgy G,/M y una disminucion del porcentaje de células sgi@ncuentran en la fase
Gy/G;. Estos efectos van aumentando conforme aumentéermpo de incubacion. Estas
alteraciones sugieren que el tratamiento de lagaseMCF-7 con los derivad@g y 3n induce

a una parada en la fase tardiMB&del ciclo celular.
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A continuacién, en Ifigura 34 sanuestra un ejemplo representativo del analisias
diferentes fases del ciclo celular, obtenido ptoroetria de flujo con los compues3gy 3n a
diferentes tiempos de incubaci
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Figura 34. Analisis mediante citometria de flujo del efectale los derivados 3g y 3n en la distribucion del dic
celular. Los histogramas n° de células/IP (cantidacDNA), indican el porcentaje de células MV-7 en fase SubG
Gy/G;, S 'y G/M del ciclo celular. El % de células en cada fasecadd celular ha sido analizado mediante EXPC
ADC Analysis System. La figura corresponde a un grpnto representativ
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5. EFECTOS DE LOS BSC EN LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS IMPLICADAS
EN LA REGULACION DE LA MUERTE CELULAR Y CICLO CELUL AR

El ciclo celular es controlado por numerosos mexaas que aseguran una correcta
division celular (Vermeulen, K., 2003). La progdside la célula a través de las distintas fases
del ciclo celular esta regulada por diversas pnagefuinasas (Cdks) cuya actividad depende de
ciclinas. La actividad de las Cdks es controladagpoteinas inhibidoras del ciclo celular, los
inhibidores Cdk (Cki). Estos Cki se dividen en flmwilias, ink4 (formada por pl15, p16, pl8y
pl9, que inhiben a Cdk4 y Cdk6) y Cip/Kip (formadar p21, p27 y p57, que inhiben los
complejos ciclina-Cdks) (Foster, 1., 2008).

En células humanas cada fase esta regulada ésp®eifite por complejos ciclina-
Cdks concretos. Dado que los compue8py 3n inducen un bloqueo del ciclo celular en la
fase G/M, se procede a estudiar si estos compuestos ganvaguna alteracion en la expresion
de las proteinas que controlan el paso a través dse G/M. Con este fin, se cuantifican los
niveles de expresion de las ciclinas A yyRle Cdkl y Cdk2. La expresion de dichas proteinas
se ha analizado en ensayos de western-blot e iflnarescencia, tal y como se describe en el

apartado de Material y Métodos.

Ademas, se pretende analizar si alguno de losatkys/BSC3g o 3n, producen una
alteracion en la expresion de la proteina“P21miembro de la familia Cip/Kip, capaz de

inhibir los complejos ciclina-Cdk.

5.1 Los compuestos BSC disminuyen la expresion kdes Cdkl y Cdk2

Tedricamente, el complejo Cdkl-ciclina A es respbtes de la transicion en la fase
G./M, requerida para la iniciacion de la profase (far, N., 1999; Satyanarayana, A., 2009).
Ademas, el complejo activado Cdk1-ciclina B papticen completar la mitosis (Riabowol, K.,
1989; Satyanarayana, A., 2009). Esta proteina entlufosforilacion de sus proteinas sustrato,
que controlan la condensacion de los cromosomamtilea de la membrana nuclear y otros

eventos que ocurren en el comienzo de la mitosis.

La proteina reguladora del ciclo celular Cdk2,asguinasa activadora de la replicaciéon
del DNA y, por lo tanto, responsable de la progmesie la célula a través de la fase S. Esta Cdk
estd asociada con la ciclina A en la fase S termapraa inhibicion de la expresion de Cdk2,

llevaria a parada celular (Foster, I., 2008).
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La expresion de las proteinas, Cdkl y Cdk2, a estudiado medianttécnicas de
western-blot @nmunofluoresencia. Para el analisis, las células MCEe han incubado ¢
ausenciadontrol) o presencia de los derivaBSC a una aacentracion de 2uM durante 24 o
48 horas.

En la figura 35 se muestran los resultados obtsridn Cdkl1 en los andlisis realiza
por westerrblot (Figura 35/B) e inmunofluorescencia indirecta (FigldaC-D). Como puede
observarse, con ambas técnicas se detecta unandisan muy significativa en la expresion
Cdkl en las células tratadas con ambos compueasi®®4 horas. En cambio, en las cél
tratadas durante 48 horas mediante la técnica cstern-blot (Figura 35A8) no se detects

alteraciones significativas en los niveles de esiprede Cdk:
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Figura 35. Efecto de los compuestos3g y 3n en la expresion de CdklAnalisis por westerblot e
inmunofluorescencia indirectg?) Imagenes correspondientes a dos wedtlrh+epresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma repreentativo de los niveles de Cdkl en células MICER ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl daverotein:
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimentosdependientes (Tabla 9A, Axo).
Camptotecina (2uM) empleada como control pos (C) Imagenes representativas de un analisis mec
citometria de flujo de los niveles intracelulares@tikl en células cultivadas en ausencia (contmpilgencia de Ic
compuestos 3g y 3n (25uM)spectivamen durante 24 horas. En cada caso se representaskacamrespondiente
control negativo (fondo gris) y a Cdkl (fondo negi(D) Histograma representativo de los niveles de Cdk
células MCF7 en ausencia (control) o presencia de 3gn (25uM) durante 24 horas. Los resultados ¢
expresados como el nivel de proteina respectoratalo Cada barra representa la mediSD de 3 experimentos
independientes por triplicad®abla 9B, Anex). ** (p<0,01) respecto al contreh todos los (sos.

La disminucion observada en la expresion de CdR4 horas tanto por West-blot
como por inmunofluorescencia, es consistente coglueo del ciclo celuleen la fase gGM,
previamente descrito.
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En el caso de la expresion de Cdk2, mediante lasic#s de weste-blot e
inmunofluorescencia inidrecta (Figura 36) tambiénhs observado una disminucion en
expresion en el tratamiento con el derivi3g (25uM) tras 24 horas. En cambio, en el casi
las células tratadas con el derivi3n (25uM) solo en el analisis mediante inmunofluoresce
indirecta (Figura 36M@) se detecta una disminucion significativa a 2dabkpno descrita en i
ensayos de Westerndbl (Figura 36/B). Esto puede deberse a que la técnice
inmunofluorescencia indirecta es cuantitativamenées sensible. Tras 48 horas de tratami
con BSC, los resultados obtenidos muestran unaneiasele alteracion en los niveles
expresion de Cdk(Figura 36/B).
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Figura 36. Efecto de los compuestos3g y 3n en la expresion de Cdk2Analisis por westel-blot e
inmunofluorescencia indirect§d) Imagenes correspondientes a dos wedibrhfepresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma reprentativo de los niveles de Cdk2 en células MCER ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl daverotein:
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimentos dependientes (Tabla 9A, Ane).
Camptotecina (2uM) empleada como control pos (C) Imagenes representativae un analisis median
citometria de flujo de los niveles intracelulares@tk2 en células cultivadas en ausencia (contrpiegencia ¢ los
compuestos 3g y 3n (25uMppectivamen durante 24 horas. En cada caso se representavla@anrespondienial
control negativo (fondo gris) y a Cdk2 (fondo negi(D) Histograma representativo de los niveles de Cdk
células MCF7 en ausencia (control) o presencia de 3g y 3n NB5durante 24 horas. Los resultados e
expresados como el nivel de proteiespecto al control. Cada barra representa la me&B de 3 experimentos
independientes por triplicad®abla 9B, Anex). ** (p<0,01) respecto al contr@n todos los cas.
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5.2 Los compuestos BSC no alteran la expresion ke ciclinas Ay B1

Las ciclinas son unas proteinas clave en el codgoklementos en el ciclo celular de
eucariotas (Nugent, J.H., 1991; Stamatakos, M.OR®En células de mamiferos, las ciclinas se
unen a ciclinas dependientes de quinasas (Cdksjnah complejos que estan implicados en la
regulacion de diferentes transiciones en el cidlular (Stamatakos, M., 2010). Son unos
elementos indispensables del ciclo celular y laratiéon de su funcién puede llevar a la

formacion de cancer (Stamatakos, M., 2010).

Las ciclinas tipo A son sintetizadas al comienzdadase S y mediante la formacion de
complejos con Cdk2 fosforilan proteinas implicadada replicacion del DNA (Satyanarayana
A., 2009). Durante la transicion de la fasgMG la actividad del complejo Cdkl-ciclina A es

necesaria para la iniciacion de la profase (Furbinol999; Satyanarayana A., 2009).

Las ciclinas tipo B son componentes esencialesaemitosis. En mamiferos se
identifican tres tipos de ciclinas tipo B: B1, B2B@ (Pines, J., 1989; Chapman, D.L., 1992;
Gallant, P., 1992; Lozano, J.C., 2002; Nguyen, ,TZO02; Satyanarayana, A., 2009). La
actividad del complejo Cdkl-ciclina B participa wnepleta la mitosis (Ribomol, 1989;
Satyanarayana, A., 2009).

La expresion de ciclina A y ciclina Bl se ha esiddi mediante wetern-blot e
inmunofluorescencia indirecta, tal y como se déscein el apartado de Material y Métodos. Las
células se han incubado en ausencia (control) eepoga de los compuestos BSC a una

concentracion de 25M durante 24 o 48 horas.

En la figura 37 se muestra los resultados obtenidosel analisis de la ciclina A por
western-blot (Figura 37A-B) e inmunofluorescenciaiiecta (Figura 37C-D). En ambas
técnicas, puede observase que la expresion de glicteina tanto en las células tratadas3mn

como en las tratadas c8n a 24 y 48 horas no varia.
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Figura 37. Efecto de los compuesto3g y 3n en la expresién de ciclina AAnalisis por western-blot e
inmunofluorescencia indirectg?) Imagenes correspondientes a dos wedtrh+epresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma repreentativo de los niveles de ciclina A en células MCE&r ausencia (control)
presencia d8g y 3n (25uM) durante ;| y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl daverotein:
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimens independientes (Tabla 9A, /xo).
Camptotecina (2uM) empleada como control pos. (C) Imagenes representativas de un andlisis mec
citometria de flujo de los niveles intracelularescitlina A en células cultivadas en ausencia (odny presencia ¢
los compuestos3g y 3n (25uM respectivamentadurante 24 horas. En cada caso se representa \a
correspondiente al control negativo (fondo grig wiclina A (fondo negrc (D) Histograma representativo de
niveles de ciclina A en células M-7 en ausencia (control) o presencia de 3g y 3pNB5durante 24 horas. Lt
resultados estan expresados como el nivel de peotespecto al control. Cada barra representa ltanteSD de 3
experimentos independientes por triplic (Tabla 9B, Anexo)** (p<0,01) respecto al control en todos los c.

Con respecto a la ciclina B1, en la figura -B se observa que no hay ningt
variacion significativa en su expresion en las leéltratadas con ambos derivados BSC a
48 horas, mediante la técnica de wes«blot. El estudio de laxpresién de cicna B1 mediante

la técnica de inmunofluorescer indirecta (Figura 38C-Djonfirma los resultados anteriac.

82



Resultados

A) B) .
. Control
24h 48h - = 3
m an
@ 154 1 Camptotecina
o
C 3 3n Cm C 3 3n Cm =
comet | G| | ——
- e
7]
, . ' g
pacne - - &
it
24h 48h
C) D)
1.4
Control m
p 1.2 4
£
E 1,0 4
(5]
© 0.8
©
£ 061
@
@
8 0,4 1
g 0,2 1
- R ] i
00 Control 3
FL1LOG FL1 LOG FL1 LOG ontro g

Figura 38. Efecto de los compuesto3g y 3n en la expresion de ciclina BlAnalisis por wester-blot e
inmunofluorescencia.(A) Imagenes correspondientes a dos we-blot representativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma repreentativo de los niveles de ciclina A en células MCE&r ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl devproteine
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimentos independiern(fEsbla 9A, Anxo). (C)
Imagenes representativas de un analisis mediatweetiria de flujo de los niveles intracelularesci#ina B; en
células cultivadas en ausencia (control) y presede los compuestos 3g y 3n (25uMdspectivamen durante 24
horas. En cada casse representa la curva correspondiente al conagétivo (fondo gris) y a ciclina; (fondo
negro).(D) Histograma representativo de los niveles de cidhi; en células MCF- en ausencia (control) o preser
de 3g y 3n (25uM) durante 24 horas. Lcsultados estan expresados como el nivel de protespecto al control.
Los resultados se expresan colmonedia +SD de 3 experimentos independientes por tdolo (Tabla 9B, Ane)).
** (p<0,01) respecto al contrein todos los casc

5.3 Los compuestos BSC inducen alteraciones en la expi@n de la proteingp21¢t®

La proteina p24* es un inhibidor de Cdks importante en la resputstas células an
un estrés genotoxico y una importante diana tripional de la proteina p53. [° ejecuta
varias funciones en la célula. En el nicleo,“” se une e inhibe la actividad de las Cdk
Cdk2, y bloquea la transicion de la fas; a la S o de la fase,@ la M después de dafarse
DNA. Esto permite la reparacion del DNA dafiado.dEmitcplasma, p2i” tiene efecto anti-
apoptdtico. En el caso de que los niveles de DN@ada sean bajos, la expresion de“”
aumenta, induciendo parada en el ciclo y preseatantividades antiapoptéticas. Sin emba
si el dafio en el DNA es abundantisminuye la cantidad de la proteina "y las células

entran en apoptosis. La doble funcién de®"”

se ha observado en la carcinogénesis. P
lado, p2%" actta como un supresor de tumores, y por otro laguide la apoptosis y acti

como un oncogen (Cmieloyd., 2011)
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En este trabajo se ha analiz el efecto de los derivad@g y 3n en la expresion de
proteina p2i". Paa ello, las células MC-7 hansido incubadas en ausencia (contro
presencia de los compuesi3g y 3n (25uM) durante 24 o 4Boras. Posteriormente than
determinado Imiveles de la proteina mediante wes-blot e inmunofluorescenc indirecta,
tal y como se describe en Materiales y Métc

Los resultado®obtenidos por ambas técnicas (figura 39) itran que el nivel d
expresion de p2f” se encuent significativamentalisminuido en las células tratadas 3gy
3n tras 24 horas, siendo transitorio ya que a 48 hosse ha detectado diferenc

significativas en los niveles de [°* entre las délas tratadas y las células cont
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Figura 39. Efecto de los compuestos3g y 3n en la expresion de p2¥. Anélisis por westerblot e
inmunofluorescencia indirect§d) Imagenes correspondientes a dos wedibrhfepresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma reprentativo de los niveles de p?len células MCH- en ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horasLos resultados estan expresados como el nivglroteing
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimeas independientes (Tabla 9A, /o). (C)
Imagenes representativas de un andlisis mediaotaetiia de flujo de loniveles intracelulares de °'* en células
cultivadas en ausencia (control) y presenc los compuestos 3g y 3n (25ukspectivamentdurante 24 horas. En
cada caso se representa la curva correspondiementibl negativo (fondo gris) y a g (fondo negro).(D)
Histograma representativo de los niveles de“® en células MCF en ausencia (control) o presencia de 3g
(25uM) durante 24 horas. Los resultados estan sagos como el nivel de proteina respec control. Los
resultados son expresados cotaomedia +SD de 3 experimentos independientes por triplic (Tabla 9B,
Anexo).** (p<0,01) respecto al conti en todos los casos.
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5.4 Los compuestos BSC no alteran la expresion g3

El gen p53 es uno de los genes mas comunmente esuigadtumores humanos; mas de la
mitad de los tumores humanos contienen mutacionesreactivan p53 (Hollstein, M., 1994;
Wang, W., 2003). Se ha demostrado el papel de pb® anductor de apoptosis tanto ien
vitro como enin vivo. Numerosos agentes quimioterapicos causan daéb2NA y activan la
via p53 induciendo parada del ciclo celular y apsigt Sin embargo, la funcion de p53 es a
menudo inactivada o suprimida en canceres humaiersg( J., 2010). El gen p53 es un factor
de transcripcion que aumenta en respuesta a divestimulos de estrés celular provocando
entre otras respuestas, el bloqueo del ciclo gedumdas fases 5GS y G y apoptosis. Dado que
los compuestos BSC inducen en las células MCF@lagueo del ciclo celular y apoptosis, se

propuso comprobar si la proteina p53 esta impliesdeaste efecto.

Para comprobar si los derivados BSC alteran loslesvde expresion de p53, se realizan
ensayos de western-blot e inmunofluorescenciadotdir tal y como se describe en el apartado
de Material y Métodos. Las células se han incuEm@usencia (control) o presencia de los

compuestos BSC a una concentracion dgNSlurante 24 o 48 horas.

En los resultados obtenidos mediante las técnieasvestern-blot (Figura 40A-B) e
inmunofluorescencia indirecta (Figura 40C-D) seohgervado que tras una incubacion de 24 y
48 horas con los derivados BSg y 3n no se detecta ninguna alteracion en la expreson d
pS3.

Estos resultados parecen indicar que el blogueaidel celular y la apoptosis inducida

por los derivados BSC no estan mediados por un@ones los niveles de p53.
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Figura 40. Efecto de los compuestos3g y 3n en la expresién de p53Andlisis por wester-blot e
inmunofluorescencia indirect§d) Imagenes correspondientes a dos wedibrhfepresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamente(B) Histograma reprentativo de los niveles de p53 en células MCEn ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horaslLos resultados estan expresados como el nivel deipa
respecto al controlCada barra representa la media + SEM de 3 expatosiéndependient (Tabla 9A, Anex). (C)
Imagenes representativas de un andlisis mediaiimeatiria de flujo de los niveles intracelularesp88 en célula
cultivadas en ausencia (control) y presencia dedogpuestos 3g y 3n (25uM) respectivamente duhteoras. Ei
cada caso se represergacurva correspondiente al control negativo (forgis) y a p53 (fondo negro(D)
Histograma representativo de los niveles de p58é&mas MCI-7 en ausencia (control) o presencia de 3g
(25uM) durante 24 horas. Los resultados estan sagos corr el nivel de proteina respecto al control. |
resultados se expresan como la media + SD de 3im@eos independientes por triplici (Tabla 9B, Anex). **
(p<0,01) respecto al control.

5.5 Los compuestos BSC inducen una disminucién de lagesion deChk2

La quinasa Chk2 (Checkpoint Kinase 2) es un medialdwe de las diversas respue:
celulares al estrés genotoxico, protegiendo layiidad del genoma totalmente en la evolus
eucariodtica. Estudios recientes han demostrad@mgtlgfundamentale Chk2 en las vias (
vigilancia del genoma que coordinan la progresiéincetlo celular con la reparacion del D!
y la supervivencia o muerte celular. Defectos ek2Clkevan al desarrollo tanto de can

humano hereditario como esporadico (Bartek,001).

Se ha querido comprol el efecto de los derivados BS&Y y 3n, en la expresion de
proteina Chk2 Para ello, las células M7 han sido incubadas en ausencia (contrc
presencia de los compuest3g y 3n (25uM) durante 24 o 48oras. Posterrmente se
determinaron lo niveles de la proteina medi western-blot einmunofluorescenc indirecta,

tal y como se describe en Materiales y Métc
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En la figura 41se muestin los resultados obtenidos para Chk2. Como p
observarse, en las células tratadas con los comast3g y 3n tras 24 horas disminuye |
niveles de expresion de esta proteina. Tambiébserea que esta disminucion es transitori

qgue los niveles deChk2 aumentan significativamente en los tratamenton ambo
compuestos a 48 horas.
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Figura 41. Efecto de los compuestos3g y 3n en la expresion de Chk-2Analisis por westerblot e
inmunofluorescencia indirect§d) Imagenes correspondientes a dos wedibrhfepresentativc a 24 y 48 horas,
respectivamentgB) Histograma reprentativo de los niveles de Chk-2 en células MCEA ausencia (control)
presencia de 3g y 3n (25uM) durante y 48 horas. Los resultados estan expresados como dl devproteine
respecto al control. Cada barra representa la meSEM de 3 experimentosdependientes (Tabla 9A, Ane). (C)
Imagenes representativas de ualisis mediante citometria de flujo de los nivelgsacelulares de Chk
en células cultivadas en ausencia (control) y meae de los compuestos3g y 3n (25uM)
respectivamentdurante 24 horas. En cada caso se representaviacanrespondiente al crol negativo
(fondo gris) y a Chk2 (fondo negrc¢(D) Histograma representativo de los niveles de Chk2ébumas
MCF-7 en ausencia (control) o presencia de 3g y 3nNB5gurante 24 horas. Los resultados e:
expresados como el nivel de proteina res) al control. Los resultados se expresan cda media + SD

de 3 experimentomdependientes |r triplicado (Tabla 9B, Anexo). ** (p<0,0Iespecto al contr en
todos los casos.
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Discusion

1. CARACTERIZACION DEL PROCESO DE MUERTE CELULAR
INDUCIDO POR BSCM

En este trabajo se ha caracterizado el procesoudetencelular inducido por una serie
de moléculas sintetizadas como posibles candidativegas antineoplasicas que en su conjunto
se denominan derivados bisacilimidoselenocarba(@8¢€). Como se explica en el apartado de
material y métodos, los derivados BSC han sidofidides y sintetizados a partir de estudios
estructura-actividad en el Departamento de Quiigginica y Farmacéutica de la Universidad

de Navarra.

La caracterizacion del efecto citotdxico inducidw fos derivados BSC se ha estudiado
sobre diferentes lineas celulares tumorales comRF=CEM, HTB-54, HT-29 y MCF-7. Los
resultados obtenidos en los ensayos de citotoxigf@iabla 2) muestran que la mayoria de los
compuestos BSC son capaces de inhibir el crecimamtas diversas lineas celulares tumorales
in vitro, siendo la linea de adenocarcinoma de mama, MQR&/de las mas sensibles a dichos
compuestos. Las globtenidas en dichos ensayos presentan valoresresed® 10 pM, lo que

los hace ser prometedores como agentes quimiotesapi

Como se puede observar, entre los analogos deetsaiémio 8a-3b y 3c¢-3d), los
compuestosdb y 3d son significativamente mas citotoxicos ¢B& y 3c, indicando que la
sustitucion del selenio por azufre no se tolera hipesar de que muestren ciertas similitudes en
su bioquimica. Estos cambios dados confirman lesdsi resultados obtenidos previamente en
cancer de préstata PC-3. Ademas, se observa queivédad citotoxica es dependiente de la
naturaleza de la cadena lateral, de la posicidosetinio, y de la presencia del grupo metil el
cual es un factor significativo de la actividad. Decho, cuando este grupo era un isopropil o
etil, la actividad citotoxica disminuia3d-3e-3f, 3g-3h, 3j-3k) en la mayoria de las lineas
celulares, siendo este cambio mas acentuado en MEBto puede ser debido al metabolismo
del selenio del intermediario monometilado, melsel, el cual es supuestamente necesario
para la expresion de la actividad anticancerosadiilselenol (CHSeH) es altamente reactivo
y dificil de formular. Los derivados metil de malées selenadas estables son buenos
precursores de este metabolito y de la obtencidla @etividad anticancerosa ya que pueden
convertirse enddgenamente en metilselenol. Sin eyopka actividad citostatica se comporta de
manera mas independiente de esta parte, ya quawascCCRF-CEM3j y 3k tienen valores
de TGI de 8,51 y 8,82 uM respectivamente, mierguesen MCF-73gy 3h tienen valores de
5,10 y 4,15 pM. Para analizar su selectividad &eatcélulas tumorales, los compuestos
también se ensayaron por toxicidad en una linadacato tumoral, 184B5. Entre los BSC, el

compuest@g presenta una marcada selectividad en la lineéacéiumoral, MCF-7, frente a la
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linea no tumoral, 184B5, con un indice de selataidide 8,3 (184B5/MCF-7 Lfratio). Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.

En la profundizacion del mecanismo molecular derteuselular inducida por BSC, por
deslocalizacion de la fosfatidilserina (Figura 20s& ha mostrado que el tratamiento con BSC
induce un proceso apoptético en las células de GCIRW. Ademas, por deteccion de la
fragmentacion del DNA en adenocarcinoma de mamar-MJFigura 20-B) se ha confirmado
que la muerte celular inducida por los BSC es ddipate de la concentracion y tiempo de
exposicion al compuesto. Tanto en el tratamienttadeCCRF-CEM como en MCF-7, se ha
observado que el compuesto [meilN’-bis(3,5-dimetoxibenzoil)imidoselenocarbamatd,

es el derivado que mayor porcentaje de apoptahise

1.1 Efecto de los derivados BSC en la mitocondria

Gran variedad de farmacos contra el cancer actdbre £l DNA gendmico de las
células cancerosas mediante la generacion de dafd BNA y la induccién de apoptosis
(Lomonaco, S.L, 2009). La apoptosis es esencia ehorganismo y desempefia un importante
papel en gran variedad de eventos fisiologicos. dogrsos mecanismos celulares y
bioquimicos implicados en la apoptosis no estanatkd claros. Pero si se conoce la existencia
de dos vias principales de induccion de apoptlzsidga extrinseca (via apoptética mediada por
receptores) y la via intrinseca (via apoptética iatkd por la mitocondria) (Chowdhury, 1.,
2006).

La via extrinseca puede producirse mediante lazaidin de la caspasa-8 por receptores
de muerte, llevando a la activacion de Bid que #otBid, la cual se transloca y produce la
liberacion de citocrome, dando la activacion de las caspasas -9 y -3 (@I8,, 2011). La via
mitocondrial de apoptosis se da cuando las molédotalizadas entre las membranas interna y
externa mitocondrial son liberadas al citosol @opérmeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial (MOMP) (Chipuk, J.E., 2008; Ola, M.2011), seguida de una activacion de
caspasas, encargadas de fragmentar las protelntsesclave (Fan, T.J., 2005; Li, J., 2008;
Ola, M.S., 2011). Este proceso es controladogsnliembros de la familia Bcl-2, formado por
proteinas antiapoptéticas y proapoptoéticas (Chiguk,, 2008). Antes, durante y después de la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial exdtese da frecuentemente una disipacion de
A¥,. La coordinacién de MOMP y la pérdida A%, pueden dar una idea del mecanismo de

accién implicado (Green, D.R., 2004).
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En este estudio se muestra que el tratamientosdeélalas MCF-7 con los derivados
BSC (Figura 27) induce una disipacion reversible\t#g, que se observa a 4 horas, pero no a
tiempos mas largos, y una disminucion de los névdkeexpresion de la proteina antiapoptotica

Bcl-2 (Figura 29) y la proteina proapoptética Bigdahoras (Figura 30).

La proteina Bcl-2, uno de los miembros antiapoptétide la familia Bcl-2, se considera
un potente supresor de apoptosis (Jang, J.H., 2D@3)roteina Bcl-2 aparece sobreexpresada
en numerosos tumores (Kaufmann, S.H., 2003), yoporlado, se ha observado disminuida en
numerosas situaciones de induccién de apoptosiew&h, Z., 2008; Laane, E., 2007). Su
mecanismo de accion no estd del todo aclarado. déngus funciones es el dificultar la
liberaciobn de proteinas mitocondriales medianteblefueo de la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa (MOMP) inducido & proteinas proapoptéticas (Leber, B.,
2007; Youle, R.J., 2008).

La proteina Bid es un miembro proapoptético dealailia Bcl-2. Bid actia como
sensor de la sefalizacién de receptores de muRotee sdlo un dominio BH3 el cual es
necesario para que pueda interaccionar con pretensapoptéticas que estén unidas a
proteinas proapoptoticas, como Bax y Bak, promaldeasi la liberacién de éstas. Una vez
liberadas Bax y Bak, promueven la induccion de MOMR cascada apoptotica (Willis, S.N.,
2007). Se ha descrito que Bid es capaz de unireetdinente a Bax y Bak induciendo
oligomerizacioén y la activacién de su funcion peafribzante (Kuwana, T., 2005; Kim, H.,
2006).

La disipacion deA¥,, por Bcl-2 se ha demostrado en numerosas formasnter de
mama (Shim, H.Y., 2007). La disminucion de la egfne de Bcl-2 podria facilitar la apertura
del poro mitocondrial llevando a la liberacion detpinas mitocondriales, la activacion de la
caspasa-9 y la fragmentacion de una serie de cangesicelulares causando transformaciones
morfologicas caracteristicas de la muerte celudargpoptosis. Por otro lado, la disminucion de
la expresion de Bid podria dificultar la apertued thismo. La reduccién de los niveles de
ambas proteinas podria explicar por qué la digipadeAY, inducida por los derivados BSC

es reversible.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegampel psencial como mediadores en
el proceso de apoptosis. La sobreproduccion de &Dligar a estrés oxidativo, un proceso
perjudicial que puede ser un mediador en el dafesttecturas celulares, incluyendo lipidos y
membranas, proteinas y DNA (Valko, M., 2007). Liarsproduccion de ROS esta implicada en
el desarrollo de numerosas patologias como enfeesdcardiovasculares, cancer, desérdenes
neuroldgicos, diabetes, isquemia, etc. El trataroiete células tumorales con farmacos

antineoplasicos puede provocar un aumento de iadesi de produccién de ROS (Gao, N.,
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2005; Morales, M.C., 2007). Se ha descrito su acsabre proteinas implicadas en estas vias,
por lo que ROS es un factor regulador clave envias moleculares relacionadas con el

desarrollo y diseminacion de tumores (Valko, MQ20

La mitocondria es la mayor fuente de generacionR@S intracelular y se ha
demostrado que los ROS pueden regular la iniciad#la sefializacion de apoptosis (Orrenius,
S., 2007; Li, Z.Y., 2011). El aumento en la prodéeade ROS reprime la expresion de Bcl-2
(Li, D., 2004; Kim, H., 2006), Bcl-XL (Cantara, 2004) y clAPs (Kim, M.H., 2008), aumenta
los niveles de expresion de Bax, provoca cambio$ocmacionales en Bax y Bak (Morales,
M.C., 2007) y activa las caspasas -2, -3 y -9 (hakhi, A., 2004; Kim, M.H., 2008).

Los datos obtenidos en el andlisis de los nivetegrdduccion de las especies reactivas
de oxigeno (ROS) realizado en las células MCF-uesjas a los compuestdgy 3n (Figura
28), indican que se produce un aumento muy sigiific en los niveles intracelulares de ROS
tras 24 horas tratamiento. Sin embargo, se ha\dmeigque la muerte celular inducida por los
BSC en las células MCF-7 se produce ya a las 1&shfigura 23). Esto significa que se ha
producido un cambio en las condiciones redox dedhdas, pero el hecho de que la muerte
celular preceda al aumento de los niveles de ldyogdn de ROS, indica que estos no son un
mediador clave en la muerte celular inducida pahas derivados sino, mas bien, una

consecuencia de la misma.

En células de mamiferos, el control de la via noibaltial se da por liberacion de
numerosos mediadores apoptogénicos al espacionetarana, llevando a una activacion de
las cascada de caspasas, proteasas que fragmeharoteinas celulares que participan en la
regulacion del ciclo celular y del proceso de apsigt Las caspasas juegan un papel clave en la
ejecucion de la apoptosis (Chowdhury, I., 2006). d$tdn solo implicadas en el proceso de
apoptosis, sino que también son requeridas ensalrdlo y maduracion de citoquinas que

llevan al crecimiento y diferenciacion celular (O8aM., 2011).

En este trabajo se ha analizado en células MChtddas con BSC la actividad de
diferentes caspasas evaluadas por capacidad delizadrlos tetrapéptidos VDAD-AMC
(caspasa-2), DEVD-AMC (caspasa-3y -7), IETD-AM@qpgasa-8) y LEHD-AMC (caspasa-9).
Es sabido que las células de adenocarcinoma de ,nd@B&-7, carecen de actividad de
caspasa-3 (Janicke, R.U., 1998). A pesar de émazdlulas MCF-7 deficientes de caspasa-3
expresan caspasa-7 y pueden sufrir una apoptgsindiente de caspasa-7 tras su activacion
estimulada por la accion de las caspasas -2 yub@HC., 2001). Nuestros resultados muestran
que el tratamiento de células MCF-7 con BSC no fitadla actividad de caspasa-7 en estas
células (Figura 31). Tampoco se ha observado neadifin en la actividad de las caspasas -8 y

-9, lo que descarta la posibilidad de que los casfms3g y 3n induzcan la via extrinseca
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mediada por caspasa-8 a través de receptores déeemue activan la proteina Bid formando

tBid conectando de esta manera con la via mitocrafitivada por la caspasa-9.

El analisis de caspasas muestra, sin embargo,roerda en la activacion de la caspasa-
2 (Figura 31) detectable en las células tratadaseteompuest8g a partir de las 12 horas de
tratamiento, mientras que en las células expuedta®mpuestd3n este aumento se hace
presente a partir de las 24 horas de tratamiet@akpasa-2 ha sido reconocida como una de
las proteinas mas importantes en la regulacioradgbptosis (Vakifahmetoglu-Norberg, H.,
2010), y es Unica entre todos los miembros de milifa ya que muestra rasgos tanto de las
caspasas iniciadoras como de las efectoras (Zhslogp B., 2005; rumschnabel, G., 2009;
Vakifahmetoglu-Norberg, H., 2010).

La caspasa-2 juega un papel clave en la apoptwhisida por estrés genotdxico por via
mitocondrial (Lassus, P., 2002; Shin, S., 2005). dafioc en el DNA inducido por
quimioterapicos como etopdsido en células Jurkadlwce a una serie de eventos intracelulares
caracteristicos de apoptosis como la liberacionciletromoc de la mitocondria mediante la
accién de la caspasa-2 (Robertson, J.D., 2002udigst recientes han demostrado que la
caspasa-2 es un componente esencial en los mecani@respuesta al dafio en el DNA, la
regulacion del ciclo celular y en la supresion teehgKumar, S., 2009). La activacion de la
caspasa-2 en las células tratadas con los BSC muegir que la via de muerte celular
provocada por dichos compuestos es dependientagpagas. De hecho, su activacién en el
nucleo podria indicar que la sefial de apoptosscidi por el efecto de BSC, se origina en éste
organulo, a causa del dafio causado en el DNA. Bibago, la implicacion de la via
dependiente de caspasas en el proceso de muera cetiucido tanto poBg como3n se ha
descartado ya que la muerte celular no se puederprecon el pretratamiento de las células
con el inhibidor universal de caspasas, z-VAD-fiRig@ra 32). Todos estos resultados sugieren
gue ni la via extrinseca ni la via mitocondrialgae un papel decisivo en el proceso de muerte

celular inducido por los derivados BSC.

1.2 Efecto de los derivados BSC en el ciclo celular

Numerosos farmacos antineoplasicos producen atbees en el transcurso del ciclo
celular y/o poseen cierta especificidad por célglas se encuentran en una determinada fase
del ciclo celular (Huschtscha, L.1., 1996; Okada,2004; Trejo-Solis, C., 2005). El tratamiento
de las células MCF-7 con los derivados BSC muegtra estos compuestos producen
alteraciones en la distribucion de la poblacionleglentre las diferentes fases del ciclo celular.

Las figuras 35-37 muestran que el tratamiento decklulas MCF-7 con BSC induce un
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acumulo en el porcentaje de las células subdipdoi@élulas apoptoéticas, fase SupGAl
mismo tiempo se observa una disminucion de la pabiecelular en la fase ®;. También, se
observa un aumento del nimero de células en la3#bk lo que sugiere un bloqueo del ciclo
celular en esta fase como consecuencia de la piasée células dotadas de un dafio en el
DNA. El satraplatino (Kalimutho, M., 2011), el td¥&nyder, J.P., 2001; Samadi, N., 2011) o
la vincristina (Morre, D.J., 1991) son algunos de humerosos farmacos antineoplésicos
descritos con capacidad para inducir un bloqueaeidkl celular en @M en diferentes tipos de

cancer.

1.3 El tratamiento con BSC no altera la expresion de (5

La proteina p53 representa una diana ideal pad&sefio de farmacos antineoplasicos,
porque p53 esta mutada en mas de la mitad deutosrés humanos (Hollstein, M., 1994;
Wang, W., 2003). La proteina supresora de tumob@ssigue siendo uno de los genes mas
estudiados en la biologia y terapia del cancerifleg\A.J., 1997; El-Deiry, W.S., 1998; Asker,
C., 1999; Vogelstein, B., 2000; Balint, E.E., 200¥ang, W., 2003). En un principio, se
consideraba un oncogen (Vogelstein, B., 2000; W#hg2003) hasta que estudios posteriores
revelaron que p53 es un supresor de tumores, quseespecificamente a elementos de
respuesta en el DNA y activa genes diana llevanidoparada del ciclo celular y/o apoptosis
(Wang, W., 2003).

Las funciones principales de p53 estan relacionadassu actividad como factor de
transcripcion ya que activa o inhibe un numerospg@rde genes diana, algunos de los cuales
estan implicados en las tres principales respuesitasel dafio en el DNA: reparacion del DNA
dafado, parada del ciclo celular y apoptosis (€lafkR., 1993; Polyak, K., 1997; Vogelstein,
B., 2000; Zhao, R., 2000; Jiang, L., 2010). La @i p53 es una de las mas importantes
proteinas supresoras de tumores en la célula yprgyene la transferencia del DNA dafado
(Das, S., 2008). La funcién de p53 esté ligada@sqgirocesos celulares como la senescencia, el
metabolismo y la autofagia. Ademéas de su funcidresta transcripcion también interactia
fisicamente con importantes proteinas celularesngedian los efectos independientes de la
transcripcion (Moll, U.M., 2005; Schuler, M., 200Bang, L., 2010). Por ejemplo, en respuesta
a un dafio en el DNA, p53 induce apoptosis por sci®@es en el ndcleo sobre la transcripcion
de proteinas proapoptéticas como PUMA, Bax y otexo al mismo tiempo también
contribuye a nivel citoplasmatico con la activacdrecta de Bid en el que induce un cambio
conformacional, o indirecto al retener Bcl-XL yditar Bid de su control inhibitorio (Vousden,
K.H., 2005; Jiang, L., 2010).
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En este trabajo, no se ha podido detectar cambi@$ mivel de expresion de p53 a las
células tratadas con los derivados BSC (Figura Btps resultados sugieren que p53 no esta
implicada directamente en el efecto desencadenadio® derivado8gy 3n en la linea celular
de adenocarcinoma de mama (MCF-7), aunque esteo hdadberia confirmarse con analisis

posteriores de fosforilacion y/o de acilacion d8.p5

La proteina p53 es un factor clave en el equilileitre la supervivencia y la muerte
celular ya que regula las transicionegSsy G/M. Se ha descrito que la activacion de p53 en
respuesta al DNA dafado, reprime la expresion dm$pasa-2 y provoca la parada del ciclo
celular. La parada depende de si p53 activa oénpémes como p27 u otros (Baptiste-Okoh,
N., 2008). La proteina p2f es un regulador fundamental tanto del ciclo celatano de la
reparacion del DNA, la senescencia, el envejecitoigria muerte celular (Jung, Y.S., 2010).
La proteina p21” es un miembro de la familia CIP/KIP de inhibidoms las quinasas
dependientes de ciclinas, que se unen e inhibaactlgidad de los complejos ciclina-Cdk,
bloqueando asi la progresién del ciclo celularekpresion de p2f esta relacionada con el
bloqueo del ciclo en las faseg/& 0 G/M. Su capacidad de bloquear el ciclo le asignpapel
principal en el freno del crecimiento tras el dafio el DNA, por lo que se considera un
mediador clave de la funcién de p53 (Xia, M., 20EL) este trabajo se ha detectado un bloqueo
del ciclo celular en la fase,M en células MCF-7 tras 12 o 24 horas de tratatmiean BSC.
Sin embargo, pZl” no puede estar implicado en este bloqueo ya gseniseles en estas

células se detectan disminuidos tras los tratamégfigura 39).

1.4 Efecto de los BSC en las proteinas reguladoras elnpeoceso del ciclo celular

El tratamiento del cancer con farmacos genotoxibabitualmente lleva a una
acumulacion de la proteina supresora de tumor8s,qui& se considera necesaria para que sean
efectivos estos tratamientos ya que esta acumalgmidvocaria una activacion de la via
intrinseca de apoptosis. Sin embargo, el bloquéocid®® en G/M sin alteraciones en la
expresion de p53 sugiere que este bloqueo y latenoetular inducida por BSC en las células

MCF-7 no esté mediado directamente por una viarkgete de p53.

La progresion a través del ciclo celular es requlaal los miembros de una familia con
actividad proteinquinasa. Estos forman unos comglgje constan de una proteina catalitica,
Cdk, y su correspondiente proteina activadora, cichna (Vermeulen, K., 2003). Los
diferentes complejos de Cdks desempefian diversa®hes en las diferentes fases (Wang, Q.,

2011). Cualquier alteracion en su funcion produta desregulacion del ciclo, lo que afecta al
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transcurso de las células a través de las diferdates y es un componente esencial en la

evolucion del cancer (Payton, M., 2006).

La actividad de la proteinquinasa Cdkl en combéracon la ciclina Ay Bl es clave
para la transicion de la fase/M (lwabuchi, M., 2002). El complejo ciclina A-Cdigromueve
la entrada en mitosis. La mitosis es regulada poomplejo ciclina B-Cdkl (Vermeulen, K.,
2003). Se ha descrito que la pérdida de la activitaCdk1 o la expresion aberrante de Cdkl
implica una parada del ciclo en fasg (@/ang, Q., 2011). La actividad de la Cdk2 se dalen
limite entre las fases (& después de unirse a la ciclina E o a la cidirflanse, E.A., 2009).
En este estudio se ha comprobado que las células-Mtatadas con los derivados BSC
presentan una disminucion en los niveles de expred¢ Cdkl y Cdk2 sin variaciones en la
expresion de las ciclinas A y B1. Estos datos sieentes con la acumulacién de las células

en la fase @M y la interrupcion de su paso a la mitosis.

La integridad de la progresion por la fase M egallla a cabo por tres principales
puntos de control: uno que detecta el DNA dafiadoo(pn la fase £M), otro que detecta las
malformaciones en el huso mitético y otra que datéa posicién incorrecta del husia
regulacién mitética es llevada a cabo por getmwao PLK1, Aurora-A y —B y BUBR. En
respuesta a estrés genotoxico, las proteinquirelsis(Ataxia Telangiectasia Mutatgg ATR
(ATM-Relatedl se activan. La proteinquinasa ATM o ATR puedetectar el DNA dafiado y
fosforilar un nimero de proteinas diana, las cuphbaticipan en la parada del ciclo de las
células con DNA dafiado. Su activacion, va seguildadactivacion de Chk2 y Chkl. Estas
guinasas fosforilan e inactivan a la fosfatasa CRy@2vando a una inactivacion de Cdkl y la
parada del ciclo en la fase ®kada, H., 2004). De esta manera, el complejmaié\-B/Cdk1
permanece inactivo, sin posibilidad de fosforilaedsos sustratos necesarios para la entrada de

las células en mitosis.

En los resultados obtenidos del tratamiento decéslas con BSC se muestra una
disminucion de la expresion de Chk2 (Figura 41)irtabicién de Chk2 en las células con el
DNA dafado podria permitir la entrada prematuran#osis. Asi, se ha demostrado que la
inhibicobn de Chk2 estimula la apoptosis en célidata y también que el silenciamiento en
estas células de la caspasa-2 con siRNA las coegearresistentes a este estimulo apoptotico
(Castedo, M., 2004). Chk2 es también capaz deritzsfa p53 que como ya se ha demostrado
es factor clave en el equilibrio entre la supemoia y la muerte celular por via de la regulacion
de las transiciones & y G/M. La activacién de p53 en respuesta al DNA daf@d@aomo
resultado la represién de la caspasa-2 y paradeidelcelular (Baptiste-Okoh, N., 2008). La
parada en la transicionS depende de la habilidad de p53 para inducif'p2la parada en
G,/M implica la represion de la transcripcion de Cglide la ciclina B1 por p2f (Flatt, P.M.,
2000).
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La actividad de las Cdks en el ciclo celular esrodada por dos familias de inhibidores
Cdks (ink4 y CIP/KIP). La familia de los ink4 (p&16, p19) inhibe la actividad de las Cdk4 y
6; la familia CIP/KIP (p21, p27, p57) inhibe la iaxtad de los complejos ciclina-Cdk. La
proteina p21" tiene como funcién prevenir la entrada de laslagldafiadas en la fase/ka,
mediante la inhibicion de las Cdks (Foster, |., D00Los datos obtenidos muestran una
reduccion en la expresion de 21y Cdkl con el tratamiento con BSC (Figura 39). La
disminucion de pZ1” podria explicar que se suprima el bloqueo en @8 a pesar de darse
una reduccion en la expresion de Cdk2 (Figura@®ntras que la disminucion de la expresion
de la proteina Cdk1 (Figura 35) concuerda con tadzaen fase £M. La inhibicion de p2%”
sugiere que las células tumorales experimentarapoptosis mediada por p53 en respuesta al
DNA danado (Chen, Y., 2011). Sin embargo, la auaede variaciones en los niveles de
expresion de la proteina p53 (Figura 40) puedeisandjue la muerte celular inducida por BSC
no esté directamente mediada por p53. Ademas fimsidn en la progresién del ciclo celular,
Cdk2 también activa los puntos de control de la f8#M independientemente de p53 (Chung,
J.H., 2010). Como consecuencia, la ausencia decin en la expresiéon de p53 y la
disminucién de los niveles de Cdk2, Chk2 y p2sugiere que las células con dafio en el DNA
pueden entrar prematuramente en mitosis, lo queigdiévar tanto a la supervivencia y
proliferacion de las células mutadas como a la taueglular. Por ello, aunque se requieren
experimentos adicionales para aclarar los mecasismueculares exactos implicados en la
muerte celular inducida por los derivados BSCnéliais de proteinas de puntos de control del
ciclo celular y de las proteinas implicadas enelgulacion de muerte celular sugiere que las

células tratadas con BSC podrian morir por cati#sinitotica.

El término de catéstrofe mitdtica no esta del tadeptado, pero se refiere a una mitosis
aberrante que lleva a la muerte celular (la cuadasg@or necrosis o apoptosis) (Eom, Y.W.,
2005), caracterizada por una micronucleacion maltipuna condensacion de la cromatina
(Swanson, 1995; lanzini, 1997; Roninson, 2001).cElulas cancerosas, el mecanismo de la
catastrofe mitdtica se desencadena por accion eletexgantineoplasicos que dafian el DNA
(Nitta, 2004; Eom, Y.W., 2005). La accion de dicli@snacos provoca fallos en los puntos de
control del ciclo celular, que lleva al bloqueo diglo celular antes y durante la mitosis, en la
que se produce una segregacion aberrante de cnorasspie culmina en la activacion de una
via apoptética y finalmente, muerte celular. La reueelular se da durante la transicion
metafase/anafase y se caracteriza por la activaleida caspasa-2, la cual es activada por dafio
en el DNA, y/o la permeabilidad de la membrana cditmrial mediante la liberacién de
efectores de muerte como factores apoptogénices gitdcromoc, activador de las caspasas -9
y -3. Las células ejecutan un programa apoptéticeespuesta a un fallo mitético. Esto implica

que el programa apoptoético desencadenado se pagharccatastrofe mitdtica (Castedo, M.,

99



Discusion

2004) lo que previene la aneuploidizacion, paréiote en la oncogénesis. Este proceso esta
regulado por numerosas moléculas (complejo cicB&Cdkl, Aurora, etc.), proteinas

reguladoras del ciclo celular, p53, caspasas, miesnie la familia Bcl-2 (Castedo, M., 2004).

En resumen, el tratamiento de las células MCF-7l@®eompuesto3g y 3n induce un
dafo en el DNA que provoca un bloqueo en el trasscdel ciclo celular y una muerte por
apoptosis con sobreproduccion de ROS (Figura 43)ldgueo del ciclo celular se produce en
la fase G/M como consecuencia de la alteracion de la exjmede algunas de las proteinas
reguladoras de la progresion del ciclo celular.eBte caso, la disminucion observada en los
niveles de expresion de Cdkl podria ser una dealasas de dicha parada. A continuacion, las
células dafadas ejecutarian un proceso de muéutarqeor apoptosis, probablemente debido a
un fallo en la mitosis. Dicho fallo puede ser cansscia de la disminucion en los niveles de
expresion de proteinas como Chk2, Cdk2 y“fXjue conducirian a una entrada prematura en
mitosis. La mitosis aberrante activaria una vianderte por la cual las células dafiadas serian
eliminadas. La alteracién en la integridad de ldoatindria, que se manifiesta con una
disipacion reversible da¥,, y el descenso de los niveles de las proteinadadoas del
proceso apoptético, Bcl-2 y Bid, lleva a suponee gambién la mitocondria podria haber
influido en el desencadenamiento del proceso detagis. Sin embargo, puesto que este hecho
provocaria la liberacion de factores apoptogéngpas producen la activacion de caspasas,
implicaria un proceso de muerte inhibible por eplem del inhibidor de caspasas universal, z-
VAD-fmk. Debido a que esto ha sido descartadod&m®s obtenidos llevan a la hipotesis de
una muerte celular durante la transicion metafasédae, un fendmeno caracterizado por el

blogueo del ciclo y la activacién de la caspas@astedo, M., 2004).

100



Discusion

____-——___-
-
-~

L]

» \_Ros
& | Ros
\J

1
)

\ 7

\ ASE G2 /M f
N, /
N ’
\ ’
\ ’
\\\ ,,/
\\~\ ’,,/

-~ -
N ——-—

Figura 42. Mecanismo de accion de los derivados BSC, 3g y 3mn@&lulas MCF-7. Hipétesis del bloqueo del cic
celular y del proceso de apoptosis inducido por.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que se obtienen detredtajo son las siguientes:

1.

De los 17 derivados BSC sintetizados, 16, en umdra linea celular tumoral han

presentado valores degginenores de 10 uM.

Los BSC mas activos son aquellos que contienenrupognmetilseleno3b, 3g, 3n y
3p). Las lineas celulares MCF-7 (Adenocarcinoma dma&ay CCRF-CEM (Leucemia
T-linfoblastica), han sido las mas sensibles actada citotoxica y antiproliferativa de

los compuestos, dentro de las lineas ensayadas.

El compuestdg presenta selectividad en las células tumoraledefra las células no
tumorales de mama (LE184B5/ LD,y)MCF-7= 81,58/9,85=8,3).

Cabe destacar el compue8m como el mas activo de los BSC en el conjunto de la
lineas analizadas, con pardmetros de toxicidad reerde 10 pM, en todas ellas, y el
compuesta3dn como el de mayor toxicidad en la linea celularadenocarcinoma de
mama (Gdp = 2nM, TGl = 270nM y L3, = 7,83uM).

Los compuesto8g y 3n inducen un proceso de muerte celular apoptéticoéduas
CCRF-CEM y MCF-7. Este proceso es dependiente derleentracion y del tiempo de

exposicion al compuesto.

Los derivados BSQgy 3n inducen una disipacion reversible &¥,, que se acompafia
de un descenso en los niveles de expresion dedesnmas anti-apoptotica Bcl-2 y pro-

apoptotica Bid responsables de la apertura del pdccondrial.

En las células MCF-7, los derivados BSC provocaam sobreproduccion de ROS. Sin
embargo, este aumento en la produccion de ROS no e¥diador en el proceso de

muerte celular inducido por los BSC.

Tras el tratamiento de células MCF-7 con los deliga8g y 3n se puede detectar una
activacion de la caspasa-2. A pesar de ello, lartmueelular inducida por estos
compuestos no se puede prevenir mediante el @Enetieito de las células con el
inhibidor universal de caspasas, z-VAD-fmk, lo dudica que el proceso de muerte es

independiente de la activacion de caspasas efectora
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9. En células MCF-7, los compuest8g y 3n bloquean el ciclo celular en la fasg/l@.
Este hecho se manifiesta con el descenso de lasdsrdependientes de ciclinas Cdkl y
Cdk2.

10. Los compuesto8g y3n disminuyen los niveles de expresion de Chk2 y“p2din
afectar a los de p53 en las células MCF-7. Estdteel® sugiere que las células dafiadas

podrian iniciar la mitosis de forma prematura y, famto, morir por catastrofe mitética.
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Amnexo

CURVAS DOSIS-RESPUESTA

A continuacion se muestran las curvas dosis-regpoésenidas para los derivados BSC

(Figura 1 hasta Figura 12).
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3a.
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3b.
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N Cl Cl
LDso TGl GI 50
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CCRF-CEM 9,47 3,22 0,16
HTB-54 >100 45,22 5,83
HT-29 87,66 44,61 8,06
MCF-7 49,55 2,59 0,07
184B5 68.81 30,84 0,007
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3c.
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3d.
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Figura 5. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3e.
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Figura 6. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3f.
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Figura 7. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3g.
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Figura 8. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3h.
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Figura 10. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3k.
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Figura 12. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 3m.
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Tabla 1. Apoptosis inducida por los derivados BSC3b, 3g, 3n y3p en CCRF-CEM y MCF-7 Los
resultados se expresan como la media + SD de Jrimquaos realizados por duplicado. Las células
subdiploides se consideran apoptéticas. ** (p<0),084pecto al control en todos los casos.

Concentracion CCRF-CEM MCF-7

Control 6,36+0,61 3,12+2,17

Camptotecina 92,71**+4,06 53,3**+23,83

3b 27,20%*+8,21 44,43**+4 91
39 42,75%*+9,24 54,19**+14,42
3n 26,85**+4,95 35,18**+14,08
3p 23,70**+5,28 35,83**+8,90

Tabla 2. Porcentaje de células apoptédticas a difemées tiempos a una concentracion de M. Los
resultados se expresan como la media = SD de Jimgeos independientes realizados por duplicado.
** (p<0,01), * (p<0,05) respecto al control en tedims casos. Se ha empleado la camptotecina como
control positivo.

Tiempo 4h 12h 24h 72h
Control 7,11+2.27 6,17+1,36 6,01+1,36 9,53+2,12
Camptotecina 8,51+2,02 9,39+6,03 25,03**+19,36 68,61**+13,4(
39 12,28+7,59 23,35**+9,27 35,71**+14,44 76,78**+8,09
3n 8,74+1,20 22,53**+12,75 31,66**+12,43 61,06**+9,69

Tabla 3. Porcentaje de células apoptéticas a difemees concentraciones durante 24 horad.os
resultados se expresan como la media = SD de Jimgeos independientes realizados por duplicado.

** (p<0,01), * (p<0,05) respecto al control en tedims casos. Se ha empleado la camptotecina como
control positivo.

Concentracién 39 3n

Control 4,71+2,68

Camptotecina

25,03**+9,43

4,71+2,68

25,03**+9,43

5uM 6,09+0,48 10,91*+1,01
15uM 17,56*+7,49 19,96*+5,88
25uM 35,71%+14,44 31,66**+12,43
35uM 25,15*+6,31 30,41**+10,95
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Tabla 4. Disipacion deA¥,, en células MCF-7 inducida por los derivados 3g yr3 Los resultados se
expresan como la media + SD de 3 experimentos erdbentes realizados por duplicado. ** (p<0,01), *
(p<0,05) respecto al control en todos los casofiaSampleado la valinomicina como control positivo.

Tiempo 4h 12h 24h 72h
Control 0,564+0,078 0,565+0,082 0,528+0,102 0,502+0,144%
Valinomicina  0,919**+0,175 0,820**+0,119 0,707*+0,163 0,836 8
39 0,822**+0,164 0,483+0,076 0,477%0,095 0,372+0,045
3n 0,645+0,133 0,472+0,113 0,413+0,138 0,38210,012'

Tabla 5. Resultados de los niveles de ROS en MCFLas resultados de fluorescencia debida al fluonoero
CM-H,DCFDA son expresados en tanto por 1 respecto atatohos resultados se expresan como la media +
SD de 3 experimentos independientes realizadoslyglicado. ** (p<0,01), * (p<0,05) respecto al amhten

todos los casos.

Tiempo 4h 12h 24h 48h

Control 1,000+0,03 1,000+0,10 1,000+0,01 1,000+0,02
39 0,968+0,07 1,176x0,14  1,749*+0,17 1,355*+0,45
3n 0,861+0,13 0,941+0,31  1,510**+0,17 1,167**+0,37

72h
1,00020

1820,11

1020,23

Tabla 6. Efecto de los derivados BSC, 3g y 3n, eméxpresion de las caspasas -2, -3, -8 y L®s resultados
estan expresados como la media + SD de 3 expeomsardependientes realizados por duplicatigp< 0,01),
* (p<0,05) respecto al control en todos los casos

Caspasa Control 39 3n Control 39 3n Control 39 3n
-2 1,00+0,09 1,08+0,32 1,09+0,18 1,00+0,09 1,27*+0,1616+0,32 1,00+0,07 1,61*+0,59 1,62*+0,28
-3/-7 1,00+0,16 1,03+0,10 0,95+0,14 1,00+0,16 0,97+0,07,0040,11 1,00+0,11 1,03+0,09 1,03+0,47
-8 1,00+0,03 0,99+0,07 1,00+0,05 1,00+0,05 0,91+0,04,94€0,07 1,00+0,02 1,07+0,09 1,13*+0,14
-9 1,00+0,14 1,03+0,22 1,12+0,24 1,00+0,09 0,93+0,18,07#40,12 1,00+0,06 1,02+0,18 1,1310,10

Tabla 7. Efecto del inhibidor general z-VAD-fmk enlas células MCF-7 tratadas con los derivados BS@3
y 3n durante 24 horas Los resultados se expresan como la media + SB eeperimentos independientes

realizados por duplicado. ** (p<0,01), * (p<0,08specto al control en todos casos.

Control 39 3g+z-VAD-fmk 3n

3n+z-VAD-fmk

9,11+3,53 | 32,66+4,64 33,10+6,23 28,65+4,06

26,6034,
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Tabla 8. Efecto de los derivados BSC 3g y 3n en pmogresion del ciclo celular Los resultados estan expresados como la media @eS3 experimentos independientes realizados por
duplicado. La camptotecina (281) ha sido empleada como control positivo. ** (p&D), *(p<0,05) respecto al control en todos lo®sas

Fases del
Ciclo Celular Control Camptotecina Control Camptotecina Control Camptotecina Control Camptotecina
SubG; 2,48+0,95 2,86+1,12 3,02+1,85 3,03£2,68 4,43+1,47 7,18**+1,33 3,64+0,78 35,10**+2,68
G./Gy 65,99+4,15 68,74+2,79 59,0316,43 61,46+7,59 56,6+1,90 57,91+3,77 56,38+2,47 35,38%30
S 12,44+4,14 11,1443,54 15,28+3,02 22,35+1,71 10,283 11,50+1,80 15,33+1,17 11,89+1,64
G2/M 12,73+0,88 12,01+3,54 18,10+4,91 12,58+4,65 12,284 11,28+2,14 15,37+2,73 18,23+1,48
Fases del Ciclo 4h 12h 24h 72h
Celular Control 39 Control 39 Control 39 Control 39
SubG; 2,48+0,95 3,49+0,77 3,02+1,85 8,44*+4,10 4,43+1,47 20,66*++2,24 3,64+0,78 34,41%+49,72
G1/Go 65,99+4,15 66,0618,42 59,0316,43 45,69**+3,72 56,6+1,90 43,13*43,45 56,38+2,47 38:6t5,82
S 12,44+4,14 9,76+1,85 15,28+3,02 18,85+1,47 10,2283, 14,89+3,57 15,33+1,17 14,84+3,63
G2/M 12,73+0,88 15,54+2,84 18,10+4,91 23,95*+1,83 12066 22,50**15,37 15,37+£2,73 18,18*+1,45
Fases del Ciclo
Celular Control 3n Control 3n Control 3n Control 3n
SubG; 2,48+0,95 3,65+1,65 3,02+1,85 16,56*+18,1 4,43+1,47 10,79*+2,01 3,64+0,78 24,33**+6,52
G./Gg 65,99+4,15 66,015,25 59,0316,43 42,03*+9,70 56,6+1,90 43,26**+5,22 56,38+2,47 46%5+4,34
S 12,44+4,14 11,2642,67 15,28+3,02 14,07+2,92 10,283 14,85+1,24 15,33+1,17 12,66+3,27
G2/M 12,73+0,88 12,88+1,16 18,10+4,91 22,77*+0,82 124066 28,09**+4,25 15,37+£2,73 16,86+1,48
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Tabla 9. Efecto de los derivados BSC 3g y 3n sobre éxpresiéon de las proteinas: Bcl-2, Bid, Cdkl, Cdk2
ciclina A, ciclina B1, p2£"™, p53 y Chk2. Andlisis por western-blot e inmunofluorescenciainecta. (A)

Los resultados obtenidos mediante la técnica Weétet estan expresados como el nivel de proteina
respecto al control. Cada barra representa la meds#EM de 3 experimentos independientes. Los
resultados estan expresados como el nivel de peotespecto al controlB) Los resultados obtenidos
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirsetexpresan como la media + SD de 3 experimentos
independientes por triplicado. ** (p<0,01) respeaitgontrol en todos los casos.

(A) (B)
Bcl-2 24h 48h \ Bcl-2 24h
control 1,000+0,005 1,000+0,007 control 1,000+0,059
3g 0,836+0,009 0,812**+0,026 3g 0,812**+0,111
3n 0,985+0,053 1,694**+0,007 3n 0,712**+0,097
camptotecina | 0,237**+0,011 | 0,493**+0,037 camptotecina --
(A) (B)
Bid 24h 48h Bid 24h
control 1,00040,027 1,000+0,049 control 1,00040,107
39 0,743*+0,012 0,935+0,011 39 0,578*+0,144
3n 0,901+0,042 1,108+0,011 3n 0,406**+0,168
camptotecina 1,036+0,053 0,935+0,012 camptotecina --
(A) (B)
Cdk1 24h 48h | Cdk1 24h
control 1,00040,052 1,00040,135 control 1,00040,256
3g 0,713**+0,069 0,875+0,073 3g 0,666**+0,196
3n 0,700**+0,125 1,272+0,008 3n 0,380**+0,146
camptotecina 0,769+0,031 0,226**+0,000 camptotecina --
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(A)

(B)

Cdk2 24h
control 1,000+0,039
39 0,735**+0,073
3n 0,767*+0,080

camptotecina

(B)

Cdk2 \ 24h 48h
control 1,000+0,020 1,000+0,018
3g 0,808+0,006 0,984+0,031
3n 0,649**+0,044 0,963+0,009
camptotecina | 0,926+0,041 0,391**+0,007
(A)
Ciclina A 24h 48h
control 1,00040,012 1,000+0,028
3g 0,936+0,011 1,608+0,005
3n 1,03040,011 1,310+0,058
camptotecina| 1,376+0,018 2,297**+0,092
(A)
CiclinaB1 | 24h 48h
control 1,000+0,025 1,000+0,053
3g 1,01140,040 1,042+0,048
3n 0,914+0,034 1,014+0,125
camptotecina 1,185+0,008 0,136**+0,035
(A)
P21 24h 48h
control 1,000+0,032 1,000+0,001
3g 0,532**+0,003 0,936+0,070
3n 0,980+0,010 0,987+0,058
camptotecina| 0,960+0,019 0,077**+0,008
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Ciclina A 24h
control 1,000+0,190
30 1,118+0,188
3n 1,018+0,160
camptotecina --
(B)
Ciclina B1 24h
control 1,000+0,197
3g 1,118+0,188
3n 1,018+0,160
camptotecina --
(B)
P21 24h
control 1,000+0,092
3g 0,749**+0,207
3n 0,726**+0,110

camptotecina
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(A)

(B)

P53 24h 48h | P53 24h |
control 1,000+0,030 1,000£0,073 control 1,00040,165
3g 1,1050,071 1,364+0,034 3g 0,982+0,207
3n 1,063£0,122 0,934+0,003 3n 0,855+0,181
camptotecina | 0,559**+0,033 | 0,543**+0,001 camptotecina -
(A) (B)
Chk2 24h 48h Chk2 24h
control 1,0000,013 1,000+0,035 control 1,000+0,190
3g 0,719**+0,000 | 1,279**+0,108 39 0,983+0,130
3n 0,897*+0,005 | 1,853**+0,005 3n 0,639**+1,181

camptotecina

0,636**+0,007

0,272*+0,007

camptotecina
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