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RESUMEN

Se ha descrito que los ésteres derivados del acido galico poseen efecto
citotoxico sobre las células tumorales. En este trabajo se analizaron los
mecanismos de muerte celular, inducidos por los compuestos catidnicos
lipofilicos derivados del acido galico: galato de octil trifenilfosfonio, galato de
decil trifenilfosfonio, undecil galato de trifenilfosfonio y lauril galato de
trifenilfosfonio [CsTPP*, C13oTPP+, C;1TPP* y C1,TPP™, respectivamente].
Para ello se utilizaron las lineas celulares de adenocarcinoma mamario de
raton TA3 y de leucemia linfoblastica aguda humana CCRF/CEM, con sus
respectivas variantes multiresistentes TA3-MTX-R y CEM/C2. Estas células
fueron tratadas con distintas concentraciones (0,5, 15, 30 y 50 uM) de los
cationes lipofilicos, durante 2 y 4 horas y al cabo de estos periodos se
determiné la viabilidad celular. El tratamiento con los cationes Ci3oTPP* y
C12,TPP" produjo una disminucion significativa de la viabilidad de las células
tumorales; sin embargo, los cationes CgTPP* y Cy;TPP® no produjeron
efectos significativos. Las microfotografias obtenidas por microscopia
electronica de transmision evidenciaron alteraciones profundas en la
ultraestrucutura mitocondrial de las células TA3 provocadas por el catidon
C1,TPP*. Méas aun, el tratamiento con los cationes Ci;oTPP* y C1,TPP*
produjo la sobrexpresion del gen pro-apoptético gadd45a, en todas las
lineas celulares y en la mayoria de las condiciones ensayadas; la expresion
del gen bax no fue afectada; el gen gabarap se sobrexpres6 sélo en las
lineas celulares CCRF/CEM y CEM/C2, y en dos de las condiciones
ensayadas. Estos resultados en conjunto muestran que tanto C;0TPP* como
C12TPP* son los compuestos citotoxicos mas potentes, y que la muerte
celular ocurriria principalmente a través de la induccién de la via intrinseca

de apoptosis, y en menor porcentaje estaria dada por autofagia.
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SUMMARY

It has been reported that esters of Gallic acid have cytotoxic effects on
cancer cells. In this work we analyzed the mechanisms of cell death induced
by lipophilic cation derivatives of Gallic acid: octyl triphenylphosphonium
gallate decyl triphenylphosphonium gallate, undecyl triphenylphosphonium
gallate, and dodecyl triphenylphosphonium gallate [CgTPP*, CiTPP",
CuTPP" and C1,TPP™, respectively]. Cell lines used in this study were: TA3
(mouse mammary adenocarcinoma) and CCRF/CEM (human acute
lymphocytic leukemia) and their multiresistant variants TA3 MTX-R and
CEMIC2, respectively. These cell lines were treated with increasing cations
concentrations (0,5, 15, 30 and 50 uM) of lipophilic compounds during 2
and 4 h and then screened for viability. The treatment of cells with C10TPP*
and C1,TPP" decreased the cell viability, whereas that CsTPP* and C;TPP”
did not affect it. Hence, we investigated the mitochondrial toxicity of the
lipophilic cation using Transmission Electron Microscopy. Our results
indicated changes in the mitochondrial ultrastructure provoked by C,TPP*
treatment in TA3 cells. Moreover, Real Time RT-PCR analysis for cell death
related genes (gabarap, bax and gadd45a) expression, revealed that
C1oTPP* and C1,TPP" up-regulated pro-apoptotic gene gadd45a in all cell
lines and in almost all assay conditions, while Bax gene expression was not
affected. Gabarap was up-regulated but not in all cell lines and only in a few
assay conditions. Taking account these results, we may conclude that
C1oTPP* and C1,TPP® were the most potent cytotoxic compounds. The
principal mechanism of cell death seems to be through the induction of the
intrinsic route of the apoptosis, but also a percentage of autophagy occurs.
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l. INTRODUCCION

Desde la primera vez que en 1956, Warburg describi6 que existian
diferencias entre los procesos metabodlicos de una célula normal y una célula
tumoral (Warburg, 1956) se ha mantenido el interés de investigar las
multiples particularidades de las células neoplasica. Con el paso del tiempo
distintos estudios han permitido organizar y comprender de mejor manera el

particular comportamiento de las células que conforman un cancer.

Durante las multiples etapas del desarrollo de un tumor, las células van
adquiriendo ciertas capacidades que las hacen mas competentes que las
células normales. Entre estas capacidades se incluyen: la sefializacion
sostenida para que ocurra la proliferacion, la resistencia a la muerte celular,
la alta capacidad de invasion y metastasis, la inmortalidad replicativa y la
induccion de la angiogénesis. Estos antecedentes sustentan la capacidad
para evadir el ataque del sistema inmune, la presencia de mdultiples
alteraciones genomicas y la reprogramacion del metabolismo energético de

este tipo de células (Hanahan & Weinberg, 2011).

La reprogramacién del metabolismo energético es uno de los mas
importantes cambios en las células tumorales. El aumento de la capacidad
glicolitica, inclusive en presencia de oxigeno, (“Warburg effect”) es materia
de estudio desde hace largo tiempo. En las células normales la energia se
obtiene principalmente del ATP producido por la mitocondria (>90%). En las
células tumorales, en cambio, la produccién de acido lactico puede
proporcionar hasta el 50% del ATP requerido (Pedersen, 2007%). Estudios
gendmicos en 24 tipos de cancer humanos, demuestran que la mayoria de
las enzimas de la via glicolitica se encuentran sobre-expresadas (Altenberg
& Greulich, 2004). Para la mantencion de este fenotipo altamente glicolitico,
el primer paso en la fosforilacion de la glucosa es critico. La hexoquinasa es
la enzima que cataliza el primer paso de la via glicolitica, donde la glucosa
es fosforilada para formar glucosa 6-fosfato. En tumores que presentan altas

tasas (glicoliticas, se encuentra sobre-expresada una isoforma de



hexoquinasa distinta a la encontrada en tejidos normales, la hexoquinasa |l
(HK-2). Esta enzima se encuentra unida a la membrana externa mitocondrial
por medio de la proteina de transmembrana VDAC (voltaje dependent
anionic channel), la cual, junto a un transportador de nucleétidos de adenina,
facilitan el acceso del ATP recién sintetizado en la membrana interna
mitocondrial hacia el sitio activo de HK-2; es decir, esta isoenzima tumoral es
totalmente dependiente del ATP producido por el sistema mitocondrial
(Pedersen, 2007°). Las abundantes cantidades de HK-2 atrapan
preferentemente el ATP y la glucosa, produciendo glucosa 6-P en grandes
cantidades, lo que sustenta el crecimiento mantenido del tumor. Asi se
provee de la materia prima para mantener la elevada proliferacion de las
células tumorales y asegura su supervivencia mediante la produccion de
acido lactico, que al ser excretado provoca un ambiente acido desfavorable

para las células normales circundantes.

La sintesis del ATP celular ocurre principalmente en el mitocondrién. Es por
ello que es interesante estudiar las alteraciones que sufre este organelo en
la patologia del cancer. Se han detectado diferencias asociadas
especificamente a la funcion bioenergética de las mitocondrias en células
tumorales. Entre estas diferencias se encuentran: cambios en la eleccion de
sustratos para la respiracion celular, diferencia en las tasas de flujo de
electrones y transporte de aniones y en la capacidad de acumulacion y
retencion de calcio. Ademas, se encuentra disminuida la actividad de
enzimas importantes para la fosforilacion oxidativa (Modica-Napolitano &
Singh, 2004). El potencial de membrana mitocondrial es significativamente
mayor en células tumorales que en células epiteliales normales (Davis y
cols., 1985). La tasa de respiracibn de células tumorales es
significativamente menor que la de células normales, aparentemente por la
disfuncién y pérdida de masa mitocondrial, lo que supone una menor
cantidad de ATP disponible (Rossignol y cols., 2004). Todas estas
diferencias ofrecen distintas posibilidades para que las mitocondrias sean un

buena diana farmacolégica, al momento de combatir a las células tumorales.



El mitocondrion como posible blanco de accién para nuevos agentes

antineoplasicos.

El mitocondrién es un organelo cuyo buen funcionamiento es fundamental
para el control de la vida y la muerte celular, su principal funcion es el control
del metabolismo energético mediante la fosforilacion oxidativa. En este
organelo se encuentran las proteinas necesarias para la respiracion celular,
el ciclo del acido citrico y la B-oxidacion de los acidos grasos. Ademas, el
mitocondrion participa en el control de los niveles de calcio citosdlico, la
produccion de ROS vy la apoptosis. Todos estos antecedentes sugieren la
importancia y potencial participacion del mitocondrion en enfermedades
como el cancer, diabetes, enfermedades -cardiovasculares 'y
neurodegenerativas (Armstrong, 2007). Por lo tanto, existe gran interés en

disefiar drogas dirigidas especificamente a este organelo.

Una de las caracteristicas explotables en relacion a la funcién mitocondrial
es su participacion en el proceso de apoptosis. La permeabilizacion de la
membrana mitocondrial supone un punto de no retorno en el proceso de
muerte celular (Marchetti y cols., 1996). Por lo tanto, compuestos que
puedan promover la funcidon pro-apoptética de este organelo podrian ser

usados para gatillar la muerte de células tumorales.

La intervencion en el funcionamiento de la cadena transportadora de
electrones ofrece también un mecanismo para inducir eficazmente la muerte
celular. El déficit de ATP es una condicion de estrés, que mantenida en el
tiempo, conduce a la muerte celular. Las células tumorales, dada su alta tasa
glicolitica, se encuentran aun mas vulnerables a un posible déficit de ATP.
Es necesario recordar que la hexoquinasa Il, que juega un papel
preponderante a la hora de mantener el fenotipo glicolitico en las células
tumorales, es dependiente del ATP mitocondrial. Por lo tanto, la intervencion
de la cadena transportadora de electrones, principalmente en aquellas
células que presentan alta actividad glicolitica, ademas de provocar drasticos

cambios en las concentraciones citosdlicas de calcio, conduciria a un
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profundo déficit de ATP, lo que finalmente permitiria detener el crecimiento

tumoral.

Cualquier compuesto que se proponga como agente antineoplasico debe
tener la capacidad de afectar selectivamente a las células tumorales. Si es el
mitocondrion el blanco al cual se apunta, estos compuestos deben dirigirse
preferentemente a este organelo y no ha otros componentes celulares. Es
mas, deben dirigirse principalmente al mitocondrion de células tumorales y
no al de las células normales. Para estos fines podemos aprovechar la
naturaleza unica de la membrana interna mitocondrial. Esta membrana
posee un potencial de transmembrana de 150-180 mV; esta magnitud es el
doble que la de las membranas de células excitables y seis veces mayor que
la de las membranas plasmaticas de células no excitables, esta condicion
otorga un gradiente de potencial negativo que sirve como fuerza
electrostatica conductora para ciertas moléculas que podrian acumularse en
el mitocondrién. Ademas, el mitocondrion de las células tumorales posee un
potencial de transmembrana aun mayor que el de células normales (Chen,
1988) este fendmeno favoreceria las condiciones de selectividad

anteriormente sefalada.

Compuestos lipofilicos deslocalizados como antineoplasicos

mitocondriotrépicos

Actualmente no se encuentran disponibles terapias especificas dirigidas al
mitocondrion, en parte debido a la dificultad que presenta liberar moléculas
terapéuticas “in vivo”. Como una primera aproximacién a este tipo de
terapias, se han desarrollado distintas estrategias para lograr este objetivo,
entre ellas, el uso de sistemas de polimeros transportadores, micelas, y

liposomas (Murphy, 2008).

Entre las técnicas con mejores resultados se encuentra el uso de cationes
lipofilicos deslocalizados, tales como el cation trifenilfosfonio; estas

moléculas permiten la liberacion de agentes bioactivos mediante la union



covalente de la molécula a través de una cadena alquilica. Por lo general,
las moléculas cargadas no pueden atravesar las membranas lipidicas, si no
es con la ayuda de una proteina transportadora, debido a la gran energia de
activacion requerida para remover las moléculas de agua asociadas. La
distribucion de la carga positiva sobre la extensa superficie lipofilica de estos
cationes permite disminuir considerablemente esta energia y asi pueden
atravesar facilmente las membranas. El potencial de membrana mitocondrial
ademas, favorece su acumulacion en la matriz de las mitocondrias (Murphy,
2008). Estas propiedades son las que han validado el uso del ion
trifenilfosfonio como molécula chaperona de distintos agentes, tales como,
sondas fluorescentes, spin traps y agentes antioxidantes dirigidos tanto a
mitocondrias de células aisladas como a las de organismos vivos (Ross y
cols., 2004). Como agentes farmacoldgicos, ciertas sales de trifenilfosfonios
han demostrado tener capacidad antibacteriana y antiparasitaria contra T.
cruzi, actividad antiglicemiante en modelos animales y actividad
antiproliferativa en cultivos celulares y modelos animales (Millard y cols.,
2010).

Estudios sobre la incorporacion de TPP™ en cultivos celulares de carcinoma
mamario MCF-7, han demostrado que este compuesto se acumula en las
células malignas 30 veces mas que en las células epiteliales normales
(Davis y cols., 1985). Otros estudios corroboran estos resultados y los
amplian a distintas lineas celulares, asociando la acumulacion selectiva con
el mayor potencial de membrana de las células tumorales (Madar y cols.,
2002). Los antecedentes disponibles acerca de las distintas propiedades de
las sales de trifenilfosfonio permiten concluir que estos compuestos
presentan un gran potencial como agentes farmacoldgicos, puesto que son
capaces de acumularse preferentemente en mitocondrias de células
tumorales. La naturaleza de la molécula unida al cation jugard un papel
preponderante en relacion a los efectos producidos por estos compuestos,

pues el cation trifenilfosfonio en si mismo no posee actividad citotoxica.



Derivados de ésteres del acido galico unidos a trifenilfosfina como

antineoplasicos mitocondriotrépicos.

El acido gélico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) es un fenol vegetal obtenido
de la hidrélisis de los taninos. Sus ésteres de alquilo son usados como
aditivos antioxidantes para prevenir cambios de sabor y valor nutricional en
los alimentos. Ademas, estos compuestos poseen distintas propiedades
terapéuticas, como actividad antimicrobiana y anti cancerigena (Inoue et al.,
1995; Frey et al., 2007). Se ha demostrado que la cadena alquilica lateral de
los derivados del acido galico es importante para su capacidad antioxidante
y que la capacidad de unirse o atravesar la membrana celular depende en
gran parte del largo de la cadena lipofilica de los compuestos (Tammela y
cols., 2004). La citotoxicidad no es una caracteristica comun de los
compuestos fendlicos, pero si es una propiedad especifica del acido galico,
siendo los 3 grupos hidroxilos adyacentes presentes en la molécula los
responsables de la citotoxicidad observada (Inoue y cols., 1995). Se ha
descrito que tanto el acido galico como sus derivados inducen apoptosis en
células tumorales (Inoue y cols., 1994; Ji y cols., 2009). Sin embargo, el
mecanismo involucrado en este fendbmeno no se conoce profundamente y
los efectos son variables entre las distintas lineas tumorales. En la
actualidad los compuestos de origen natural son una buena base para el
desarrollo de nuevos farmacos. Asi, la asociacion de ésteres derivados del
acido gélico a moléculas transportadoras, como los cationes trifenilfosfonios,
qgue los dirijan especificamente hacia las mitocondrias de las células
tumorales, resultan ser una estrategia novedosa para el desarrollo de

nuevos farmacos antitumorales.

En el desarrollo de nuevas moléculas con actividad antineoplasica es de
gran importancia el estudio del mecanismo de accion de estas mismas, pues
en base a éstos resultados, se podra establecer si estas moléculas

representan una oportunidad real para el desarrollo de nuevas terapias.



Muerte celular y Cancer

La muerte celular ocurre continua y normalmente en nuestro organismo para
mantener la homeostasis de la poblacién celular en los tejidos. También
puede ocurrir como un mecanismo de defensa, como es el caso de las
reacciones inmunes, en donde se programa la muerte de aquellas células
afectadas por enfermedades o agentes nocivos (Duprez y cols., 2009). De
forma muy general, los procesos de muerte celular se pueden clasificar en
dos grandes grupos: muerte celular programada, donde se incluye la
apoptosis y autofagia y muerte celular no programada que corresponde a los
procesos de muerte por necrosis (Kroemer y cols., 2009; Edinger &
Thompson, 2004). El que ocurra un tipo de muerte celular u otra dependera
en parte de la naturaleza de la sefial de muerte, el tipo de tejido, el estado de
desarrollo en que se encuentra el tejido y su entorno fisiologico (Zeiss,
2003).

El proceso apoptético es un proceso coordinado y que requiere energia.
Independientemente del estimulo que induce a la apoptosis, los mecanismos
confluyen en una via comun donde participan un grupo de cisteina—
proteasas llamadas caspasas que activan una compleja cascada de eventos
gue conducen a una rapida muerte celular sin provocar inflamacion. La
muerte celular apoptotica se desencadena mediante distintos estimulos que
pueden activar tanto la via de sefializacion intrinseca como la extrinseca. En
la via extrinseca participan receptores de transmembrana conocidos como
receptores de muerte celular, que pueden ser una proteina integral de
membrana de otra célula (FAS) o una proteina extracelular soluble (TNF-a);
receptor mas ligando forman un complejo de sefalizacion de muerte (DISC)
gue se une a la proteina adaptadora con un dominio de muerte asociado a
FAS (FADD) la cual recluta la pro-caspasa 8 y de esta manera se activa la
cascada de caspasas que daran inicio al proceso de muerte celular. La
activacion de la via intrinseca, en cambio, puede responder tanto a

estimulos de muerte extracelulares (deficiencias en nutrientes, radiaciones,



estrés quimico y fisico) como a estimulos intracelulares (estrés oxidativo,
dafio al DNA, plegamiento incorrecto de las proteinas). Esta via es
dependiente del mitocondrién y es modulada por la liberacion de proteinas
pro-apoptéticas desde este organelo al citoplasma. Estas proteinas incluyen
al citocromo ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF y EndoG, entre otras. En esta
etapa la sefial apoptética puede ser inhibida y la célula sobrevivira, o ser
transmitida, donde pasado un punto “sin retorno” la célula morira. La
liberacién del citocromo c, se sefiala como el evento que marca el no retorno
en el proceso de muerte celular, proceso que esta estrechamente regulado
por proteinas pro y anti apoptoéticas de la familia Bcl-2 (Bcl-10, Bax, Bak, Bid,
Bad, Bim, Bik, Blk y Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG). Diferentes
patologias muestran alteraciones en los mecanismos de apoptosis en virtud

de una disfuncion, sea excesiva o bien deficiente (Duprez y cols., 2009).

En el cancer el proceso de muerte celular se encuentra desregulado, los
defectos de la apoptosis favorecen la proliferacion y crecimiento sin control
que caracterizan la enfermedad. Las células malignas han adquirido la
capacidad de evadir las sefales de muerte celular y obtener resistencia a los
tratamientos. Asi, restablecer la funcion apoptética en células tumorales es
una buena estrategia para combatir el cancer; sin embargo, no debemos
dejar de lado la alternativa de potenciar otros mecanismos de muerte celular,
tales como la autofagia o necrosis, los cuales pueden tener importancia

terapéutica, sobre todo cuando la apoptosis es defectuosa.

La autofagia constituye una via alternativa de muerte celular. Es un proceso
en el cual el citoplasma y los organelos subcelulares son secuestrados en
vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas que luego
liberan su contenido dentro de lisosomas para su degradacion y reciclaje de
macromoléculas. Asi como el recambio proteico estd mediado por
ubiquitinizacion y degradacion por el proteosoma, el recambio de grandes
proteinas y organelos es atribuido parcialmente a la autofagia. El mecanismo

de la autofagia es conservado en levaduras, plantas y metazoos e involucra



la acciéon de un grupo de genes conocidos como genes atg, los cuales
coordinan el catabolismo celular. La autofagia es el Unico mecanismo que
permite degradar organelos y agregados proteicos. En condiciones
normales, la autofagia ocurre para mantener el equilibrio celular y
deshacerse de componentes dafiados que podrian resultar toxicos. En
condiciones de privacion de nutrientes la autofagia los entrega y permite asi
que la célula sobreviva. Este control es posible debido a que en la
membrana existen moléculas que actian como sensores del medio
extracelular activando vias de sefalizacion intracelulares. Uno de estos
sensores es la proteina TOR, que inhibe la autofagia en un medio rico en
nutrientes y promueve la formacion del autofagosoma cuando los nutrientes
son escasos (Duprez y cols., 2009; Edinger & Thompson, 2004). Ademas, de
permitir la sobrevivencia celular en condiciones adversas, la autofagia puede
promover un tipo de muerte celular programada que tiene un papel
fundamental en el desarrollo normal de los tejidos de organismos como
levaduras, Caenohabditis elegans, Drosophila melanogaster e Ictyostelium
discoideum (Kourtis & Tavernarakis, 2008). La autofagia puede inducirse por
una gran cantidad de fenémenos que producen estrés, puede degradar
agregados proteicos, lipidos oxidados, organelos dafiados, e inclusive
patégenos intracelulares, lo que evidencia que la autofagia también tiene un
rol importante en la prevencion de enfermedades. Defectos en la autofagia
se relacionan con enfermedades hepaticas, neurodegenerativas,
enfermedad de Crohn, envejecimiento, sindrome metabdlico y céncer
(Rabonowitz & White, 2010). El rol de la autofagia en cancer es tema de
continuo debate. Ciertas lineas celulares malignas responden a los agentes
antitumorales promoviendo la autofagia, se ha probado que el tratamiento
con As,03, en al menos seis tipos de lineas celulares de gliomas, induce la
muerte celular mediante autofagia, sin observarse sefiales de apoptosis
(Kanzawa y cols., 2003). El tratamiento con radiacion induce muerte celular
autofagica en lineas celulares de cancer de mamas, prostata y colon (Paglin
y cols., 2001). Estos resultados se contraponen con aquellos en que la

autofagia se encuentra inhibida durante el desarrollo y tratamiento del
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cancer, lo que demuestra la individualidad de cada tipo de cancer. Por lo
tanto, el rol de la muerte celular mediada por autofagia en respuesta a
distintos tratamientos antitumorales debe seguir siendo investigado, de esta
manera se podran manejar posibles estrategias para el tratamiento de esta
enfermedad, ya sea potenciando la autofagia, en aquellas células capaces
de sufrir este tipo de muerte celular en respuesta a farmacos, o inhibiendo
este mecanismo, en las que utilizan la autofagia para protegerse de los

efectos de la terapia antineoplasica.

Un tercer tipo de muerte celular que tiene relacion con la enfermedad
tumoral es la necrosis, ésta podria definirse como aquel tipo de muerte que
no presenta signos de apoptosis o autofagia. Se considera como un proceso
toxico, descontrolado y pasivo, que generalmente afecta grandes areas
celulares. La caracteristica fundamental que distingue a la necrosis, es la
rapida pérdida de los potenciales de membrana como consecuencia de la
disminucién de la energia celular, dafio en los lipidos de membrana y/o
pérdida de la funcién de las bombas idnicas o canales homeostéticos. La
alteracion de uno de estos parametros produce un efecto en la funcion de los
otros, siendo dificil definir cual ocurre primero. La pérdida de la integridad de
la membrana resulta en la liberacion de los contenidos citoplasmaticos al
exterior, lo que desencadena en el envio de sefiales quimiotacticas que
provocan el reclutamiento de células inflamatorias. Aunque durante mucho
tiempo se ha considerado que la necrosis es un proceso que ocurre de
forma desregulada, existen situaciones en que este proceso se
desencadena de forma controlada durante eventos patolégicos y fisioldgicos
especificos (Proskuryakov y cols., 2003; Zong & Thompson, 2006). De esta
manera la necrosis, como proceso de eliminaciéon celular, puede ser
modulado con propoésitos terapéuticos, pudiendo ser suprimida para prevenir
el dafio de tejidos normales, o activada para inducir el dafio en tejidos
tumorales (Kiaris & Schally, 1999).
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Existe evidencia in vitro de que ciertas drogas antitumorales inducen
necrosis, entre ellas, los agentes alquilantes del DNA. Estos actdan via
activacion de PARP-1, proceso que afecta tanto a células resistentes como
no resistentes a la apoptosis (Zong y cols., 2004). Puesto que las drogas que
inducen necrosis exhiben también una alta citotoxicidad, una estrategia para
sortear este inconveniente seria conducir estos farmacos directo a los
tumores (Koppan y cols., 1998). Nuevos enfoques sugieren que potenciar la
necrosis y ademas la respuesta inmune, podria favorecer la regresion del
tumor. De esta manera el desafio es controlar el proceso de necrosis para
modular una respuesta inflamatoria adecuada que potencie la terapia

antitumoral.

Finalmente todo la evidencia apunta a que en un mismo tumor, apoptosis,
autofagia y necrosis pueden coexistir y que el porcentaje de contribucion de
cada proceso puede delimitar la trayectoria del crecimiento o regresion del

tumor, asi como la respuesta del individuo.
Estudio de la muerte celular

En la actualidad existen distintas técnicas para estudiar y describir los
distintos tipos de muerte celular. Desde el punto de vista morfoldgico, el
estudio mediante microscopia ha sido una herramienta de gran utilidad
durante mucho tiempo. Por medio de la microscopia éptica se pueden
apreciar cambios en la organizacion celular, tales como la condensaciéon de
la cromatina o la aparicion de cuerpos apoptéticos. Para apreciar
alteraciones celulares como cambios en microvellosidades, asi como
alteraciones mitocondriales o del reticulo endoplasmico, se puede recurrir a

la microscopia electronica (JuriSi¢ y cols., 2008).

Uno de los procesos que se asocian generalmente con la apoptosis es la
degradacion de DNA, que ocurre siguiendo un patron especifico. Se han
desarrollado diferentes métodos que permiten analizar individualmente cada

célula en busca de esta degradacion. El ensayo TUNEL es el mas utilizado
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para estos propaositos, la deteccion puede ser tanto por medio de citometria
de flujo como por microscopia. Por otra parte, durante la necrosis también se
presenta degradacion de DNA aunque ésta no presenta el patrén de
degradacion internucleosomal presente en la apoptosis (Jurisi¢ y cols.,
2008). Un estudio clasico para describir la presencia de apoptosis es la
deteccion de la activacion de caspasas; la activacion de la caspasa 3 se
utiliza como marcador temprano de la apoptosis (JuriSi¢ y cols., 2008). Para
la evaluacion de la simetria de la membrana celular se han desarrollado
métodos que permiten detectar la presencia de fosfatidil serina en el exterior
de la membrana celular. Anexina V es una molécula que no es capaz de
difundir a través de la membrana, y que tiene una alta afinidad por la
fosfatidil serina, por lo que aquellas células que se encuentran marcadas con
anexina V, seran aguellas que se encuentran en apoptosis (JuriSi¢ y cols.,
2008). Para el caso de autofagia tanto los estudios morfolégicos como otro
tipo de ensayos apuntan a la deteccion de autofagosomas. Una buena forma
de demostrar la presencia de autofagia es la deteccion de autolisosomas,
qgue consisten en la fusion del autofagosoma y del lisosoma. Este ultimo
organelo es una vesicula &cida, condicion que permite su deteccidn
mediante distintos métodos, tales como, el uso de la sonda naranja de
acridina. El método mas popular para la deteccién de la autofagia es la
observacion y cuantificacion de GFP-LCR mediante microscopia de
fluorescencia. Durante la autofagia esta molécula normalmente se encuentra
distribuida en toda la célula, de lo contrario, solo se encuentra en las
membranas de los autofagosomas (Mizushima y cols., 2010; Klionsky y
cols., 2007). En cuanto a la necrosis, una técnica rapida y facil para
determinar el rompimiento de la membrana celular es medir la incorporacién
de ioduro de propidio mediante citometria de flujo, el ioduro de propidio no
atravesara la membrana de las células viables (Dengler y cols., 1995).

Puesto que todos los procesos de muerte celular se ven controlados en
mayor o menor medida por la activacion de ciertos genes en un momento

determinado, la aplicacion de la biologia molecular aparece como una buena
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alternativa para evaluar la expresion de genes relacionados a estos

fenbmenos.

En la actualidad la transcriptbmica, que se encarga del estudio de los
conjuntos de ARN mensajeros o transcriptos que hay en una muestra
determinada en un momento determinado, surge como una excelente
herramienta para identificar modificaciones en los perfiles de expresion
génica (Wang y cols., 2009). Esta estrategia ha sido de gran utilidad en el
estudio del cancer, ya que permite la comparacion del conjunto de especies
de mRNA de una poblacion de células tumorales, frente al transcriptoma de
células normales (Eswaran y cols., 2012). Igualmente, el estudio de perfiles
de expresion se ha utilizado para el andlisis de mecanismos de accion de
distintos compuestos con actividad antitumoral, puesto que es posible
identificar genes expresados diferencialmente bajo ciertas condiciones de
interés (Chia y cols., 2010; Mbazima y cols., 2008). La valoracion y
cuantificacion de estos genes puede realizarse mediante la tecnologia de
RT-PCR en tiempo real.

La técnica RT-PCR en tiempo real, se basa en la deteccion y cuantificacion
simultdnea, en cualquier momento de la amplificacién, del producto
amplificado (cDNA, DNA), mediante una sefial de fluorescencia que se
acumula durante el proceso de amplificacién hasta sobrepasar un nivel
umbral que se denomina ciclo umbral o Ct. Estos valores son inversamente
proporcionales a la cantidad inicial presente de DNA o cDNA (Heid y cols.,
1996).

La técnica de PCR en tiempo real ofrece variadas ventajas:

- A diferencia del PCR convencional, las mediciones se realizan en la etapa
exponencial de la reaccion donde, en teoria, por cada ciclo de
amplificacion se acumula el doble de producto respecto al ciclo anterior,

asumiendo una eficiencia del 100%.
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- Al utilizar un sistema cerrado, el riesgo de contaminacion disminuye de

forma muy importante.
- Rapidez en la obtencién de resultados.

- Permite cuantificar la concentracion inicial de acido nucleico presente en

las muestras de manera mucho mas sencilla y precisa.
- Permite monitorear la eficiencia de la reaccion.
- Ofrece minima variabilidad de los resultados

Por estas razones, el uso de RT-PCR en tiempo real combinado con los
nuevos sistemas para la purificacion de &acidos nucleicos, ofrece una
plataforma ideal para la deteccion y cuantificacion de eventos moleculares.
En este trabajo mediante RT- PCR en tiempo real se estudiaran los efectos
producidos por los cationes lipofilicos derivados del acido gélico sobre los
niveles de expresion de distintos genes que participan en el proceso de

muerte celular, en lineas celulares tumorales.

HIPOTESIS

Los cationes lipofilicos deslocalizados derivados del acido galico, producen
la muerte de células tumorales mediante apoptosis, autofagia y necrosis,
provocando dafio a nivel mitocondrial y cambios en los niveles de expresion

de genes relacionados con muerte celular.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Caracterizar el tipo de muerte celular inducida por cationes lipofilicos
derivados del &cido gélico en lineas de células tumorales de leucemia
linfoblastica aguda humana (CCRF-CEM) y su variante multiresistente
(CEM-C2), y en adenocarcinoma mamario de ratén (TA3) con su variante
multiresistente (TA3-MTX-R).

Objetivos especificos

1. Establecer mediante un ensayo de viabilidad celular el tiempo vy
concentracion minima que debe aplicarse, para observar efectos en la
viabilidad celular, inducidos por el tratamiento con cationes lipofilicos
derivados de éacido galico [CgTPP], [C1oTPP?], [C11TPP'], [C12TPP™], en
células de las lineas CCRF-CEM y TA3 con sus respectivas variantes
multiresistentes CEM-C2 y TA3-MTX-R.

2. Mediante el uso de la sonda naranja de acridina, evaluar las condiciones
de tiempo y concentracion en que los cationes lipofilicos provocan la

aparicion de vesiculas &cidas.

3. Evidenciar mediante microscopia electrénica de transmision los efectos
de los cationes lipofilicos derivados del &cido galico sobre la morfologia

celular.

4. Evaluar los cambios en los niveles de expresion de los genes
relacionados con la muerte celular: bax, gabarap y gadd45a, en las
células de las lineas CCRF-CEM y TA3 y sus respectivas variantes
multiresistentes CEM-C2 y TA3-MTX-R tratadas con los cationes
lipofilicos derivados del acido galico: [CgTPP?], [C1oTPP*], [C1iTPP],
[C1.TPPT].
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II. MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich Co. (St.Louis,
MO, USA): medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM), Triton X-100,
Yoduro de propidio (PI), Acridina Orange (AO), PBS. El suero fetal bovino
(FCS), penicilina y estreptomicina fueron adquiridos en Biological industries,
Kibbutz. Israel. El medio de cultivo RPMI-1640 se obtuvo de GIBCO. RNeasy
mini kit, QuantiTec SYBR Green RT-PCR, fueron obtenidos de Qiagen.

METODOS
Cultivo celular. En este trabajo se utilizaron 4 lineas celulares:

1. TA3, linea celular de adenocarcinoma mamario de raton.

2. TA3-MTX-R, variante multiresistente de TA3.

3. CCRF-CEM, linea celular de leucemia linfoblastica aguda humana.
4. CEM-C2, variante multiresistente de CCRF-CEM.

Las lineas celulares 1 y 2 fueron crecidas hasta el dia del ensayo mediante
una inyeccion i.p. semanal en ratones jévenes adultos machos de la cepa
CAF1/JAC. En la linea TA3-TX-R, la resistencia se gener60 mediante la
inyeccion ip de 2,0 mg de MTX/kg/48h, hasta el dia del ensayo. Ambas
lineas celulares se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de
suero fetal de bovino inalterado (FCS) y antibioticos al 1%

(penicilina/estreptomicina) en una atmaosfera humeda (37°C y 5% CO,).

Las lineas celulares 3 y 4 fueron adquiridas en ATCC (American Type
Culture Collection). Las células se propagaron en medio de cultivo RPMI-
1640, suplementado con FCS al 10% y 1% de la mezcla de antibiticos
(penicilina/estreptomicina) en atmosfera humeda (37°C y 5%C02). Para el

mantenimiento de los cultivos se realizé un cambio de medio, dia por medio.
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Viabilidad celular (citotoxicidad). Los ensayos de viabilidad celular se
realizaron en placas de 24 pocillos transparentes, alli se sembraron 200.000
células por pocillo para TA3, TA3-MTX-R, CCRF-CEM y CEM-C2 en un
volumen de 1 ml por pocillo de medio DMEM suplementado o RPMI
suplementado, segun corresponda. Las células fueron incubadas 24 horas.
Para valorar el efecto de los compuestos (CsTPP*, Ci;oTPP*, C11TPP,
C1,TPP") se prepararon cuatro diluciones de los distintos compuestos en
DMSO obteniendo las siguientes concentraciones: 0,5, 15, 30 y 50 yM. Cada
pocillo fue tratado con 10 yL de cada una de las diluciones, dejando un
pocillo tratado con DMSO como control del vehiculo. Después de 2 o 4 horas
de incubacion, se determiné la poblacién celular viable midiendo la
incorporacion de yoduro de propidio (1ug/mL) mediante citometria de flujo,
usando el equipo FACS-Canto (Becton Dickinson, San José, CA, EEUU)

Se calcularon los porcentajes de supervivencia celular, relativos a las células
control (tratadas con DMSO) y se construyeron curvas de concentracion vs
porcentaje de supervivencia empleando el programa GraphPad Prism 5.
Para cada tratamiento se realizaron al menos tres experimentos

independientes con resultados consistentes, en semanas diferentes.

Deteccidn de organelos vacuolares acidicos. Naranja de Acridina es una
sonda sensible al pH que puede ser usada para la deteccion de
compartimentos acidos, donde se protona y acumula. A pH acido AO emite
fluorescencia roja con una intensidad proporcional al grado de acidez,
ademas tifie el DNA vy citoplasma en color verde. La formacién de vacuolas
acidas en células tratadas con AO puede medirse mediante citometria de

flujo o pueden ser observadas mediante microscopio de fluorescencia.

Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos en una densidad celular de
200.000 células/pocillo. Las células fueron incubadas 24 h, luego se
adicionaron cuatro concentraciones de los compuestos C1oTPP* y C1,TPP”
respectivamente (5, 15, 30 y 50 yM) y se incubd durante 20 minutos, como

control se trataron células con DMSO. Finalizado este tiempo, las células
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fueron lavadas y resuspendidas en PBS, se adicioné a cada pocillo 10 uL de
naranja de acridina a una concentracion final de 1ug/mL. Las placas se
observaron al microscopio de fluorescencia Nikon DIC Eclipse 80i. Los
campos fueron fotografiados con el fin de determinar la presencia de

organelos con pH acido.

Andlisis Morfolégico mediante microscopia electrénica. Se incubaron 4
placas de 24 pocillos con 200.000 células TA3 por pocillo, en un volumen de
1 ml. Dos placas fueron tratadas con el compuesto C;,TPP*, 10 pL por
pocillo, en una concentracion final de 15 uM durante 6 h. Las otras dos
placas corresponden al control, tratadas con DMSO. Transcurrido ese
tiempo se recolectaron todos los volumenes de cada pocillo en un tubo y se
centrifugaron para obtencion del pellet. Luego el pellet fue fijado de acuerdo
al protocolo apropiado para la técnica (Anexo 1). Finalmente, cortes finos de
600 A° recogidos en grillas de 200 mesh, tefiidos con tinciébn doble de
acetato de uranilo y plomo, fueron observados y fotografiados con el
microscopio MET Zeiss EM 109.

Andlisis de expresion génes bax, gabarap, gadd45alfa. Método Delta,
delta Ct. Las células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos,
disponiendo 200.000 células/pocillo en un volumen de 1mL. Después de 24
horas, en cada placa se aplicd uno de los siguientes tratamientos C1oTPP*
15 UM durante 2 y 6 h, C;,TPP* 15 puM durante 2 y 6 h. Al final de los
tratamientos, se retiré el medio de cultivo y se lavo y centrifugd el pellet
celular, para proceder a la extraccion de RNA.

La extraccion de RNA total se realizO mediante el uso del kit comercial
RNeasy de Qiagen siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. El
kit permite la purificaciéon del RNA mediante el uso de pequefias columnas
de centrifugacion de membrana de silica con una capacidad de union de

hasta 100 pg de RNA. La cuantificacion del RNA total se realizé midiendo la
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absorbancia a 260 nm y 280 nm del RNA total obtenido Para el calculo de la
concentracion se empled la relacion: la absorbancia a 260nm, medida en
una celda de 1 cm, de una solucion de ARN de cadena sencilla de
concentracion 40 pg/mL es 1. Se evalué también la relacion
A260nm/A280nm, como indicativo de la pureza del RNA obtenido, que se
espera sea mayor que 2,0. SoOlo los extractos que cumplieron con los

criterios de pureza fueron seleccionados para analisis posteriores.

Para realizar las amplificaciones por PCR en tiempo real, se emplearon
partidores especificos disefiados para cada uno de los siguientes genes de
interés: gabarap, bax, gadd45alfa y bm2 como gen de referencia interna. Los
partidores para ratbn se obtuvieron de la base de datos Primer Bank
disponible en http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/. Luego, las secuencias
obtenidas fueron verificadas por comparacion frente a las bases de datos del
GenBank mediante la herramienta BLAST del NCBI
(http://wvww.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi), para asegurar la especificidad
de los partidores hacia los genes de interés. La secuencia de los partidores
de la especie humana fue proporcionada por el Laboratorio de Enzimologia
Molecular a cargo de la Dra. Ménica Salas del instituto de Bioquimica de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Austral de Chile.

La sintesis de cDNA y la amplificacion por PCR en tiempo real se realiz6 en
un solo paso usando el kit QuantiTec SYBR Green RT-PCR Master Mix en el
termociclador 7300 Fast Real —Time PCR System (Applied Biosystems). El
volumen final de las reacciones fue de 25 pL, esta mezcla incluyé el mRNA
blanco, los partidores especificos, y la mezcla de reaccion QuantiTec SYBR
Green RT-PCR Master Mix.
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Tabla N°1. Secuencia de partidores

Nombre del gen / N°Acceso Partidor directo Partidor Inverso
especie RNAmM Gene
Bank
gabarap /raton NM_020590 AGGACCACCCCTTCGAGTATC GCACAAGGTACTTCCTCTTATC
bax/ ratén NM_026669 TCCCACATAACTCCCTCGACA GTGTGTGACCACATGGACATA
gadd45alfa/atén NM_007836 CCGAAAGGATGGACACGGTG TTATCGGGGTCTACGTTGAGC
gabarap / humano NM_007285.6 TCCCGACAGGGTTCCGGTGAT AGCCCAGCAATGGCCCTCAGA

bax / humano

NM_1366761.3

AAGCGCATCGGGGACGAAC

AGCCCAGCAATGGCCCTCAGA

gadd45alfa/lhumano

NM_001924.3

GGAGAGCAGAAGACCGAAAGG

AGCAGGCACAACACCACGTTA

bm2

NM_004048.2

CCAGCAGAGAATGGAAAGTC

GATGCTGCTTACATGTCTCG

Tabla 2. Condiciones de reaccion RT-PCR

Componente

2x QuantiTec SYBR Green
RT-PCR Master Mix

Primer A
Primer B
QuantiTec RT Mix
RNA Templado
Agua libre de RNAasa

Volumen final

Volumen/reacciéon pL

12,5

1,25
1,25
0,25
2,5
7,25
25

Concentracion Final

1X

0,5 uM
0,5 uM

1ng/uL

El programa de amplificacion a emplear fue determinado y programado en el

equipo segun las indicaciones del kit.
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Tabla 3. Programa de amplificacion RT-PCR

Pasos Tiempo Temperatura
Transcripcion Reversa 30 min 50°C

Paso inicial Activacion PCR 15 min 95°C

Ciclos:

Desnaturalizacion 15s 94°C
Alineamiento 30s 58°C
Extension 30s 72°C
Numero de ciclos 40

Los cambios en la expresion génica se calcularon empleando el método de
cuantificacion relativa de doble delta de Ct (AACy) reportado por Livak y

Schmittgen (Livak & Schmittgen, 2001), usando la siguiente ecuacion:

2 -AAC

Nivel de expresiéon = T, donde:

AAC; = (C+, gen de interés — Cy, gen de referencia) Tratamiento — (C+, gen de interés — Cy,
gen de referencia) Control

Como gen de referencia interna se empleo el gen de expresion constitutiva
B-2-microglobulina (bm2). La diferencia en los valores de expresion de los
genes entre las dos lineas celulares estudiadas se evalu6 mediante una
prueba t-Student empleando el programa estadistico GraphPad Prism 5,

teniendo en cuenta un valor p<0,05 como significativo.
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[ll. RESULTADOS

Evaluacion de la citotoxicidad aguda de cationes lipofilicos
deslocalizados derivados del éacido galicos, sobre células TA3 vy
CCRF/CEM vy sus respectivas variantes multiresistentes. Se valoro la
actividad citotoxica de los compuestos CgTPP*, Ci;oTPP*, Cy;iTPP' y
C1,TPP” utilizando cuatro concentraciones (0,5, 15, 30, 50 uM) durante 2 y 4
horas de tratamiento. Las diferencias estadisticas se evaluaron respecto al
control, mediante el test t de Student, de donde se obtuvieron los p value
correspondientes (Anexo 2).

Los cationes CgTPP* y C1;TPP" no presentaron actividad citotoxica sobre
ninguna de las cuatro lineas celulares ensayadas, en ninguna de las
concentraciones y tiempos seleccionados (Figuras 1, 2, 3 y 4). Los valores
no fueron estadisticamente diferentes al control (p>0,05). Los cationes
C1oTPP* Y Cy,TPP* en cambio, presentaron un efecto citotoéxico dosis-
dependiente; la viabilidad celular disminuyé a medida que se aumentd la
concentracion del compuesto administrado. Esta respuesta se observé en
las lineas celulares TA3, TA3-MTX-R, CCRF-CEM y CEM-C2, y se acentud

al aumentar el tiempo de exposicion.

Los resultados del tratamiento de las células TA3 con los cationes C1oTPP" y
C1,TPP" se muestran en la Figura 1. Un 20% de las células TA3 tratadas
con C1oTPP" en la concentracion15 uM durante 2 horas, incorporaron yoduro
de propidio; sin embargo, en estas mismas condiciones, el efecto de
C12TPP* no fue significativo (p>0,05). El efecto citotoxico de Ci;oTPP" y
C12,TPP" a las concentraciones 30 uM y 50 uM fue similar, aproximadamente
el 50% y casi el 100% de las células incorporaron yoduro de propidio,
respectivamente. Los efectos a las 4 horas de tratamiento coincidieron con

los observados a las 2 horas de tratamiento.
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Figura 1. Incorporacion de yoduro de propidio a las células TA3
después del tratamiento con los cationes lipofilicos. A: 2 horas de
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se
calcul6 respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos
3 experimentos independientes + DS. Los asteriscos representan valores
estadisticamente diferentes al control ***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05.

La linea celular TA3-MTX-R presenta resistencia a varios agentes
guimioterapéuticos, como por ejemplo cisplatino, dexorrubicina, metotrexato,
5-fluorouracilo y vinblastina (Frey y cols., 2008). En los experimentos
realizados, los efectos significativos del cation C;oTPP* sobre la viabilidad

celular se observan en las concentraciones 30 y 50 uM, donde alrededor de
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un 50% de las células incorporaron yoduro de propidio a las 2 h de
tratamiento. El tratamiento durante 4 horas con el cation C10TPP* aumento
este efecto significativamente. Asi, la incorporacion de yoduro de propidio se
observé a partir de la concentracién 15 pM y el tratamiento con 50 uM
produjo un 70% de células no viables, aproximadamente (Figura 2).
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Figura 2. Incorporacién de yoduro de propidio a células TA3 MTX -R
después del tratamiento con los cationes lipofilicos. A: 2 horas de
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se
calculo respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos
3 experimentos independientes + DS. Los asteriscos representan valores
estadisticamente diferentes al control ***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05.

24



Los ensayos en la linea celular CCRF/CEM mostraron efectos significativos
al tratar estas células con los compuestos Ci;oTPP* y Ci,TPP'. A la
concentracion de 30 uM y 2 horas de tratamiento, aproximadamente un 90%
de las células fueron viables. Sélo un 20% de las células se encontraron
viables al tratarlas C1oTPP* 50 uM y un 40% al tratarlas con C1,TPP* 50 pM.
A las 4 horas de tratamiento, los efectos de los cationes fueron mas
pronunciados; Ci1,TPP* produjo efectos significativos a partir de la
concentracion 30 uM. Asimismo, el 50% de células tratadas con el cation
C10TPP" a una concentracion de 15 pM incorpordé yoduro de propidio y
ambos cationes produjeron casi un 100% de pérdida de la viabilidad celular

al tratarlos con la concentracion 50 uM (Figura 3).

El 70% de las células leucémicas multiresistentes a quimioterapicos,
CEM/C2, tratadas durante 2 h con el cation C1,TPP* 30 uM permanecieron
viables. Una concentracién de 50 uM del cation C1,TPP”, luego de 2 h de
tratamiento, produjo un 40% de células viables y C10TPP* en las mismas
condiciones produjo casi un 100 de pérdida de viabilidad celular. A las 4 h de
tratamiento so6lo un 20% de células no fueron viables al tratar con C1TPP”
15 uyM y un 80% al tratar con 30 uM. A ese mismo tiempo de tratamiento,
C1,TPP* 30 uM redujo a un 50% las células viables. La concentracion 50 puM
produjo la muerte de aproximadamente el 100% de estas células, tratadas

ya sea con C10TPP" 0 con C1,TPP” (Figura 4).
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Figura 3. Incorporacion de yoduro de propidio a células CCRF/CEM
después del tratamiento con los cationes lipofilicos. A. 2 horas de
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se
calculo respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos
3 experimentos independientes + DS. Los asteriscos representan valores
estadisticamente diferentes al control, ***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05.
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Figura 4. Incorporacién de yoduro de propidio a células CEM/C2
después del tratamiento con los cationes lipofilicos. A: 2 horas de
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se
calculé respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos
3 experimentos independientes + DS. Los asteriscos representan valores
estadisticamente diferentes al control, cuyo valor se consider6 como 100%.
***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05

Dado que los cationes CgTPP* y C1; TPP™ no presentaron efectos citotoxicos
significativos en las condiciones ensayadas, los experimentos para evaluar
los mecanismos de muerte celular se realizaron sélo con los cationes
C10TPP* y C1,TPP.
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Ensayo de morfologia autofagica. Para evaluar cualitativamente los
cambios presentados por las células TA3 al ser tratadas con los compuestos
C1oTPP" y C1,TPP" a la concentracion de 15 pM durante 4 y 6 h se uso el
método de tincion con naranja de acridina. Mediante esta técnica fue posible
observar cambios morfolégicos en las células tratadas con estos cationes.
Como control se utiliz6 DMSO al 1%, que fue el solvente utilizado para
disolver los cationes lipofilicos. Las microfotografias analizadas mostraron la
aparicion de “puntos rojos” que esta técnica asocia a la presencia de
vesiculas con pH é&cido. La densidad de las vesiculas acidas, en las células
tratadas con los cationes lipofilicos fue mayor que en el control tratado con
DMSO. En ambos casos la integridad de las células no fue afectada (Figuras
5,6,7,8,9y10).

Figura 5. Células TAS3 tratadas con DMSO durante 4 h. A: Phase, B: 530 nm, C: 650
nm, D: merge. Regla=1cm.
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Figura 6. Células TA3 tratadas con DMSO durante 6 h. A: Phase, B: 530 nm, C: 650
nm, D: merge. Regla =1cm.

Figura 7. Células TA3 tratadas con C;,TPP" 15 MM durante 4 h. A: Phase, B: 530
nm, C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm. B Vacuolas acidas
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Figura 8. Células TA3 tratadas con C,,TPP* 15 MM durante 4 h. A: Phase, B: 530
nm, C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm. B Vacuolas acidas

Figura 9. Células TA3 tratadas con C10TPP" 15 UM durante 6 h. A: Phase, B: 530
nm, C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm. B Vacuolas acidas
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Figura 10. Células TA3 tratadas con C,,TPP" 15 MM durante 6 h. A: Phase, B: 530 nm,
C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm. [|J Vacuolas 4cidas

Andlisis Morfolégico mediante microscopia electrénica de Transmision.
Para observar los cambios producidos por el cation lipofilico C1,TPP™,
células TA3 fueron tratadas con el compuesto durante 6 horas utilizando
como control DMSO. Estos resultados se muestran en la Figura 11. Las
células control mostraron el fenotipo normal que presenta esta linea celular
(Miller y cols., 1977); donde las crestas mitocondriales se vieron muy
definidas e integras, caracteristica importante de la célula viable. En las
células tratadas con Ci,TPP* (concentracion 15 puM, durante 6 h), en
cambio, las mitocondrias se percibieron muy hinchadas y las crestas
mitocondriales perdieron su integridad. Se observaron ademas, algunas
vacuolas autofagicas, y en aquellas células méas afectadas, todo el
citoplasma se encontro vacuolizado, aunque se mantuvo la integridad de la

membrana celular.
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Figura 11. Micrografias electrénicas. A: Células control (DMSO), 4400X. B: A
12000X. C: Células TA3 tratadas con C,,TPP* 15 uM, 6 h. 4400X D: C 12000X. E:
Células TA3 tratadas con C12TPP* 15 puM, 6 h. 4400X. F: E 12000X. G y H:
Células TA3 tratadas con C;,TPP* 15 uM, 6 h. 7700X. .Mitocondria normal,
BIMitocondria dafiada, > Vacuolas autofagicas. Regla = 1cm
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Andlisis de la expresion génica por PCR en tiempo real. Se comparé la
expresion de los genes gabarap, bax y gadd45 alfa en las lineas celulares
TA3 y CCRF/CEM con sus respectivas variantes multiresistentes, Ya que los
productos de estos genes participan en los procesos de muerte celular. El
andlisis de expresion relativa se realiz6 mediante el método AA Cy. Como
gen de referencia interna se uso6 el gen que codifica para la proteina beta -2
microglobulina (bm2), la cual forma parte del complejo MHC clase | que esta
presente en todas las células nucleadas. El efecto de los cationes lipofilicos
sobre la expresion de los genes gabarap, bax y gadd45 alfa en las lineas
celulares TA3 y CCRF/CEM con sus respectivas variantes multiresistentes
se muestra en la Figura 12. Los valores estadisticos de p se obtuvieron

mediante el test t de Student (Anexo 3).

El gen gabarap es uno de los homélogos del gen atg8 en mamiferos. Esta
proteina esta involucrada en distintos procesos relacionados con la
formacidén y transporte intracelular de vesiculas, incluido el proceso de
autofagia (Nowak y cols., 2009). En las lineas celulares TA3 y TA3 MTX-R
no se evidenciaron cambios significativos en la expresion de gabarap en
ninguna de las condiciones ensayadas (Figura 12 A y B). El tratamiento con
los cationes Ci3oTPP* y C1,TPP* 15 puM durante 2 horas no modifico la
expresion del gen gabarap en las lineas celulares CCRF/CEM y su variante
multiresistente CEM/C2. Sélo el tratamiento con C1,TPP* 15 uM durante 6
horas modificé la expresion de gabarap en estas lineas celulares (Figura 12
CyD).

La proteina codificada para el gen bax pertenece a la familia BCL, y su
funcidén es promover la apoptosis. Bajo un estimulo adecuado, esta proteina
cambia de conformacién lo que permite su translocacion hacia la membrana
mitocondrial. Como consecuencia se produce la liberacién de citocromo c, el
cual desencadena la apoptosis promoviendo la liberacion de Caspasa-3
(Duprez y cols., 2009). Existen estudios que demuestran la modulacion de la

respuesta apoptética en funcion del cambio en los niveles de expresion de
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bax (Mbazima y cols., 2008). Nuestros resultados sin embargo, no mostraron
cambios significativos en la expresion del gen bax en ninguna de las lineas
celulares en estudio y tampoco en las diferentes condiciones de ensayo

efectuadas (Figura 12).

Los efectos mas importantes se encontraron en el gen gadd45alfa. Este gen
forma parte de un grupo de genes cuyos niveles transcripcionales aumentan
bajo condiciones de estrés celular y bajo el tratamiento con agentes que
producen dafio al DNA (Referencia en linea ). En todas las lineas celulares
en estudio se vio aumentado el nivel de expresion de este gen respecto al
control (Figura 12 ), El mayor efecto se observo en la linea TA3, donde los
niveles de expresién aumentaron aproximadamente 8 veces respecto al
control después del tratamiento con C;,TPP* 15 uM durante 6 horas. El
tratamiento con C10TPP* 15 uM por 2 horas produjo en la linea celular TA3
un aumento de dos veces la expresion del gen gadd45alfa respecto al
control. (Figura 12 A). En la variante resistente de TA3, los tratamientos con
C10TPP" 15 uM durante 6 horas y C1,TPP* 15 uM por 2 y 6 horas produjeron
un aumento significativo en los niveles de expresion del gen gadd4balfa,
siendo el tratamiento C1cTPP* 15 UM durante 6h el que presenté el mayor
efecto (Figura 12 B).

En las lineas leucémicas todas las condiciones de tratamiento ensayadas
(15 uM durante 2 y 6 hora) produjeron un aumento significativo de la

expresion de gadd45alfa, respecto al control (Figura 12 C y D).

Estos resultados coinciden con distintos estudios en donde se observé un
aumento de la expresion del gen gadd4b5alfa en células tumorales en
respuesta a distintos compuestos con propiedades antineoplasicas, incluido

el &cido gélico (Chia y cols., 2010).
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Figura 12. Andlisis de la expresion de los genes gabarap, bax y gadd45 alfa en
las lineas celulares TA3 y CCRF/CEM con sus respectivas variantes
multiresistentes por PCR en tiempo real. Las células fueron tratadas con C,;,TPP"y
C1,TPP* 15 uM durante 2 y 6 h. Los valores representan el promedio de al menos 3
experimentos independientes + DS. Los asteriscos representan valores
estadisticamente diferentes al control, cuyo valor se consider6 como 100%.
***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05. A: Células TA3, B: Células TA3 MTX-R, C: Células
CCRF/CEM, D: Células CEM/C2.
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IV. DISCUSION

Los distintos efectos citotdxicos y antitumorales que producen los ésteres
derivados del acido galico, han sido ampliamente estudiados. En la linea
celular de céancer de préstata humano PC-3 el tratamiento con acido galico
induce dafio en el DNA e inhibe los genes de reparacion del mismo (Liu,
2011). En células de melanoma, el tratamiento con ésteres derivados del acido
galico produjo un aumento en la produccion de radicales libres y la
disminucién de los niveles de GSH y ATP, lo que sugiere que los alquil galatos
inducen la muerte de las células tumorales gatillando la apoptosis como
consecuencia del estrés oxidativo (Locatelli, 2009). También se ha reportado
gue los esteres derivados del acido galico pueden bloquear la cadena
transportadora de electrones, previniendo la sintesis de ATP y provocando la

muerte celular (Frey y cols., 2007).

En este estudio quedan demostrados los efectos citotéxicos producidos por los
cationes derivados del acido. Sin embargo, los cationes de cadenas alquilicas
de 8 y 11 carbonos no mostraron efectos citotoxicos significativos sobre la
viabilidad celular, en nuestras condiciones de ensayo (Figuras 1, 2, 3y 4). El
efecto del largo de las cadenas carbonadas del grupo éster, que contribuye a
la lipofilicidad de estos compuestos, no fue evidente, por lo que no es posible
establecer una clara relacion estructura/actividad., Esto concuerda con
estudios previos donde se relaciona el largo de la cadena alquilica de los
ésteres galicos con las diferentes interacciones con membranas, fenémeno
gue podria determinar finalmente si estos compuestos pueden o no atravesar
la membrana celular (Takai y cols., 2011;Tammela y cols., 2004). Sin
embargo, no se puede descartar la potencial actividad que presentan estos
compuestos de 8 y 11 carbonos en otras condiciones de ensayo. Los
compuestos Ci;oTPP* y C1,TPP* mostraron efectos significativos sobre la

viabilidad celular, los cuales fueron tiempo y dosis dependiente, corroborando
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asi, su actividad citotoxica sobre las células tumorales ensayadas (Figura 1, 2,
3 y 4). La incorporacion del grupo trifenilfosfonio mantuvo y potencié los
efectos citotdxicos de los alquil galatos. Los ensayos de citotoxicidad sobre las
lineas tumorales multiresistentes TA3-MTX-R y CEM/C2 demostraron ser
sensibles a la accion de los cationes lipofilicos C1oTPP* y C1,TPP™, aunque las
concentraciones necesarias para observar efectos citotdxicos significativo,
fueron mayores a las lineas pares sensibles. Al comparar las lineas TA3 y
TA3-MTX -R se estima que, aumentar la concentracion al doble seria
suficiente para lograr los efectos observados en las lineas no resistentes, la
resistencia a metotrexato informada anteriormente para esta linea celular es
de 20 veces aproximadamente (Plaza y cols., 2009). Para la linea CEM/C2, la
resistencia informada es de 970 veces (Referencia en linea %), en nuestros
experimentos se observa una resistencia de solo 2 veces, aproximadamente.
Por lo tanto las lineas celulares TA3-MTX-R y CEM/C2 no presentan una
resistencia trascendente a la accion de los compuestos C1oTPP* y C1,TPP™.
Este fenbmeno es importante de destacar, pues uno de los mayores
impedimentos para lograr el tratamiento exitoso del cancer es el desarrollo de

resistencia a farmacos que presentan las células tumorales (Persidis, 1999).

La condicién de cationes lipofilicos con carga deslocalizada que poseen las
moléculas ensayadas, les confieren la capacidad de dirigirse preferentemente
hacia la mitocondria (Murphy, 2008). En las imagenes obtenidas por
microscopia de transmision electronica (Figura 11), queda evidenciado el
efecto directo que ejerce el compuesto C1,TPP* sobre la mitocondria de las
células tumorales. El hinchamiento y la pérdida de la integridad de la crestas
mitocondriales son caracteristicas que han sido reportados por otros autores,
quienes han estudiado el comportamiento de compuestos con estructura de
cationes lipofilicos sobre distintos tipos de células tumorales (Delikatny y cols.,
2002; Modica-Napolitano y cols., 1996). La modificacién de la ultraestructura

mitocondrial alteraria la permeabilidad de la membrana, provocando la
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liberacion de factores pro apoptoticos, gatillando asi, la muerte celular
(Marchetti y cols., 1996).

Ademas del dafio mitocondrial, se observé la presencia de vacuolas acidas,
las que corresponderian a autolisosomas (Figuras 7, 8, 9, y 10). Esto
implicaria la ocurrencia ademas, de un proceso autofagico gatillado por el

cation lipofilico ensayado.

A nivel transcripcional se comprobd la capacidad de los cationes para
modificar los patrones de expresion de ciertos genes relacionados con muerte
celular: gabarap, bax y gadd45alfa. La expresion del gen bax no fue
modificada luego del tratamiento con los cationes lipofilicos (Figura 12).
Puesto que se conoce la implicancia de este gen, tanto en los procesos de
apopotosis como en los de autofagia, (Yee y cols., 2009; Chia y cols., 2010) y
considerando que se han reportado cambios en los niveles de expresion de
este gen mediados por la accién de agentes antitumorales (Mbazima y cols.,
2008), se esperaba un efecto similar con el tratamiento de cationes lipofilicos
del acido galico. Sin embargo es importante considerar, que este resultado
negativo, no descarta que los procesos de apoptosis 0 autofagia ocurran con
el tratamiento ensayado, ni que, en otras condiciones, se puedan obtener

resultados positivos.

Para el gen gabarap, se encontraron diferencias significativas en los niveles
de expresion en las lineas celulares leucémicas humanas CCRF/CEM vy
CEM/C2, linea resistente (Figura 12 C y D) Dado que el gen gabarap es
importante en el proceso de autofagia, su regulacion positiva como
consecuencia del efecto inducido por el cation C1,TPP*, indicaria que este
tratamiento gatilla el proceso de autofagia en las condiciones de este estudio.
En la linea celular TA3 y su variante resistente no se evidenciaron cambios

significativos en los niveles de expresion del gen gabarap, aun cuando sefiales
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de autofagia se observaron en los ensayos de microscopia electronica y
naranja de acridina para esta linea. Ambos ensayos mostraron un proceso de
autofagia avanzado, donde los cambios transcripcionales responsables de
gatillar este fenotipo debiesen haber ocurrido previamente. Las condiciones
ensayadas no permitieron evidenciar los posibles cambios en los niveles de
expresion del gen gabarap; sin embargo, estos resultados no descartan el
posible aumento en la expresion de este gen. Probablemente, nuevas
condiciones de ensayo en donde el proceso autofagico no se encuentre tan

avanzado, podrian dilucidar este postulado.

El estudio del gen gadd45alfa mostré6 cambios significativos en sus niveles de
expresion en ambas lineas celulares ensayadas (TA3 y CCRF/CEM) incluidas
sus variantes multiresistentes (Figura 12 A, B, C y D). Se ha reportado la
sobre expresion de este gen en respuesta al tratamiento con agentes
genotodxicos, que resulta en induccion de la apoptosis (Li y cols., 2004).
Ademas, se ha observado un aumento en los niveles de expresion de este gen
en respuesta al tratamiento con el farmaco docetaxel (Ramachandran y cols.,
2009) Los efectos pro-apoptoéticos que desencadenan la sobre expresion de
gadd45alfa, podrian estar relacionados con la induccién de la proteina
Gadd45alfa. Este fendmeno produciria la disociacion de la proteina Bim
(miembro de la familia Bcl2), la cual se transloca a la mitocondria, donde su
acumulacion aumenta la interaccion Bim/Bcl2, liberando a Bax para ejercer su
efecto pro-apoptotico. Los efectos de la sobre expresion del gen gadd45alfa
representan parte importante del mecanismo por el cual los cationes lipofilicos

derivados del acido galico ejercen su accion citotéxica.
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V. CONCLUSIONES

Todos los resultados obtenidos avalan el potencial efecto antitumoral de los
cationes lipofilicos derivados del acido galico. Cabe sefalar que tanto los
procesos de apoptosis, autofagia y necrosis pueden ser gatillados
paralelamente por los cationes lipofilicos, dependiendo de la severidad de las

condiciones de ensayo.

El mecanismo por el cual ejercen estos compuestos su accion, estaria
relacionado con su estructura quimica: la carga catibénica que le da
especificidad hacia la mitocondria de la célula tumoral, la lipofilicidad dada por
la cadena alquilica, y la actividad citotoxica del acido galico. El efecto
mitocondriotrépico hacia las células tumorales, les conferiria una especificidad
por dichas células, caracteristica que no aparece en los actuales farmacos
antitumorales. Es nuestra tarea, entonces, ampliar el estudio de estas
moléculas para explotar al maximo su potencial como farmaco antineoplasico

mitocondriotrépico.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de preparacion de células aisladas para MET.
Prof. Nancy Olea R. Unidad de Microscopia Electronica - Cesat

1. Fijacién del pellet en Glutaraldehido 3% en buffer fosfato de Sérensen 0,1M,
pH 7,3 ; 4°C, durante toda la noche.

e Centrifugacion a 1500 rpm durante 8 minutos para realizar cada cambio de
solucion.

2. Lavados 3X , 20 min en buffer fosfato de Sorensen.

3. Posfijacion en tetroxido de osmio 2%,1h a temperatura ambiente.

4. Lavados 3X , 10 min en buffer fosfato de S6rensen.

5. Deshidratacion en alcoholes graduados: 40,70 ,90 y 2 x100 etanol, 2X
acetona, 8 min cada uno.

6. Impregnacion Epon 812 / Acetona 1:1 durante 1 hora.

7. Inclusion en Epon y polimerizacion 48h a 70°C

8. Realizacion de cortes de 1um tefiidos con azul de toluidina 1% en borato de
sodio 1% para localizar area de corte fino. Ultramicrétomo Sorvall Porter
Blum MT2.

9. Cortes finos de 600 A° recogidos en grillas de 200 mesh, tefiidos con tincidn
doble de uranilo y plomo.

10. Observaciéon en el MET Zeiss EM 109.
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Anexo 2: Tabla p value figuras 1, 2, 3 y 4. Incorporacion de yoduro de
propidio a células tumorales.

Ta3 2h p value 0,5uM p value 15uM p value 30uM p value 50uM
Cc8 0,5607 0,4203 0,6223 0,3329
C10 0,1449 0,0212 0,0004 P<0.0001
Cl1 0,4848 0,1410 0,4211 0,3119
C12 0,3254 0,7374 0,0008 0,00020
TA3 4h
Cc8 0,2049 0,0802 0,6670 0,3991
C10 0,3214 0,0223 0,0008 0,0005
Cl11 0,6478 0,8917 0,4692 0,1772
C12 0,6445 0,3616 0,0001 P<0.0001
TA3 MTX-R 2h
Cc8 0,3813 0,4859 0,8017 0,2650
C10 0,9435 0,2778 0,0007 0,0006
C11 0,3997 0,5978 0,5208 0,3660
C12 0,7725 0,1733 0,8260 0,0087
TA3 MTX-R 4h
Cc8 0,9087 0,7053 0,5662 0,4055
C10 0,4970 0,0158 0,0002 0,0007
Cl1 0,5716 0,5319 0,7465 0,7226
C12 0,8989 0,2752 0,0018 0,0005
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CCRF/CEM 2h
(62]

C10

Ci11

C12

CCRF/CEM 4h
Cc8

C10

Ci11

C12

CEMI/C2 2h
Cc8

C10

Ci11

C12

CEMI/C2 4h
Cc8

C10

Ci11

C12

0,9144

0,4290

0,9516

0,4717

0,5150

0,0557

0,2569

0,4060

0,7733

0,4308

0,3210

0,4061

0,3864

0,8360

0,3605

0,9783

0,7253

0,6698

0,7215

0,4410

0,5061

0,0008

0,3447

0,1035

0,0517

0,1836

0,5876

0,2713

0,5075

0,0321

0,2167

0,3001

0,4414

0,0107

0,5292

0,0296

0,2656

0,0009

0,1548

0,0024

0,9689

0,0015

0,8518

0,1928

0,7728

P<0.0001

0,2349

0,0030

0,2581

0,0002

0,6068

0,0005

0,5747

P<0.0001

0,4070

P<0.0001

0,3459

P<0.0001

0,7547

0,0003

0,5536

P<0.0001

0,8494

P<0.0001
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Anexo 3: Tabla p value Figura 12. Analisis de la expresion de los genes

gabarap, bax y gadd45 alfa en las lineas celulares tumorales.

TA3
gabarap C10TPP" 2h
bax C10TPP" 2h

gadd45a C10TPP' 2h

gabarap C12TPP" 2h
bax C12TPP" 2h
gadd45a CI12TPP" 2h

gabarap C10TPP’ 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP’ 6h

gabarap C10TPP" 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP’ 6h

CCRF/CEM

gabarap C10TPP+ 2h
bax C10TPP" 2h
gadd45a C10TPP" 2h

gabarap C12TPP" 2h
bax C12TPP" 2h
gadd45a C12TPP' 2h

gabarap C10TPP* 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP" 6h

gabarap C10TPP* 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP" 6h

P value
0,7430
0,2709
0,0195

0,231
0,1052
0,1988

0,0645
0,5958
0,7575

0,9879
0,2908
0,0024

P value
0,4431
0,0948
0,0330

0,9448
0,0982
0,0029

0,3960
0,8172
0,0320

0,0469
0,2478
0,0010

TA3 MTX-R

gabarap C10TPP" 2h
bax C10TPP" 2h
gadd45a C10TPP’ 2h

gabarap C12TPP* 2h
bax C12TPP" 2h
gadd45a C12TPP’ 2h

gabarap C10TPP" 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP’ 6h

gabarap C10TPP" 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP’ 6h

CEM/C2

gabarap C10TPP" 2h
bax C10TPP" 2h
gadd45a C10TPP* 2h

gabarap C12TPP" 2h
bax C12TPP" 2h
gadd45a C12TPP' 2h

gabarap C10TPP’ 6h
bax C10TPP" 6h
gadd45a C10TPP" 6h

gabarap C10TPP’ 6h
bax C10TPP” 6h
gadd45a C10TPP" 6h

P value
0,1013
0,5954
0,9475

0,1020
0,3077
0,0496

0,0617
0,2595
0,0032

0,0823
0,1208
0,0034

P value
0,1535
0,4423
0,0029

0,3410
0,8178
0,0148

0,6322
0,6127
0,0129

0,0485
0,1120
0,0096

52



Esta tesis ha sido financiada por los proyectos FONDECYT 1090075 y ANILLO ACT
112.

53



