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1. INTRODUCCION

La apoptosis es la muerte celular programada que permite eliminar células con mutaciones
genéticas irreversibles en su ADN, asi como, cuando un virus ha infectado una célula
o cuando se requiere un equilibrio en la proliferacion celular. Al ser la apoptosis un
mecanismo molecular indispensable para eliminar células que promuevan un dafo al
organismo, dicho proceso se ha propuesto como blanco terapéutico para erradicar el
cancer. Las células cancerosas inhiben la apoptosis debido a su alta capacidad proliferativa
y la activacion de vias que promueven la sobrevivencia, por esto, la busqueda de moléculas

pro-apoptdticas sigue siendo atractiva para encontrar nuevos tratamientos contra el cancer.

A lo largo de las tltimas décadas han surgido diversas investigaciones que
demuestran el potencial terapéutico de los componentes de venenos de serpientes para tratar
diferentes enfermedades, incluido el cancer. Los venenos de serpiente son una mezcla
compleja de diferentes componentes que incluyen péptidos, proteinas, enzimas,
carbohidratos y minerales (L.A. Calderdn, et. al, 2014). Entre las enzimas que se han
identificado en los venenos, se pueden encontrar acetilcolinesterasas, L-aminoacidos
oxidasas, serinaproteasas, metaloproteasas y fosfolipasas A2 (L.A. Calderdn, et. al, 2014).
Las desintegrinas son péptidos de bajo peso molecular que se encuentran en baja proporcion
en los venenos de algunas especies de serpientes, estos péptidos se unen con alta afinidad a
las integrinas localizadas en la superficie celular. Las integrinas son una superfamilia de
glucoproteinas que participan en la unién y comunicacion celular con la matriz extracelular;
se ha reportado que intervienen en los procesos de angiogénesis, crecimiento y sefializacion
de tumores, por lo cual, son un blanco terapéutico muy prometedor (D. Vivas, R. Inga,

A. Yarlequé, 2012).



2. JUSTIFICACION

Actualmente, el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
M¢éxico no se exenta de esta situacion, ya que, dia con dia los casos de cancer siguen
aumentando sin importar la edad, la raza o el sexo. A su vez, el cancer de pulmon es uno de
los tipos de cancer mas agresivos € invasivos que existe, provocando que la esperanza de
vida en los pacientes se vea reducida. Si bien, existen diversos tratamientos que se ocupan
actualmente para tratar este tipo de cancer, no obstante, suelen provocar efectos secundarios
negativos que afectan la calidad de vida de los consumidores. Ademas, algunos de estos
tratamientos son invasivos y requieren de intervencion quirurgica. El desarrollo de nuevos
tratamientos a partir de nuevas moléculas puede ser una puerta de esperanza para la obtencion
de nuevas terapias que ayuden a combatir el cancer, pero, que también minimicen estos
efectos secundarios. Asimismo, puede ser posible que el uso de estas nuevas terapias como
coadyuvantes a las ya existentes resulten en una mayor efectividad reduciendo la metastasis

y provocando la apoptosis en las células cancerigenas.

3. HIPOTESIS

El estudio y andlisis de la muerte celular causada por las desintegrinas aisladas del veneno
de serpientes ayudara a comprender su mecanismo de accion y su potencial farmacoloégico

en el tratamiento del cancer de pulmon.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Realizar una revision bibliografica exhaustiva sobre el cancer de pulmoén, la apoptosis

y el potencial terapéutico de las desintegrinas de venenos de serpiente.



4.2 Objetivos Particulares

e Investigar las bases moleculares y celulares del cancer, con énfasis en el cancer de
pulmon.

e Investigar, describir y analizar los posibles tipos de muerte celular como
consecuencia del tratamiento con desintegrinas, con base en reportes previos de
desintegrinas aisladas de venenos de serpientes.

e Investigar y describir las técnicas experimentales comunes que se utilizan para
estudiar la apoptosis y necrosis.

e Analizar los pros y contras de los métodos descritos para el estudio de la muerte

celular en condiciones controladas.

5. MARCO TEORICO

5.1 Cancer

Para comenzar, es esencial definir algunos conceptos basicos para una mejor comprension
del tema en general. Segun la Organizacion Mundial de la Salud el cancer se define como
“un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células. Puede aparecer
prdcticamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido circundante y
puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo” (OMS, 2020). Esta
enfermedad es caracterizada por la presencia de células dafiadas que han sufrido alteraciones
en su ciclo celular y, por lo tanto, sus mecanismos de control de la division celular estan
danados, permitiendo que se dividan exponencialmente en un periodo de tiempo mas corto
que las células normales (Cancer.Net, 2019). Adicionalmente, estas células cancerigenas
tienen la habilidad de invadir 6rganos y tejidos que se encuentran a su alrededor, lo que se
conoce como infiltracion. Sin embargo, también tienen la posibilidad de trasladarse y
proliferar a otras partes del organismo que se encuentren mas alejadas, a lo que llamamos

metastasis (Cancer.Net, 2019).



El cancer puede desarrollarse en cualquier persona sin importar el sexo, la raza ni la
edad; asi pues, los sintomas, tratamientos y evolucion son diferentes para cada individuo.
Ademas, su desarrollo depende tanto de factores ambientales, de los habitos de la persona y
de las alteraciones genéticas y factores hereditarios. Se ha comprobado que mantener buenos
habitos de vida como, por ejemplo, el uso moderado del alcohol, no fumar, una dieta

equilibrada y el ejercicio fisico ayudan a prevenir el cancer (OMS, 2020).

A la fecha, se han identificado varios tipos de cancer de los cuales la gran mayoria
tienen cura, dependiendo del estadio en el que se encuentre el paciente (National Cancer
Institute, s.f). No obstante, el cancer siempre se ha considerado una enfermedad compleja,
multifacética y multidimensional en su impacto, afiadiendo que en general el cancer es una

de las principales causas de muerte alrededor de todo el mundo (OMS, 2021).

5.1.1 Epidemiologia del cancer en el mundo y en México.

A nivel mundial, el cancer es la primera causa de muerte con aproximadamente 18 millones
de casos nuevos y 9.6 millones de muertes anuales, de las cudles el 70% se registran en paises
con ingresos medios y bajos (A. Meneses, et. al., 2019). Dentro de los cinco principales tipos
de cancer que causaron el mayor nimero de fallecimientos en el afio 2020 se encuentran: el
cancer de pulmon, con un total de 1.6 millones de defunciones; el hepatico, con 788,000
defunciones; el colorrectal, con 774,000 muertes; el gastrico, con 754,000 y, el cancer de
mama con 571,000 defunciones (Organizacion Mundial de la Salud, 2018). En cuanto al
numero de casos de cancer registrados en el 2020, se observa que el cancer de mama es el de
mayor incidencia dentro de la poblacion mundial, seguido del cancer de pulmodn, colorrectal,
prostata, estdmago, entre otros. Dichas cifras se muestran a continuacion en el Grafico 1

(GLOBOCAN, 2020)



MAMA
2261419 (11.7%)

PULMON
2206771 (11.4%)

OTROS TIPOS
8 879 843 (46%)

COLORRECTAL
1931590 (10%)
PROSTATA
1414259 (7.3%)
ESTOMAGO
1089 103 (5.6%)
CERVICOUTERINO HIGADO
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19292 789

Grdfico 1. Numero estimado de casos nuevos en el 2020 de los diferentes tipos de cancer a nivel mundial, incluyendo ambos
sexos y todas las edades. Modificado de: (GLOBOCAN, 2020).

Por otro lado, hasta febrero del 2020, el cancer se identifico como la segunda causa de muerte
en el continente americano. Hasta el 2018, fueron diagnosticados aproximadamente un total
de 3.8 millones de casos y 1.4 millones de muertes. Dentro de los tipos de cancer que se
identificaron con mayor frecuencia en los hombres fueron el de prostata con un 21.7%,
pulmon con un 9.5% y colorrectal con un 8.0%. Por otro lado, los mads comunes dentro de la
poblacion femenina fueron el de mama con un total de 25.2%, de pulmén con un 8.5% y
colorrectal con 8.2%. Las cifras estiman que, si no se toma accion contra estas enfermedades,
para el 2030 el nimero de personas diagnosticadas aumentara un 32%, por lo que, mas de 5
millones de personas desarrollaran algln tipo de cancer (Organizacion Panamericana de la

Salud, 2020).

En Meéxico, el cancer ocupa el tercer lugar de causa de muerte después de
enfermedades cardiovasculares y diabetes. Se ha identificado que por cada 100 defunciones,
14 son provocadas por algln tipo de cancer, asimismo, se estim6 que entre el 2000 y el 2013
unicamente el cancer de pulmoén provocd un aproximado de 6,678 muertes anuales (Mohar-
Betancourt, A, et. al., 2017). En la Tabla 1 se puede observar los principales tipos de cancer

causantes de la mortalidad de hombres y mujeres mexicanos entre los anos 2000 y 2013,
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donde se logra apreciar que la incidencia del cancer de pulmon tiende a ser mayor en hombres
que en mujeres. En paises como Japon, Corea del Sur, EEUU, Francia, Alemania e Italia, el
cancer de pulmoén es la primera causa de muerte. Dado que, para el 2018 se registraron mas
de 2 millones de casos, los cuales afectaron en un 14.5% a hombres y en un 8.4% a mujeres.
Por tanto, el cancer de pulmon ocasiono un total de 1 millon 700 mil casos dejando sobrevivir
unicamente al 18.4% de los pacientes que sufrian por dicha enfermedad (A. Meneses, et. al.,

2019).

Tabla 1. A) Principales causas de mortalidad por cancer en hombres mexicanos (2000-2013). B) Principales causas de
mortalidad por cancer en mujeres mexicanas (2000-2013). Modificado de: (Mohar-Betancourt, A, et al., 2017).

A)

Tasa de Mortalidad al aio

Tipu de cancer 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2000 | 200 | 2012 | 2013
Prastata 776 | 802 | 833 | 886 | BT2 913 883 | 920 | 948 | 943 987 |10.02 | 10.34 | 10.9
Pulman 823 | 875 | 897 | BO5 | BB4 9.2 8.02 8.22 8.1 800 | 787 | 748 | 12 | 720
Estdmago 240 ald | 875 221 | 220 alg a2l a.l4 a.23 aZl al3 | 484 | aD0 | 482
Higado 203 240l | 285 272 278 281 2890 | 270 | 283 281 283 | 282 | 288 | 284

Célon 1.96 199 | 204 21a 223 | 248 | 250 | 2588 | 284 | 278 283 | 300 | 338 | 34l
Pancreas 200 | 209 | 224 | 272 231 232 24 234 | 270 21 208 | 230 | 282 | 282
Rifion 1.43 1.43 1.92 1.79 1.66 1.75 1.79 1.40 189 1.80 200 | 216 | 183 | 210
Linfona no Hodgkin 1.48 1.42 1.68 1.43 1.72 171 1.68 177 1.82 1.79 1.69 187 | 183 1712
No especifico 1.al 148 1.7 1.48 1.96 1.53 1.83 1.66 1.70 I 1.6 176 | LT3 173
Leucemia aguda linfoblastica | 135 | 134 | 148 | 143 | 144 | 148 | 148 | 150 | 158 | (BS | (53 | (B | IBS | B2
Total all4 | a762 | BOI6 | G144 | BILBE | B3.70 | B3.33 | G436 | BGAY | B7.23 | BBB4 | BAGl | 7174 | BasB
B)

Tasa de Mortalidad al aiio
Tipu de cancer 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 20089 | 2010 | 2000 | 2012 | 2013
Mama .77 6.93 1.33 1.28 Al Al 8.04 8.2l 8.48 g.al 8.6a 8.8l 936 | 8.94
Cervical 9.00 8.66 8.20 8.07 182 179 142 116 107 7.08 6.7 f.28 637 | B2
Estamago 432 4472 448 444 4o 4.a4 440 4.34 441 423 438 441 424 | 4IB
Pulman 3.82 3.87 407 400 413 408 412 401 3.96 3.94 404 | 408 372 | 394
Higado 2.94 3.06 247 3.04 3.09 3.01 3.8 2.94 3.02 3.8 3.06 287 | 289 | 304
(vario 228 243 2.4 AK] 268 213 296 283 287 3.03 RAL 339 | 333 | 34
Pancreas 2.23 223 2.39 231 242 247 2.l 272 283 282 283 286 | 283 | 28R
Calon 1.96 213 201 221 2.33 241 2.38 262 262 2.34 248 208 | 286 | 310
No especifico 1.08 1.a7 1.64 1.63 1.a9 16l 1.29 1.72 1.75 1.84 1.80 1.68 1.65 I.76
Linfoma no Hodgkin 1.08 .14 1.22 1.30 116 1.23 1.32 1.37 1.35 141 1.36 .44 1.0 1.34
Total 60.27 | BOBE | BLal | 6208 | G323 | BA4J6 | B493 | Ba.7l | BR75 | G780 | BB.84 | B9.94 | 7070 | B4TI
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5.1.2 Cancer de pulmon

El cancer de pulmoén se desarrolla cuando las células presentes en los pulmones se alteran y
comienzan a crecer de forma descontrolada formando una masa la cual se puede denominar
tumor, lesién o nddulo. Un tumor puede ser maligno, lo que significa que puede crecer y
diseminarse a otras partes del cuerpo. Existen también los tumores benignos los cuales
pueden crecer, pero no se diseminaran (Cancer.Net, 2019). Generalmente, este cancer
comienza a desarrollarse en las células que revisten los bronquios, bronquiolos o alveolos.
Estos ultimos son los encargados de “absorber” el oxigeno del aire exterior que ingresa a
nuestro organismo mediante la inhalacion y realizar el intercambio de gases para eliminar el
dioxido de carbono de nuestra sangre mediante la exhalacion. Este tipo de cancer es uno de
los méas comunes, por lo que, se podria decir que, en todo el mundo, el cancer de pulmoén es
la neoplasia maligna mas comun y el causante del mayor numero de muertes en las tltimas
décadas (Wong, M, et.al., 2017). Por eso, es indispensable que se realicen trabajos de
investigacion que ayuden a comprender a fondo la complejidad de la enfermedad y encontrar
las terapias mas eficientes para poder salvar el mayor nimero de vidas posible. De acuerdo

a la observacion de las células bajo el microscopio, este tipo de cancer se divide en dos tipos.

El primer tipo es el cancer de pulmon de células no pequeitias o NSCLC (Non-Small
Cell Lung Cancer) por sus siglas en inglés, el cual representa del 80-85% de los canceres de
pulmon (Sociedad Americana Contra El Cancer, 2019). Dentro de esta clasificacion se
encuentra el adenocarcinoma, el carcinoma de células escamosas y el carcinoma de células
grandes. El adenocarcinoma representa el subtipo histoldgico dominante entre los otros tipos
de cancer de pulmoén y se origina en las células del pulmén que constituyen el revestimiento
interno de las glandulas secretoras de moco a la luz glandular, por tanto, se encuentra en las
partes externas de este 6rgano lo que permite que pueda ser detectado antes de que se
disemine (T. Zamay, et.al., 2017). Se ha observado que el adenocarcinoma es mas comun en
mujeres que en los hombres y, también, ocurre con mayor frecuencia en personas mas
jovenes en comparacion con otros tipos de cancer. Este tipo de cancer se presenta en personas

fumadoras o exfumadoras, sin embargo, también es el mas comun en aquellas personas no
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fumadoras. Continuando con los subtipos, estd el carcinoma de células escamosas que se
origina en las células epiteliales planas que cubren todo el interior de las vias respiratorias,
pero tiende a desarrollarse en los bronquios, principalmente cuando el paciente tiene
antecedentes de tabaquismo. Por otro lado, estd el carcinoma de células grandes el cual es
una capa heterogénea de células de musculo liso y se ha observado que logra desarrollarse
en cualquier parte de los pulmones, pero principalmente en las células epiteliales del pulmon.
Es caracteristico por tener un crecimiento y una propagacion rapida, lo que hace mas dificil
su tratamiento, un ejemplo es el carcinoma neuroendocrino de células grandes (Sociedad
Americana Contra El Cancer, 2019). Este ultimo tipo de cancer de pulmén es un grupo
heterogéneo de varias neoplasias malignas indiferenciadas que carecen de caracteristicas
citologicas y arquitectonicas de las células pequeiias y diferenciacion glandular o escamosa

(T. Zamay, et.al., 2017).

El segundo tipo de cancer de pulmon es el cancer de células pequetias (CPCP), este
solo engloba alrededor del 10 al 15% de todos los canceres de pulmon. Aunque su
prevalencia es mucho mas baja, en comparacion con el NSCLC, se ha identificado que este
cancer es mas dificil de controlar debido a que evoluciona rapidamente y, por eso, en el 70%
de las personas con este cancer se detecta cuando ya se ha propagado, afiadiendo que, una
vez que sea eliminado es muy probable que vuelva a desarrollarse en algin momento de la
vida del paciente. Una de las ventajas es que suele responder muy bien a la quimioterapia y
a la radioterapia (Sociedad Americana Contra El Céancer, 2019). A continuacion, en la Figura

1 se logran apreciar los diferentes tipos de cancer de pulmon anteriormente mencionados.
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Figura 1. Histogénesis de tipos histologicos de cancer de pulmon. SM: musculo liso; M: macrofago, L: linfocito; NC: célula
neuroendocrina; EC: célula epitelial; SC: célula secretora. Modificado de: (T. Zamay, et.al., 2017).

5.1.3 Como detectar el cancer de pulmon

Para la deteccion correcta de cualquier tipo de cancer es indispensable un buen diagnostico.
Actualmente, existen diversas pruebas para diagnosticar el cancer de pulmon, se recomienda
ampliamente que se realicen mas de una prueba diagnostica para la confirmacion del
padecimiento y evitar un falso positivo o falso negativo. Las pruebas recomendadas para
diagnosticar el cancer de pulmén en México se mencionan a continuaciéon (Gobierno de
México, 2020):

e [Estudios por imagenes: utilizan ondas sonoras, rayos X, campos magnéticos o
sustancias radioactivas para obtener imagenes del interior del cuerpo.

¢ Radiografia de térax: es a menudo la primera prueba que su médico pedird para
buscar la presencia de masas o manchas en los pulmones.

e Tomografia computarizada (CT): estudio donde se usan rayos X para producir
imagenes transversales detalladas del cuerpo. Puede proporcionar informacion
precisa sobre el tamafio, forma y posicién de cualquier tumor. Ademas, ayuda a
identificar ganglios linfaticos agrandados que pudieran contener cancer, el cual, pudo

haber propagado desde el pulmon.
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Biopsia con aguja guiada por CT: en los casos en que un area sospechosa de cancer
se encuentra profunda dentro del cuerpo, se puede usar una tomografia computarizada
para guiar con precision la aguja de una biopsia hacia el area sospechosa.

Imagenes por resonancia magnética: proveen imagenes detalladas de los tejidos
blandos del cuerpo. Sin embargo, la resonancia utiliza ondas de radio e imanes
potentes en lugar de rayos X.

Tomografia por emisién de positrones: conlleva inyectar una forma de azlicar
radioactiva (conocida como fluordesoxiglucosa o FDG) en la sangre. Las células
cancerosas crecen aceleradamente en el cuerpo, por lo que, absorben grandes
cantidades del azucar radiactivo. Después de aproximadamente una hora se captura
una fotografia con una camara especial, la cual, muestra las areas de radioactividad
en el cuerpo.

Gammagrafia 6sea: este estudio puede ayudar a mostrar si el cdncer ha hecho
metastasis (propagacion) en los huesos.

Broncoscopia: estudio que se puede usar para encontrar un tumor de pulmoén o para
tomar una muestra de un tumor y saber si es cancer.

Ecografia endobronquial: tipo de estudio por imagenes que usa ondas sonoras para
crear imagenes del interior del cuerpo. Esta prueba se puede emplear si el médico esta
considerando una cirugia como parte del tratamiento. Resulta mucho mas 1til para
clasificar por etapas el cdncer de pulmoén no microcitico.

Ecografia endoscopica esofagica: similar a la ecografia endobronquial, con la
excepcion que el médico pasa un endoscopio (telescopio flexible con una fuente de
luz) por la garganta hasta el esofago.

Mediastinoscopia y mediastinotomia: procedimientos realizados para observar mas
directamente las estructuras en el mediastino (area entre los pulmones) y tomar
muestras de éstas.

Toracentesis: se realiza para aliviar sintomas causados por la acumulacion de liquido
alrededor de los pulmones (derrame pleural) y para saber si la acumulacion de liquido
es causada por la propagacion del cancer al revestimiento de los pulmones (pleura).
Toracoscopia: procedimiento para determinar si el cancer se ha propagado al espacio

entre los pulmones y la pared toracica, o a los revestimientos de estos espacios.
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e Aspiracion y biopsia de la médula 6sea: pruebas para determinar si hay propagacion
del cancer en la médula dsea.

e Pruebas de tejido y de células: los sintomas y los resultados de los estudios por
imagenes pueden sugerir de forma contundente la presencia de cancer de pulmon,
pero el diagnodstico real de cancer de pulmén se hace al observar las células del
pulmoén bajo el microscopio.

e Citologia del esputo: se observa una muestra de esputo (mucosidad que al toser sale
de los pulmones) en un microscopio para determinar si existen células cancerosas.

e Biopsia por aspiracion con aguja fina: biopsia con aguja para obtener una muestra
pequena de células de un area que luce sospechosa.

e Anailisis de sangre: no se usan para diagnosticar el cancer de pulmoén, aunque a
menudo se hacen para obtener una percepcion de la salud general de la persona y para
ayudar a determinar si el cancer se ha propagado a otras areas.

e Pruebas de la funcion pulmonar: se pueden hacer después del diagnostico del

cancer de pulmon para analizar qué tan bien funcionan los pulmones.

5.1.4 Terapias actuales contra el cancer de pulmon

El tratamiento para el cancer de pulmon dependerd de varios factores como: la edad, etapa
de avance del cancer, tipo de cancer, estado de salud del paciente, sexo, histologia, grado de
metastasis en el cerebro, hemoglobina y creatinina al diagnéstico (Tabchi. S, et.al., 2017).
No obstante, para el tipo de cancer de pulmén de células pequeiias (CPCP) se recomienda
utilizar quimioterapia o en algunos casos radioterapia debido a la buena respuesta que
muestra este cancer ante tales tratamientos. En caso de que el cancer sea detectado en estadio
temprano también se puede eliminar mediante cirugia, complementando con quimioterapia
y radioterapia (American Thoracic Society, 2014). En cuanto al tratamiento para el cancer de
pulmon de células no pequeiias (NSCLC), dependera de la etapa de la enfermedad en la que
el paciente se encuentre, siempre tomando en cuenta cudl es la mejor opcion para esa persona.
Estos tratamientos pueden incluir cirugia, quimioterapia, radioterapia o terapia dirigida,
siendo esta ultima medicamentos que se dirigen especificamente a los factores de crecimiento

del tumor para evitar que las células sigan dividiendose y que el cancer continte
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evolucionando, es una terapia nueva para el cancer de pulmon (American Thoracic Society,
2014). En la Tabla 2 se muestran las mejores opciones de tratamiento para este tipo de cancer

de acuerdo al estadio del paciente.

Tabla 2. Representa las opciones que un paciente con cancer de tumor tiene para tratarlo, esto dependiendo de la etapa de
evolucion del cancer en que se encuentre. Modificado de: (American Thoracic Society, 2014).

Etapa |Tipo de Tratamiento

I Cirugfa. En caso de no ser candidato, radioterapia.

Cirugfa con quimioterapia antes o después. En caso de no ser
I1 candidato, radioterapia y quimioterapia.

I11 Combinacién de cirugfa, quimioterapia y/o radioterapia.

Quimioterapia, radioterapia (como tratamiento paliativo) para
reducir el dolor u otros sintomas que afectan la calidad de vida,
1\% terapias dirigidas.

5.2 Venenos y sus componentes

La diversidad bioldgica que existe en México ha permitido la investigacion y desarrollo de
moléculas contra el cancer a partir de recursos bioldgicos naturales, entre ellos los venenos
de animales. Los venenos de las serpientes son secreciones complejas producidas en
glandulas cefalicas especializadas y compuestas por una mezcla de diferentes componentes
que incluyen péptidos, proteinas, enzimas, carbohidratos y minerales. Generalmente, las
proteinas del veneno se clasifican en 10 a 15 familias, por ejemplo, para las serpientes de
cascabel, son predominantemente las L-aminodcidos oxidasas (LAAQO), fosfodiesterasas
(PDE), metaloproteinasas (SVMP), serinaproteasas (SVSP), fosfolipasas A2 (PLA2),
homologos de miotoxina A no enzimadtica, desintegrinas, proteinas secretoras ricas en
cisteina (CRiSP) y lectinas de tipo C (Stephen P. Mackessy, et.al., 2018). Varios de estos
compuestos con comunes de venenos de animales como serpientes, arafias, escorpiones,
orugas, abejas, insectos, avispas, ciempiés, hormigas, sapos y ranas, los cuales, han sido
estudiados y utilizados con fines farmacoldgicos y biotecnoldgicos para crear nuevas terapias

contra diversas enfermedades (L.A. Calderon, et.al., 2014).
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En este proyecto, nos enfocamos en el uso de venenos como terapia contra el cancer,
especificamente el de pulmdn. Entrando més en detalle, los primeros estudios publicados
sobre el uso de venenos de serpiente contra células tumorales se obtuvieron de la especie
Agkistrodon rhodostoma. De esta se logro extraer un péptido el cual se administr6 junto con
ciclofosfamida, para asi, producir desfibrinacién y disminuir el peso del tumor por fibrindlisis
y contribuir al desprendimiento y disminucién de la diseminacién del tumor (W. D. DeWys,

H. C. Kwaan, and S. Bathina, 1976).

En la literatura se han reportado diferentes toxinas que pueden interferir en algunos
procesos fisiologicos para permitir que el cancer progrese, tal como se muestra en la Figura
2. Por ejemplo, las desintegrinas se han estudiado como bloqueadores de la metdstasis
(proceso que depende ampliamente de la adhesion, migracion, interaccion con el tejido
blanco, invasion de vasos sanguineos y linfaticos y, la salida del vaso). Para lograr este
bloqueo, se analizé un inhibidor de integrinas, las cuales son una clase importante de
receptores de superficie celular, criticamente involucradas en las interacciones célula-célula
y célula-matriz y, ademas, juegan un importante papel en la invasion y diseminacion tumoral.
Particularmente, la desintegrina conocida como contortrostatina del veneno de Agkistrodon
contortrix contortrix, demostré ser un potente inhibidor de la adhesiéon mediada por la
integrina B1 en células de melanoma metastasico humano (S. Yang, M. Lu, C. Chien et. al.,
2005). A lo largo del tiempo se han estudiado los mecanismos de accion de los diferentes
compuestos de venenos de serpientes. Por ejemplo, se ha observado que, la cardiotoxina
induce la apoptosis en células K562 mediante una via de disfuncién mitocondrial
independiente de ROS y el mecanismo dependiente de caspasa de la relacion Bax / Bel-2 en
cancer colorrectal humano. Por otro lado, se ha comprobado que el veneno de serpiente
inhibe altamente la formacion de acidos nucleicos en los tejidos del cancer de mama,

ayudando a disminuir la proliferacion celular y suprimir este cancer (H. Juhl, et.al., 1990).
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Figura 2. Acciones desencadenadas por venenos y / o toxinas de serpientes que provocan un efecto antitumoral. Modificado
de: (L.A. Calderon, et.al., 2014).

Existe una amplia diversidad de venenos o toxinas que posiblemente contribuyan al
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer, ya que, precisamente el veneno
de serpiente posee un amplio espectro de actividades biologicas. (L.A. Calderon, et.al.,
2014). Las desintegrinas provenientes del veneno de serpientes representan a un grupo de
moléculas con diferentes estructuras, con potencial para el desarrollo de agentes anti-

metastasicos y anti-angiogénicos. Las desintegrinas se retomardn detalladamente mas

adelante.

5.2.1 Veneno de Crotalus polystictus

Las serpientes son miembros del segundo grupo mas especifico de reptiles vivientes, estando
arraigadas en la filogenia del lagarto. La evolucion de la falta de extremidades es muy comun

en los lagartos, incluidas las serpientes, han evolucionado de forma independiente al menos

25 veces (Wiens, et. al. 20006).
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En cuanto a la clasificacion, todas las serpientes pertenecen al clado Serpentes,
miembro del orden Squamata, mismo donde se encuentran los lagartos y otras especies
similares. A su vez, el suborden Serpientes se subdivide en dos infradrdenes y en 25 familias

las cuales se muestran a continuacion (R.A Pyron, et.al., 2013).
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Figura 3. Filogenia escamosa de nivel superior. Representacion esquelética del arbol de 4161 especies a partir del andlisis
de maxima verosimilitud de 12 genes, con puntas que representan familias y subfamilias (R.A Pyron, et.al., 2013).
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Figura 4. Filogenea del clado Serpentes y de los infracrdenes Scolecophidia y Alethinophidia (John J. Wiens, Carl R.

Hutter, et.al., 2012).
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La serpiente endémica de México, Crotalus polystictus, pertenece a la familia Vipiridae,
grupo de los crotdlidos también conocidas como serpientes cascabel. Estos reptiles se
caracterizan por la presencia del cascabel caudal en el extremo de su cola y, particularmente,
la C. polystictus por sus lunares caf¢ a lo largo de todo su cuerpo, tal como se observa en la

Figura 5.

Figura 5. Fotografia de una serpiente cascabel C. polystictus adulta (Stephen P. Mackessy, et.al., 2018).

Meéxico es uno de los paises mas biodiversos del mundo, especificamente en la Meseta
Central Mexicana y en las tierras altas circundantes. En estas regiones, se encuentra la mayor
diversidad de serpientes cascabel del mundo (Stephen P. Mackessy, et.al., 2018). Se estima
que la mayor riqueza de especies Crotalus se encuentra en la mitad norte de México, en las
regiones correspondientes a la sierra Madre Occidental y el noroeste del Altiplano Mexicano,
asi como, en la porcion norte de la sierra Madre Oriental y en el extremo oeste de la Faja
Volcéanica Transmexicana (D.M. Paredes-Garcia, A. Ramirez-Bautista y M.A. Martinez-
Morales, 2011). Dicha distribucion se logra apreciar en la Figura 6. No obstante, en la parte
sureste del estado de Hidalgo, Tlaxcala, noreste de Puebla y centro de Veracruz se ha
encontrado la presencia de las especies C. atrox, C. intermedius, C. molossus, C. polystictus,

C. ravus, C. scutulatus y C. triseriatus (A.A. Valencia, 2006).
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Figura 6. Patron de distribucion de la riqueza de especies del género Crotalus en México (D.M. Paredes-Garcia, A.
Ramirez-Bautista y M.A. Martinez-Morales, 2011).

Las C. polystictus son serpientes cascabel que miden aproximadamente entre 54-85 cm, las
cuales poseen un rendimiento promedio de veneno de 101.3 mg / serpiente y son altamente
peligrosas para los humanos debido al tamafio de sus colmillos y al alto rendimiento de su
veneno (D.L. Hardy, 1982). Dentro de los sintomas mas importantes de envenenamiento por
C. polystictus se encuentra el entumecimiento de la cara, manos y pies, asi como la aparicion
de ampollas locales y necrosis. Los efectos mas graves para una persona que ha sido mordida
por esta serpiente son de tipo hematologico, por ejemplo, trombocitopenia e
hipofibrinogenemia con una elevacion de la degradacion de fibrina sérica. Dichos sintomas
pueden disminuir tras la administracion inmediata del Antidoto Crotalidae Polyvalent (ACP)

(D.L. Hardy, 1982).

A pesar de que existe una gran variedad de serpientes cascabel en México, su veneno no
ha sido tan estudiado, lo que podria llevar a nuevos descubrimientos. Lo que se conoce hasta

ahora es que el veneno de las serpientes cascabel si varia en cuanto a su composicion
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dependiendo de la especie de la cual se extraiga, de la edad de los reptiles, de la geografia, la

temporada y el sexo, entre otros (Figura 7) (Stephen P. Mackessy, et.al., 2018).
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Figura 7. Actividades enzimaticas en los venenos de Crotalus polystictus en funcion de la clase de edad y el sexo, el tamario
de la muestra para cada uno se da entre paréntesis. Tenga en cuenta que la actividad de metaloproteinasas (SVMP) (A) es
mas baja y la actividad de PLA2 (D) es mds alta en los venenos de recién nacidos; los venenos adultos muestran la tendencia
opuesta. Los valores se muestran como promedios + DE. (A) Actividad metaloproteinasa, (B) Actividad similar a la
trombina; (C) Actividad similar a la calicreina; (D) Actividad de fosfolipasa A2; (E) Actividad de fosfodiesterasa, (F)
Actividad de L-aminoacido oxidasa. Modificado de: (Stephen P. Mackessy, et.al., 2018).

Mediante una espectometria de masas se logr6 identificar el proteoma del veneno de C.

polystictus, mismo que permitié identificar 14 familias de proteinas, las cuales se muestran

24



en el Grafico 2. Lo mas importante a rescatar de este grafico, es que, se puede observar que
las desintegrinas no enzimadticas representan aproximadamente el 9% de todo el proteoma

del veneno, siendo estas las de interés para este estudio (Stephen P. Mackessy, et.al., 2018).

Dis-Cys Frag Hialuronidasa
1% , /-“" P-1SVMP

Vespryn 3%

Lectina tipo-C 1%

Desintegrina

Serina Proteasa

" Ciclasa
Glutaminilo
<1%

Grdfico 2. Proteoma de veneno de C. polystictus adulto. Abreviaturas: BIP, péptido inhibidor de bradicinina; CRiSP,
proteina secretora rica en cisteina (helveprina); Dis-Cys Frag, fragmento de desintegrina que contiene cisteina; LAAO, L-
aminodcido oxidasa; NGF, factor de crecimiento nervioso; PDE, fosfodiesterasa (exonucleasa); PLA2, fosfolipasa A2;
PLB, fosfolipasa B; P-I SVMP, metaloproteinasa de veneno de serpiente de clase P-1; P-II SVMP, metaloproteinasa de
veneno de serpiente de clase P-1I; P-III SVMP, metaloproteinasa de veneno de serpiente de clase P-1II. Modificado de:
(Stephen P. Mackessy, et.al., 2018).

5.3 Desintegrinas

Las desintegrinas son péptidos presentes en los venenos de serpientes que se conocen desde
hace dos décadas y son caracteristicas por tener un bajo peso molecular, es decir, entre 4 y
15 kDa. El término “desintegrina” se definié por primera vez en 1990 después del
descubrimiento de la primera de estas en 1983 a partir del veneno de serpiente Agkistrodon
halys “Mamushi” y, hace referencia a cualquier secuencia rica en cisteina y con una
alineacion homologa a la que se encuentra en las proteinas del veneno de vibora (Mary Ann
McLane, et.al., 2004). La mayoria de las desintegrinas son sintetizadas con el dominio C-
terminal de las metaloproteasas de la clase PII y son liberadas al veneno como resultado del

procedimiento proteolitico. En cada desintegrina hay un motivo peptidico en el extremo C-
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terminal que se cree que es responsable de las propiedades adhesivas de la proteina,
compuesto de una secuencia formada por un patron favorecido por un enlace disulfuro. Para
la mayoria de las desintegrinas solubles, este motivo esta conformado por tres aminoacidos,

los cuales son arginina - glicina - acido aspartico (RGD) (Mary Ann McLane, et.al., 2004).

5.3.1 Estructura

Las primeras desintegrinas que fueron caracterizadas estructuralmente por completo fueron
la echistatina y la trigramina. Gracias a este descubrimiento, se establecid que tanto las
desintegrinas solubles como las metaloproteasas son producto de la protedlisis de un mismo
precursor. Ademas, estas proteinas estdn conformadas por cuatro dominios diferentes (A-D),
siendo B el que contiene el sitio activo de la metaloproteinasa y C el que contiene la secuencia
RGD inhibidora de la integrina (Mary Ann McLane, et.al., 2004). Se ha considerado que el
aspartato puede ser el responsable de la unidn de las integrinas con su subunidad 3, mientras
que, el aminoacido N-terminal del domino de union a la integrina logra determinar la
especificidad por medio de interacciones con la subunidad o de la integrina (E.A. Rivas-

Mercado, L. Garza-Ocaifias, 2017).

Como para cualquier otra molécula, la conformacion de la desintegrina es esencial
para ejercer su actividad, esta muestra la secuencia RGD en la punta de un bucle de horquilla
flexible. Es decir, ademas del dominio de union, la actividad inhibidora de las desintegrinas
también dependerd de la ubicacion de las cisteinas y sus secuencias, ya que, estas son las
responsables de formar los enlaces disulfuro en la molécula (E.A. Rivas-Mercado, L. Garza-
Ocafias, 2017). Adicionalmente, se cree que la especificidad de una desintegrina reside en
las cadenas extendidas de la horquilla. Estos péptidos estdn conformados por aminoéacidos y
enlaces disulfuro, los cuales son considerados primordiales para mantener la estructura

funcional de la desintegrina (Mary Ann McLane, et.al., 2004).

5.3.2 Clasificacion

Existen diferentes formas de clasificar a las desintegrinas, la primera es segtin su longitud y

el nimero de enlaces disulfuro. Esta clasificacion esté dividida por dominios cortos, lo cuales
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varian en longitud desde 41 a 52 aminoacidos y poseen 4 enlaces disulfuro; seguido de
dominios medios, aproximadamente de 70 aminoacidos y seis enlaces disulfuro. El siguiente
son dominios largos, con un estimado de 84 aminoacidos y siete puentes disulfuro y,
finalmente, las desintegrinas diméricas y heterodiméricas. Especialmente las diméricas,
cuentan con 64 subunidades de 67 aminoacidos con 10 cisteinas involucradas en la formacion
de cuatro puentes disulfuros intracadena y dos enlaces cisteina intercadena (E.A. Rivas-

Mercado, L. Garza-Ocaifias, 2017).

Otra clasificacion importante es segiin la variabilidad en el dominio de unioén a
integrinas, en esta clasificacion entran tres familias importantes: RGD, MLD y R / KTS16.
En la Figura 8 se muestra un esquema de estos grupos y su especificidad de uniodn a integrinas.
También, hay una clasificacion en funcién de su accion inhibidora, la cual incluye a las
desintegrinas RGD, responsables de bloquear a las integrinas ogP;, osp, agPi, avPi, avPs y
aybPs. Las MLD bloquean a las integrinas 041, 047, 03B1, aePi, a7B1 y 0oy, las desintegrinas
de las familias VGD y MGD son las encargadas de bloquear a las integrinas asf; y KGD a
aybP; con una alta selectividad. Finalmente, se ha reportado que WGD inhibe altamente a las
integrinas dependientes de RGD tales como asf;, oyfs y anbBs (E.A. Rivas-Mercado, L.
Garza-Ocanas, 2017).
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Figura 8. Esquema del sitio activo de las desintegrinas del veneno de serpiente y sus respectivos tipos de células de union
a la integrina. Se muestran algunas integrinas y tipos de células, con especial atencion a las plaquetas, las células tumorales
y los leucocitos. Los motivos de desintegrina se representan en verde y el motivo de desintegrina de clase PIII en beige.
Modificado de: (V. David, et.al., 2018).

5.3.3 Actividad anticancerigena

Las desintegrinas han mostrado un alto potencial como agentes antitrombdticos tras varios
estudios de la union de plaquetas junto con estos péptidos. Uno de estos es la trigramina, la
cual se aislo del veneno de Trimeresurus gramineus y fue descrita como un potente inhibidor
de la agregacion plaquetaria en humanos debido a su interaccion especifica con la integrina
aybPs. Esta interaccion se debe a que la mayoria de las desintegrinas provenientes de venenos
de serpientes que continen la secuencia RGD o un motivo relacionado bloquean altamente la

integrina aybPBs (T.F. Huang, et.al., 1987).

La mayoria de las desintegrinas que bloquean y reconocen a la integrina oybf;
también logran unirse a la integrina owyps. Por ejemplo, la desintegrina contortrostatina fue
caracterizada in vitro e in vivo en diferentes células tumorales y, se observo que reconoce a

ayPBs mostrando su capacidad de inhibir la adhesion, migracion, angiogénesis y progresion
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tumoral (E. Lin, et.al., 2010; M.R. Ritter, et.al., 2009; Q. Zhou, et.al., 2000). Ademas de la
secuencia RGD en las desintegrinas, también podemos encontrar otras que poseen la
secuencia KTS (Lys-Thr-Ser), misma que puede alterar la angiogénesis. Tal como es el caso
de la desintegrina obtustatina, que inhibe el desarrollo de nuevos vasos sanguineos en el
tejido de la membrana corioalantoidea y el crecimiento tumoral en el carcinoma de pulmén
tras unirse con alta afinidad a las integrinas a1 y 0B (C. Marcinkiewicz, et.al., 2003; 1.

Staniszewska, et.al., 2009; T. Momic, et.al., 2014).

Las desintegrinas recombinantes muestran un atractivo potencial en la terapia contra el
cancer debido a la capacidad que tienen de inhibir la adhesion celular, paso critico en la
angiogénesis (V. David, et.al.,, 2018). Ejemplos de éstas son las desintegrinas RGD
recombinantes r-mojastina y r-viridistatina, la cuales han mostrado tanto in vivo como in
vitro, la capacidad de inhibir la adhesion de células endoteliales al fibronectivo, su migracion,
proliferacion y formacion en tubos, tras la fuerte union a las integrinas ovPs y ayPs (S.E.
Lucena, et.al., 2013). Otro claro ejemplo de una desintegrina RGD recombinante que
posiblemente pueda ser usada para el tratamiento del cancer es la DisBa-01, al mostrar in
vivo que puede bloquear la integrina ayPs. Esta accidn provoca la inhibicion de la
angiogénesis inducida por el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) en un
modelo de Matrigel y, ademads, inhibe la metastasis pulmonar de células de melanoma in vivo
(O.H.P. Ramos, et.al., 2007). La leucurogina, una desintegrina ECD recombinante, ha
mostrado que puede inhibir el crecimiento del tumor de Ehrlich en ratones en mas del 50%,
esto gracias a sus posibles efectos inhibitorios sobre la vascularizacion in vivo, actuando
como un potente inhibidor de la angiogénesis (D.D. Higuchi, et.al., 2011). Adicionalmente,
se ha observado que la salmosina recombinante es capaz de inhibir la migracion celular de

melanoma de raton B16Bl16 junto con la neovascularizacion in vivo (S.1. Kim, et.al., 2003).

Uno de los descubrimientos mas importantes sobre las desintegrinas recombinantes es
la vicrostatina quimérica, que aumenta la actividad anticancerigena de los péptidos de
echistatina y contortrostatina que forman la quimera. Estudios han comprobado que logra
inhibir la migracion de células de cancer de mama MDA-MB-231 o MDA-MB-435 in vitro,

ademads de inhibir tubulogénesis y la migracion de células endoteliales de la vena umbilical

29



humana (HUVEC) (R. Minea, et.al., 2012). Asimismo, tras trabajar en el desarrollo de un
método de administracion clinicamente relevante para las desintegrinas, se generd una
formulacion liposomal de contortrostatina nativa que puede retrasar el crecimiento tumoral
al reducir la densidad microvascular en un modelo animal de cancer (S. Swenson, et.al.,
2004). También, gracias a la administracion de los liposomas es posible administrar las
desintegrinas de forma segura y eficaz por via intravenosa y lograr que se acumulen
pasivamente en la zona del tumor (S. Swenson, et.al., 2004). Esto fue probado in vivo con
liposomas que tenian empaquetado en su interior a la vicrostatina. Dichos resultados
mostraron su gran capacidad para inhibir el crecimiento tumoral, inducir la apoptosis de las

células tumorales, y asi, prolongar la supervivencia de los ratones (R. Minea, et.al., 2012).

Una desventaja del uso de las desintegrinas como terapia contra el cancer es que, su
formulacion es bastante dificil debido a que su bajo peso molecular genera una rapida
depuracion renal. Como soluciéon a este inconveniente, se realizaron estudios donde se
desarroll6 una fusiéon de vincrostatina y un polipéptido similar a elastina de alto peso
molecular (A192) para poder mejorar la retencion de la desintegrina in vitro (S.M. Janib,
et.al., 2014). Afortunadamente, esta proteina de fusion (A192-VCN) mostrd una depuracion
renal reducida y conservo la misma especificidad que la vincrostatina uniéndose a MD-
MBA-435, MD-MBA-231 y HUVEC in vitro (S.M. Janib, et.al., 2014). Este es s6lo uno de
los muchos descubrimientos que permiten abrir una nueva perspectiva para combatir el

cancer mediante el uso de desintegrinas recombinantes y sistemas de liberacion.
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Figura 9. Estructura de HMGBI. (b) Los estados redox de HMGB1 regulan su actividad extracelular y de union al receptor.
Todo-tiol HMGBI1 (at-HMGBI1) completamente reducido tiene actividad quimioatrayente. at-HMGBI forma un
heterocomplejo con CXCLI12 y se une a CXCR4, promoviendo el reclutamiento de células inflamatorias a los tejidos
danados. La union de at-HMGBI1 a RAGE respalda su actividad quimioatrayente mediante el aumento de la secrecion de
CXCLI12. El disulfuro HMGBI (ds-HMGBI) tiene actividad de citoquina unica. ds-HMGBI induce la liberacion de
citocinas proinflamatorias a traves de la sefializacion mediada por TLR4. El HMGB1 totalmente oxidado no tiene actividad
de citocina o quimiotaxis, por lo que induce tolerancia inmunitaria. Modificado de: (Su Yeon Lee, et.al., 2018).

5.3.4 Integrinasy el cancer

Como se menciond anteriormente, las integrinas son una familia de proteinas

transmembranales heterodiméricas formadas por un enlace no covalente entre las
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subunidades a y B (M. Barczyk, et.al., 2010). Se ha demostrado que las integrinas participan
activamente en diferentes procesos de sefializacion celular, por ejemplo, la transduccion de
senales intracelulares, la organizacion del citoesqueleto, la adhesion, crecimiento,
supervivencia, desarrollo, diferenciacion y apoptosis de una célula. Adicionalmente, se ha
confirmado su participacion en la reparacion tisular, respuestas inmunes y el trafico de
leucocitos, asi como en diversas enfermedades incluidas las autoinmunes, genéticas y el
cancer (Berman, A.E., et.al., 2003). Tomando un enfoque especificamente sobre el cancer,
las integrinas regulan ciertas funciones biologicas en las células cancerigenas, asi como la
transmision de sefhales moleculares del entorno celular como la forma, supervivencia,
transcripcion, proliferacion y migracion celular (Aplin, A. E., et.al., 1999). Asimismo, se ha
observado que comunmente las integrinas oePa, asP1, ovPs, 021 y asP1 presentes en células
epiteliales tienen niveles de expresion alterados en aquellas células cancerigenas de origen
epitelial. Normalmente, en las células sanas estas integrinas favorecen la adhesion de las
células epiteliales a la membrana basal, sin embargo, en células cancerigenas pueden
contribuir a la proliferacion, migracion, invasion y supervivencia de estas (Kren, A., et.al.,
2007). Es importante mencionar que, la expresion de la integrina varia entre tejido normal y
tumoral, es decir, puede ser que alguna integrina se exprese altamente en un adenocarcinoma

de mama, pero muy bajo en cancer epitelial o viceversa.

La integrina aof}1 estd muy involucrada en fomentar el crecimiento del carcinoma ademas
de participar en la angiogénesis. En adicion, se cree posible que induzca un fenotipo de
transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) en células de cancer de pulmoén (Gupta, S. K.,
et.al., 2013; Avraamides, C. J., et.al., 2008). El fenotipo EMT es un comportamiento
temporal en que una célula epitelial adquiere las caracteristicas y funciones de una célula
mesenquimal como resultado a un estimulo interno o externo (Ferlay, J., et.al., 2015). Los
principales cambios que se pueden observar una vez adquirido este fenotipo es la pérdida de
la polaridad celular, adquisicion de una capacidad migratoria, resistencia a la apoptosis,
capacidad invasora, entre otros (Vyas, V. K., et.al., 2013). Lo mas importante a considerar
es que, dicho proceso afecta la respuesta a la farmacoterapia antitumoral generando cierta

resistencia (Berman, A.E., et.al., 2003; Story, M, et.al., 1998).
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Diferentes estudios han revelado la union de la integrina a4 al canal de cloruro activado
por calcio (CLCA), el cual es sensible a Ca?* expresado en células endoteliales pulmonares.
Esto permite que las células cancerigenas se detengan en el lecho microvascular del pulmoén
y se promueva su crecimiento intravascular (Abdel-Ghany, M., et.al., 2002). También, las
integrinas au4f7 y aeP4 se expresan altamente dentro del nicho metastasico y, al unirse al
regulador 2 del canal de cloruro activado por calcio humano (CLCA2) expresado en las
células endoteliales pulmonares, contribuyen asi a la metastasis del cancer de mama hacia

los pulmones (Abdel-Ghany, M., et.al., 2001).

La angiogénesis hace referencia al desarrollo de capilares nuevos a partir de vasos
sanguineos preexistentes, el cual, dentro de sus pasos esenciales implica la degradacion
enzimatica de la membrana basal, la migracion de células endoteliales vasculares al espacio
perivascular, la proliferacion y alineacion para formar nuevas estructuras tubulares y la
formacion de nuevos vasos sanguineos (J. Bischoff, 1995). La angiogénesis es un proceso
natural que ocurre en el organismo, por ejemplo, durante el desarrollo embrionario, la
reproduccion femenina y la cicatrizacion de heridas. No obstante, una angiogénesis
incontrolable e indeseable permite facilitar el crecimiento tumoral junto con la metastasis (J.
Folkman, 1995). Como cualquier otro proceso de cuerpo humano, la angiogénesis debe de
ser estimulada por diferentes factores, dentro de los cuales se encuentra el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento de células endoteliales
vasculares (VEGF), factor de necrosis tumoral-o (TNF-a) y el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF). A su vez, se encuentran los factores inhibitorios endogenos, tales
como, la trombospondina, inhibidor derivado del cartilago e inhibidor tisular de

metaloproteasa in vivo (J. Folkman y Y. Shing, 1992).

Las interacciones entre las células vasculares y las matrices extracelulares también
juegan un papel muy importante dentro de la angiogénesis. Dentro de las familias de
moléculas de adhesion celular se encuentran las integrinas, los miembros de la superfamilia
de inmunoglobulinas, cadherinas y selectinas; todas han sido detectadas en los vasos
sanguineos angiogénicos (J. Bischoff, 1997). La integrina mas estudiada en relacion con la

angiogénesis ha sido la o33 dado que se expresa altamente en los vasos angiogénicos a pesar
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de que no se detecta facilmente en vasos quiescentes (P.C. Brooks, et.al., 1994). Esta misma
integrina ha evidenciado la dependencia de la angiogénesis a las interacciones célula-matriz
in vivo gracias a la observacion de los antagonistas de anticuerpos y péptidos de la integrina
avB3 al bloquear la angiogénesis en la membrana corioallateral de pollo (CAM) inducida por
el factor bFGF y fragmentos del tumor (H.P. Hammes, et.al., 1996; M. Friedlander, et.al.,
1995). Adicionalmente, al bloquear la integrina o3 se indujo apoptosis solo en las células
vasculares proliferativas y no en las células de los vasos preexistentes, siendo este proceso
un mecanismo importante para la inhibicion de la angiogénesis (P.C. Brooks, et.al., 1994; S.
Stromblad y D.A. Cheresh, 1996). Esta evidencia permite afirmar que la integrina oyf33
brinda sefiales de superviviencia a las células vasculares proliferativas durante la

angiogénesis y la induccion de células vasculares (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

5.3.5 Relacion entre las desintegrinas de venenos de serpiente y el cancer.

Diversos estudios han surgido a partir de la investigacion sobre la union de las desintegrinas
a las integrinas, lo cual, puede guiar hacia el descubrimiento de potenciales agentes
terapéuticos. En la Tabla 3 se muestran las integrinas humanas con su respectivo ligando,
ademas de su papel en el crecimiento y desarrollo tumoral, la metastasis y su interaccion con
las desintegrinas de veneno de serpientes conocidas hasta ahora (Arruda Macédo, J. K., et.al.,

2015).
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Tabla 3. Ligandos preferenciales, funcion sobre la formacion y desarrollo de tumores e interaccion de desintegrinas con

integrinas humanas (Arruda Macédo, J. K., et.al., 2015).

Integrin

Ligand [26]

Function

Disintegrin

Bl

al

Collagen IV, laminin

Tumor growth, migration, invasion, angiogenesis

Viperistatin [154]

Obtustatin [154]

Jerdostatin [100]

Lebestatin [102]

o4

as

Collagen I, laminin

Laminin, fibronectin, TSP

VCAM-1, VEGF-A, OPN,
Tenascin-C, angiostatin, tTG,
factor XIII

Fibronectin, fibrinogen

Tumor growth, angiogenesis, migration, invasion and
intravasation, proliferation in the target tissue

Migration, invasion and intravasation, extravasation
(adhesion to blood wall), proliferation in the target tissue

Angiogenesis, migration, survival in the circulation,
extravasation (adhesion to blood wall), proliferation in
the target tissue

Alternagin-c [155]

Rhodocetin [103]

lebein-1 [156]

lebein-2 [156]
R-mojastin 1 [113]

EOS [105]

VLOS [105]

EC3 [105, 157]

EMS11 [95]

Bitisgabonin-2 [158]

Eristostatin [108]
EMSI11 [95]

EMF10 [115]

EO4 [95]

VLO4 [95]

VAG [95]

EC3[105, 157]

Cerastin [159]

Lutosin [159]

Crotatroxin [159]

Tumor growth, angiogenesis, migration, invasion and
intravasation, extravasation

Durissin [159]
Molossin [159]

Viridin [159]

Cereberin [159]

Basilicin [159]

Lachesin [159]

Jararacin [159]

Cotiarin [159]

VBT [95]

Flavoridin [160, 161]

Contortrostatin [125]

Jarastatin [161]
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Integrin

Ligand [26]

Function

Disintegrin

ab

Laminin

Tumor growth, angiogenesis, migration, invasion and
intravasation, extravasation, proliferation in the target
tissue

Saxatilin [136]

Bitisgabonin-1 [158]

Vicrostatin [162]

Ocellatusin [163]

Rhodostomin(Kistrin) [88, 164]

Cumanastatin 1 [165]

Leberagin-C [122]

Lebein-1 [156]

Lebein-2 [156]

o7

Laminin

Migration, invasion and intravasation

Lebein-1 [156]

Lebein-2 [156]

o8

a9

Fibronectin, vitronectin,
tenascin-C, OPN, and neph-
ronectin

VCAM-1, VEGF-A, OPN,
Tenascin-C, angiostatin, tTG,
factor XIII

Tumor growth, angiogenesis, migration, survival in the
circulation

Tumor growth, angiogenesis, migration, invasion and
intravasation

Flavostatin [166]

Elegantin [166, 167]

bitisgabonin-2 [158]

VLOS [105]

av

Fibronectin, vitronectin, fi-
brinogen and osteopontin

Invasion and intravasation, migration

Saxatilin [136]

p2

Fibrinogen, ICAMs, iC3b,
factor-Xa

Tumor growth, survival in the circulation

Jarastatin [161]

B3

av

Fibronectin, vitronectin, fi-
brinogen, VWF, TSP, FGF-2

Tumor growth, angiogenesis, migration, invasion and
intravasation, survival in the circulation, extravasation,
proliferation in the target tissue

Accutin [168, 169]

Accurhagin-C [170, 171]

Contortrostatin [125]

DisBa-01 [120]

Echistatin [149]

Insularin [172]

Jarastatin [161]

Leberagin-C [122]

Rhodostomin (Kistrin) [88, 164]

Cerastin [159]

Lutosin [159]

Crotatroxin [159]

Durissin [159]

Molossin [159]

Viridin [159]

Cereberin [159]

Basilicin [159]

Lachesin [159]
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Integrin

Ligand [26]

Function

Disintegrin

Jararacin [159]

Cotiarin [159]

Salmosin [117]

Saxatilin [136]

Flavoridin [160, 161]

Triflavin [173]

Trimestatin [174]

Tergeminin [151]

Eristicophin [151]

Trigramin [88]

Schistatin [175]

Jerdonin [176]

Vicrostatin [162]

allb

Collagens, fibronectin, vi-
tronectin, fibrinogen, VWF,
TSP

Survival in the circulation, extravasation, adhesion to
blood wall

Rhodostomin (Kistrin) [88, 164]

Eristostatin [108]

EC3 [105, 157]

Contortrostatin [125]

Barbourin [151, 177]

Saxatilin [136]

Echistatin [149]

Bitistatin [178]

Cerastin [159]

Lutosin [159]

Crotatroxin [159]

Durissin [159]

Molossin [159]

Viridin [159]

Cereberin [159]

Basilicin [159]

Lachesin [159]

Jararacin [159]

Cotiarin [159]

DisBa-01 [120]

Jarastatin [161]

Schistatin [175]

Insularin [172]

Tergeminin [151]
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Integrin Ligand [26] Function Disintegrin

Eristicophin [151]

Triflavin [173]

Elegantin [166, 167]

Dendroaspin [179]

Cumanastatin 1 [165]

Albolabrin [180]

R-mojastin 1 [113]

Rhodostomin (Kistrin) [88, 164]

Vicrostatin [162]

B5 av Vitronectin Cell survival, angiogenesis, migration, invasion
Bitistatin [178]
Saxatilin [136]
Contortrostatin [125]
p6 av Fibronectin, tenascin Cell proliferation, Migration, invasion and intravasation Leberagin-C [122]
B7 a4 Fibronectin, VCAM, MAd- Proliferation in the target tissue EC3[105, 157]

CAM

Dentro de las desintegrinas mas conocidas mencionadas anteriormente en la tabla, se
encuentra la jerdostatina, la cual es una desintegrina recombinante obtenida del veneno de
serpiente Protobothrops jerdonii que logra bloquear la adhesion de colagenos 1y IV in vitro
y la angiogénesis in vivo (Juarez, P., et.al., 2010). La desintegrina lebestatina de la familia
KTS interactia con la integrina a1 31 logrando la inhibicion de la adhesion y migracion celular
de células de ovario de hamster chino (células CHO) las cuales expresan a la integrina o131
y PC12 (CHO-alfal) a los colagenos de tipo I y IV, ademas de exhibir un efecto
antiangiogénico in vivo (Olfa, K. Z., et.al., 2005). Adicionalmente, la obtustatina, purificada
del veneno de Vipera lebetina obtusa, es un potente inhibidor de la integrina o} y de la
angiogénesis in vivo en la membrana corioalantoidea del pollo (Marcinkiewicz, C., et.al.,

2003).

La eristostatina, desintegrina aislada de Eritocophis macmahoni, se une a la
integrina ouP1 para inhibir fuertemente la metéastasis pulmonar y hepatica en un modelo
experimental en ratones a los cuales se les inyectd células de melanoma B16F1 y fueron
tratados con eritostatina. Este tratamiento logro evitar la adhesion de células MV3 y CHOa4

al ligando 041 VCAM-1 (Danen, E. H., et.al., 1998; Morris, V. L., et.al., 1995). Por medio
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de ensayos de union directa se reveld que la eritostatina actiia haciendo que las células del
melanoma sean un mejor objetivo para las células asesinas naturales humanas provocando

lisis (Hailey, S., et.al., 2013).

Especificamente de la familia de serpiente Crotalus, la r-mojastina 1 proviene de
una clonacion de glandulas venenosas de la serpiente cascabel Crotalus scutulatus. Se estima
que posiblemente reconoce a las integrinas o4f1 y ovfs inhibiendo la adhesion plaquetaria a
la fibronectina, la agregacion plaquetaria inducida por ADP en sangre y la liberacion de ATP
plaquetario (Sanchez, E. E., et.al., 2010). Se ha considerado un posible instrumento para el
desarrollo de un agente antitumoral dados los resultados in vitro que se han obtenido, dentro

de los cuales se encuentra la inhibicion de la migracion e invasion de células tumorales

(Lucena, S., et.al., 2013).

Otro miembro muy importante que se ha descubierto dentro de las desintegrinas es la
accutina, un RGD compuesto por péptidos pequefios (5 241 Da) y es purificada a partir del
veneno de serpiente Agkistrodon acutus. La principal funcion de esta desintegrina es la
inhibicion potente de la agregacion plaquetaria humana al ser un antagonista de la union del
fibrindgeno a la integrina o f3. A partir de diversos estudios, los cuales seran mostrados a
continuacion, se ha evidenciado la inhibicidon de la adhesion de las células HUVEC a la
matriz extracelular (ECM) y la angiogénesis in vitro e in vivo, todo esto generado por la

accutina (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

El primer estudio que se analiz6 fue el efecto de la accutina sobre la adhesion de
HUVEC a ECM inmovilizados. En el Grafico 3 se observa la capacidad de la accutina para
inhibir de forma dependiente la adhesion de HUVEC al fibrindgeno, la fibronectina y la
vitronectina. El porcentaje de eficiencia de adhesion de HUVEC al fibrin6geno inmovilizado
(40 pg / mL), fibronectina (30 pug / mL) y vitronectina (10 pg / mL) fue 30.2 = 1.2%, 49.2 +
2.2%y 24.0 £ 0.7%, respectivamente. No obstante, se encontrd que la accutina muestra pocos
efectos sobre otras matrices extracelulares incluidos el colageno tipo I (80 ug / ml) y la
laminina (15 pg / mL); datos no mostrados. Asimismo, no mostré un efecto inhibitorio
significativo sobre la adhesion HUVEC-ECM ante los péptidos de control, GRGES (1 mmol

/ L) e Integrelin (50 pmol / L; datos no mostrados). En cuanto a los efectos positivos que
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mostroé la accutina fue una inhibicion en la adhesiéon de HUVEC a vitronectina inmovilizada
(65% a 95%), a fibronectina (35% a 60%) y fibrinégeno (30% a 75%) (C. Hsin Yeh, et.al.,
1998).

120
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Grdfico 3. Efecto de accutina sobre la adhesion de HUVEC a ECM inmovilizados. Las HUVEC (5x10? células / pocillo) se
sometieron a una placa de 96 pocillos, que se recubrieron previamente con fibrinogeno (40 ug / mL), vitronectina (10 ug /
mL) o fibronectina (30 ug /mL), en la ausencia o presencia de concentraciones indicadas de accutina (0.25, 1. 2 umol /L)
0 GRGES (1 mmol / L). Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion de la adhesion en comparacion con las
células de control en ausencia de accutina. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado y se repitieron al
menos tres veces. Los datos se presentan como media +SEM (n = 3 a 6). Modificado de: (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

En relacion al efecto de la accutina sobre la angiogénesis in vitro e in vivo, se realizaron
diferentes modelos para estudiar el papel de las moléculas de adhesion sobre la angiogénesis
(Stromblad S y Cheresh DA., 1996). El método mas eficiente fue por medio del uso de
Matrigel, el cual es una matriz de membrana basal que se extrae del tumor de raton
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Dentro de sus componentes se puede encontrar la laminina,
el colageno tipo IV, nestina, sulfato de heparina, factor de crecimiento y metaloproteinasa de
matriz, lo que permite simular la estructura, la composicion, las propiedades fisicas y
funciones de la membrana basal celular in vivo (L. Lu-Lu, et.al., 2019). Por esta razon, el
Matrigel es una buena herramienta para poder medir la union y diferenciaciéon de muchas

células dependientes de anclaje. En la Figura 10A se puede observar como las HUVEC
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sembradas en el Matrigel se alinearon entre si para formar estructuras tubulares semejantes a
un plexo capilar en un total de 18 horas. En la Figura 10C y D se administrd accutina a una
concentracion de 0.25 y 2 umol respectivamente y, se observa que logra inhibir la formacioén
de la estructura tubular en el Matrigel de forma dependiente de la dosis. Por otro lado, en la
Figura 10B se aprecia la accion de la intregrelina (50 umol / L), un antagonista de la integrina

aiibf3 (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

Figura 10. Efecto de accutina en la formacién de tubos inducida por Matrigel de HUVEC in vitro. Las HUVEC (1x10°
células / pocillo) se sembraron en Matrigel en presencia de vehiculo (4, control), Integrelin (B, 50 umol / L) o accutina (C
v D, 0.25y 2 umol / L, respectivamente) durante 18 horas. Después del lavado y la fijacion, las células se fotografiaron
bajo un microscopio de contraste de fase con un aumento de 40x (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

Adicionalmente, para evaluar el efecto de la accutina sobre la angiogénesis in vivo se realizo
un estudio basado en el modelo in vivo del ensayo CAM de embrion de pollo (Figura 11). En
la Figura 11A se observa la angiogénesis espontanea en la CAM tras el paso de 12 dias desde
la diseccion de la CAM de un embrién de pollo. Mientras que, en las Figura 11C-F se muestra
como la accutina, tras la continua aplicacion topica por 48 horas, inhibio la angiogénesis

espontanea igualmente de forma dependiente de la dosis. Finalmente, en la Figura 11B se
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aprecia al péptido control GRGES (1 mmol / L), mostrando poco efecto sobre la formacion
de nuevos vasos sanguineos (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

A. Control B. GRGES 1 mM

C. Accutin 1 uM D. Accutin 2 uM

E. Accutin 5 uM F. Accutin 10 uM

Figura 11. Efecto de acutina sobre la angiogénesis espontdnea in vivo. Se incubaron CAM de embriones de pollo de 10
dias con vehiculo (4, control), GRGES (B, 1 mmol / L) o concentraciones indicadas de accutina (C a F, 1, 2, 5, 10 umol /
L, todo en 100 uL) durante 48 horas, y luego resecado, fijado y fotografiado con un microscopio estereoscopico a 10x de
aumento (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

Otro ensayo de gran utilidad es la identificacion de los receptores de unidén de accutina en
HUVEC identificando asi a las integrinas expresadas que interactuan especificamente con
accutina mediante citometria de flujo. Los resultados cuantitativos obtenidos se pueden
apreciar en la Tabla 4, donde se observan las multiples integrinas expresadas en HUVEC
evidenciadas por la intensidad de fluorescencia media o el nimero medio de células tefiidas
positivamente. Una vez que las HUVEC fueron pretratadas con accutina (0.2 umol / L), éstas
emitieron una fluorescencia reducida y una disminucion en el nimero de células tefiidas

positivamente (P < 0.001) segun sondas por 7E3 las cuales reconocen a la integrina oyf33. Por
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otro lado, las HUVEC probadas con MoAb concentrado contra las integrinas oo, o 0 o5 no
mostraron una reducciéon en la intensidad de fluorescencia emitida en respuesta al
pretratamiento con accutina. En el Gréfico 4 se observa que la accutina ademas logré inhibir
la union especifica de 7E3 a las HUVEC de forma dependiente de la dosis, mientras que
GRGES (1 mmol / L) mostr6 un efecto reducido. Asimismo, en la Figura 12 se muestra la
evidencia obtenida al incubar HUVEC con 7E3 (20 pug / mL) o GRGDS (1 mmol /L), lo que
generd la inhibicion de la unién de accutina conjugada con FITC a HUVEC. También, se
observd que la incubacion de HUVEC con IgG no inmunoloégico (dilucion 1:50) y GRGES
(1 mmol / L) mostr6 poco efecto (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

Tabla 4. Efecto de Acutina (0.2 umol / L) sobre la union de MoAbs anti-integrina a HUVEC. Se preincubo PBS o accutin
(0.2 umol /L) con HUVEC, y se analizo la reaccion de union de varios MoAbs antiintegrina a HUVEC por separado. Todos
los anticuerpos se utilizaron a una dilucion 1:50. Las muestras de control contienen HUVEC en presencia de I1gG no

inmunes de raton. Los valores se presentan como media + SEM. El valor de p se determino mediante la prueba t de Student
pareada. Abreviatura: ND, no determinado. Modificado de: (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

Intensidad Fluorescencia % células tefiidas positivamente
Pretratamiento Accutin Valor Accutin Valor
MoAb PBS 0.2 pmol/L P PBS 0.2 pmol/L P

Control IgG 19.11 + 0.64 15.3 + 6.87 42 7.87 £ 0.69 6.87 + 1.30 A48
(h=11) (n=4) (n=11) (n=4)

Anti-a, integrin 98.94 +7.75 83.23 + 12.96 31 88.42 +1.93 7757 +17.86 .07
(=7 (n=3) (h=7) (n=3)

Anti-ag integrin 34.66 + 1.51 36.08 + 1.76 61 3244 £ 2.21 36.34 £ 5.16 .16
(n=1) (n=4) (n="1) (n=4)

Anti-a, integrin 2322 +3.24 ND — 9.26 * 2.40 ND -
(n=4) (n=4)

Anti-as integrin 72,90 + 392 87.16 £ 10.62 18 80.69 * 3.92 77.82 £ 6.17 .68
(n=11) (n=3) (n=11) (n=3)

7E3 68.97 * 3.36 345+ 1.94 <.001 93.84 £ 2.91 21.84 + 2.88 <.001
(n=9) (n=4) (n=9) (n=4)
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Grdfico 4. Porcentaje de inhibicion de accutina sobre la union de 7E3 a HUVEC. Las HUVEC se pretrataron con GRGES
(1 mmol /L) o concentraciones indicadas de accutina (0.068, 0.25, 1.2 umol /L) y con el anticuerpo primario, 7E3 (20 ug
/ml). Después de la incubacion con IgG-FITC (el segundo anticuerpo), se determiné la intensidad de fluorescencia media
de las células mediante citometria de flujo. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la adhesion en
comparacion con las células de control (en ausencia de accutina). Los datos se presentan como media + SEM (n = 4).
Modificado de: (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).
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Figura 12. Efecto de 7E3 y GRGDS sobre la interaccion de acutina conjugada con FITC con HUVEC. HUVEC pretratadas
con (4) anticuerpos, es decir, 7E3 (b, 20 ug / mL), IgG no inmunes (c, dilucion 1:50) o (B) péptidos (d, GRGDS, GRGES,
ambos a 1 mmol / L) se incubaron con accutin conjugada con FITC (1.3 umol / L) y se analizaron mediante citometria de
flujo. La union no especifica se realizé incubando células con BSA conjugada con FITC (a en A y B). El rastreo de PBS
(control HUVEC) y el de HUVEC pretratadas con GRGES fue casi idéntico. Se obtuvieron resultados similares en al menos
cuatro experimentos separados. (C). Los analisis cuantitativos de FITC-accutin y FITC-BSA se presentaron como la
intensidad de fluorescencia media y el porcentaje de células teriidas positivamente. Los datos se presentan como media +
SEM (n =4). * P < 0.05 en comparacion con el control. Modificado de: (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).
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Finalmente, otro ensayo de gran utilidad es la caracterizacién de la apoptosis de HUVEC
inducida por la accutina donde como primer paso se incub6 las HUVEC con accutina (2 pumol
/L) por 18 horas. Tras el debido tiempo, las HUVEC desprendidas mostraron una morfologia
apoptdtica, por ejemplo, contraccion celular, formacion de vesiculas en la membrana
plasmatica y nucleos condensados. Se realizdé una electroforesis en gel de agarosa para
analizar el sello bioquimico de la apoptosis, la fragmentacion del ADN y la degradacion del
ADN internucleosomico; los resultados se exponen en la Figura 13. La evidencia mostr6 que
el ADN aislado del vehiculo o HUVEC pretratadas con GRGES (1 mmol / L) migro sobre el
gel con una sola banda de alto peso molecular (carriles 1 y 2). Mientras que, el ADN que se
aisl6 de HUVEC que fueron pretratadas con accutina se mostraron en el gel de forma

degradada (carril 3) (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).

Por otro lado, en el Grafico 5 se muestra el andlisis por citometria de flujo sobre la
aparicion de fragmentacion del ADN mediante la medicion del porcentaje de nucleos con
contenido de ADN hipodiploide. Por su parte, en el Grafico SA se muestran las HUVEC
normales (control), en el Grafico 5B las HUVEC pretratadas con GRGES (1 mmol / L) que
continuaron con su ciclo celular normal, el cual consta de un pico diploide mayor (Go, G1),
una region pequeia hiperdiploide (S) y un pico tetradiploide menor (G2 / M). No obstante, el
pretratamiento con accutina (0.1 a 0.8 pmol / L) logré aumentar el porcentaje de células
hipodiploides de manera dependiente de la dosis (designadas como Ay, por ejemplo, 34.15%,
en presencia de 0.8 mmol / L de accutina V 4.8%, 1 mmol / L de GRGES). Este efecto se
muestra en los Graficos 5C-F y permiten afimar que las células efectivamente habian sufrido

una degradacion de ADN la cual se asocio al proceso de apoptosis (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).
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Figura 13. Patrones de fragmentacion de ADN electroforético en HUVEC tratadas con accutina. Las HUVEC se incubaron
con vehiculo (carril 1), GRGES (1 mmol / L, carril 2) o accutina (2 umol / L, carril 3) durante 18 horas y se lisaron. El
ADN celular total se aislo y se sometio a separacion electroforética mediante un gel de agarosa al 1.8%. La fragmentacion
del ADN internucleosomal se represento como la banda oligonucleosomal de menor peso molecular. Se mostro una escalera
de 100 pb en el carril M. Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos separados (C. Hsin Yeh, et.al., 1998).
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Grdfico 5. Histogramas del ciclo celular de citometria de flujo. Las HUVEC tratadas con GRGES (B, 1 mmol / L) o las
concentraciones indicadas de accutina (C-F, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 umol / L, respectivamente) durante 18 horas se
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permeabilizaron, fijaron y tifieron con Pl que contenia RNasa. y se analizaron las etapas del ciclo celular de las células.
La region de subG1 representa las células que experimentan la degradacion del ADN asociada a la apoptosis y se expresa
como un porcentaje del evento (Ag) con respecto al ciclo celular completo. El panel A muestra la etapa del ciclo celular de
las HUVEC normales como control. Este es uno de los tres experimentos similares representativos (C. Hsin Yeh, et.al.,
1998).

5.4 Tipos de muerte celular: apoptosis y necrosis

5.4.1 Apoptosis, aspectos moleculares que la caracterizan y su relacion con el
cancer
El término apoptosis se refiere a la muerte celular programada y ordenada, que tiene como
objetivo eliminar células dafiadas irreversiblemente o aquellas que son innecesarias, siempre
de una forma perfectamente controlada, lo que minimiza el dafo de las células vecinas. Este
proceso juega un papel importante en la prevencion del cancer, el cual se explicaré a detalle
mas adelante. Existe otro tipo de muerte celular conocida como necrosis, esta se refiere al
dafio celular masivo y descontrolado que se caracteriza por la liberacion de enzimas
lisosomales que dafian a las células vecinas provocando un proceso inflamatorio, ambos
procesos son mostrados en la Figura 14. En este trabajo de investigacion nos concentraremos

unicamente en la apoptosis.

En la apoptosis las células desarrollan una secuencia de eventos morfoldgicos que
culminan con la muerte (C. Ortega, et.al., 2001). Primero, debido al movimiento de fluidos
fuera de la célula, se observa un encogimiento en ella a tal grado que pierde el contacto con
las células vecinas; después, las cisternas del reticulo endoplasmatico liso comienzan a
dilatarse hasta que logran fusionarse con la membrana plasmatica; el resto de los organelos
se mantienen intactos. Posterior a esto, la fosfatidilserina que normalmente se encuentra en
la parte interna de la membrana, se traslada hacia el exterior de ésta para que pueda ser
reconocida por los macréfagos. El siguiente paso es que el nucleo comienza a sufrir cambios
drésticos, por ejemplo, la cromatina comienza a condensarse y se acumula en la periferia,
adicionalmente el nucléolo es desintegrado gracias a particulas osmiofilas. Después, con
ayuda de las endonucleasas endogenas, el ADN comienza a romperse en fragmentos
oligonucleosomales de entre 180-220pb, cambio que se puede apreciar perfectamente si se

realiza una electroforesis para acidos nucleicos. Uno de los pasos finales es que la membrana
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celular comienza a tener circunvoluciones y empieza a formar vesiculas que engloban todo
el contenido de la célula, adicionalmente, la célula pierde sus microvellosidades y las uniones
célula-célula. Finalmente, las vesiculas formadas se conocen como cuerpos apoptoticos, los
cuales tienen su membrana y mitocondria intactas, estas son reconocidas por los macrofagos
y son fagocitadas para eliminarlas del ambiente de forma limpia y ordenada (S. Perales

Romero, s.f).

CELULA VIVA

APOPTOSIS

LISIS

FAGOCITOS

INFLAMACION SIN INFLAMACION

. J

Figura 14. Secuencia de los eventos morfologicos que ocurren durante la muerte celular por necrosis y apoptosis (C.
Ortega, et.al., 2001).

La gran mayoria de las células eucariotas muestran este mecanismo de defensa para erradicar
aquellas células que representan una amenaza para la integridad del organismo y que pueden
producir ciertas enfermedades como el cancer, por lo que, la apoptosis forma parte del
repertorio de respuestas celulares a sefiales externas o a cambios como el recambio celular y
el desarrollo fetal. El proceso por el cual se lleva a cabo la apoptosis se ha dividido en tres
diferentes fases, las cuales comprenden la fase inductora, la fase efectora y la fase de

degradacion (C. Ortega, et.al., 2001).
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5.4.2 Fase inductora

Como primer paso, las células recibiran un estimulo de muerte el cual puede ser inducido por
la ausencia de factores de crecimiento, por factores tréficos, glucocorticoides, radiaciones
gamma y activacion de receptores de la muerte (C. Ortega, et.al., 2001). Existen diferentes
vias de activacion las cuales pueden depender del tipo celular, pero la respuesta siempre sera
la misma, la muerte celular programada. Una de las principales vias de activacion en los
mamiferos es por medio de los receptores de superficie celular que son activados por sus
ligandos de muerte, estos receptores se encargan de transmitir la sefial de apoptosis al interior
de la célula. A continuacion, en la Tabla 5 se muestran los receptores de la muerte y los

ligandos mas reconocidos y estudiados (C. Ortega, et.al., 2001).

Tabla 5. Receptores de la muerte y sus ligandos (C. Ortega, et. al., 2001).

Receptor Sinénimo Ligando
Fas Apo1i FasL
CD95
TNFRI p55 TNF
CDI20a Linfotoxina a
DR3 Apo3 Apo3L (TWEAK)
WSL-1
TRAMP
LARD
DR4 y DR5 Apo2 Apo2L (TRAIL)
TRAIL-R2
TRICK-2
KILLER

Los receptores de la muerte mas conocidos son Fas y el receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFRI), este ultimo contiene un dominio extracelular que es rico en cisteina y una
secuencia homologa citoplasmatica denominada domino de la muerte. Particularmente, Fas
se encuentra expresado en mayor cantidad en el timo, pulmoén, corazén, ovario, rindén y
linfocitos maduros y, cuando se une a su ligando FasL, participa en diversos procesos
fisiologicos, por ejemplo, en la eliminacion de células infectadas por virus o cancerosas
mediante células T citotoxicas y NK. Por su parte, Fas es una molécula homotrimérica, es

decir, cada trimero de FasL se unird a tres moléculas de Fas, tal union promovera la
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oligomerizacion del receptor y se reclutara a la proteina adaptadora FADD (dominio de
muerte asociado a Fas o Mort 1). FADD se une al dominio de la muerte mediante su propio
dominio efector de muerte a la procaspasa 8 que conducira a su propia activacion. La caspasa
8, también conocida como FLICE o MACH, se encargara de activar a las siguientes capsasas,
por ejemplo, a la 9. Por otro lado, los receptores de TNF estan presentes en todas las células
de nuestro cuerpo, donde basicamente se encargara de activar la apoptosis cuando se generen
cambios internos en alguna célula debido a una mutacién o a una infeccion patéogena que la
guie hacia una célula tumoral. El factor de necrosis tumoral (TNF) activa la apoptosis
mediante dos diferentes mecanismos, el primer mecanismo es similar a la activacion por Fas.
Este comprende la union de TNF a su receptor de muerte y, por lo tanto, la activacion de la
caspasa 8, que también activard a la cascada de caspasas hasta inducir apoptosis. El segundo
mecanismo involucra al potencial de membrana mitocondrial, es decir, cuando éste presenta
cambios abruptos se generardn radicales libres y ceramidas, via hidrélisis de la
esfingomielina, lo que provocard que se active una proteasa semejante a la caspasa 3

iniciando la cascada de activacion (C. Ortega, et.al., 2001).

Para que el proceso de apoptosis pueda iniciar, es necesaria la presencia de ciertos
genes y factores inductores. Como se menciond anteriormente, las caspasas son elementos
esenciales para activar un proceso apoptotico. Las caspasas pueden ser activadas por
diferentes vias, la primera es la via extrinseca del receptor de muerte, la cual necesita de la
union de los ligados a este. Entre los receptores de muerte mas conocidos se encuentran el
receptor de TNF tipo 1 (TNFR1), y la proteina Fas (CD95) y sus ligandos, TNF y Fas ligando
(FasL), respectivamente. La uniéon de ambas estructuras forma un complejo conocido como
DISC (complejo de senalizacion que induce muerte), el cual inicia el ensamble y, por tanto,
la activacion de la procaspasa 8. Una vez que esta enzima se activa, se convierte en la caspasa
8 e inicia la apoptosis reclutando a otras caspasas ejecutoras (R. Sosa, N. Brandan, J. Jeréz,

2012).
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Figura 15. Mecanismo de senalizacion via Fas/FaL. DD dominio de muerte; DED dominio efector de muerte; FADD
dominio de muerte asociado a Fas (C. Ortega, et. al., 2001).

La segunda, la via intrinseca mitocondrial, inicia dentro de la célula por medio de estimulos
internos como el dafio genético irreversible, estrés oxidativo, hipoxia, entre otros, siendo
altamente regulada por proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2. Cualquiera de estos
estimulos provoca una permeabilidad mitocondrial aumentada permitiendo asi que se liberen
hacia el citoplasma diversas moléculas proapoptoticas como el citocromo C. Por tltimo, la
tercera via es conocida como la via del reticulo endoplasmético intrinseco, es la menos
conocida. Sin embargo, se cree que es dependiente de la caspasa 12 pero independiente de la
mitocondria. Esta via es activada cuando el reticulo endoplasmatico presenta situaciones de
estrés oxidativo, hipoxia, radicales libres, etc. Provocando una sintesis reducida de la proteina
adaptadora conocida como factor 2, asociado al receptor TNF (TRAF2), y se disocia de la
procaspasa-2 resultando en la activacion de la misma (R. Sosa, N. Brandan, J. Jeréz, 2012).
El factor activador de proteasas apoptoticas (Apaf-1) es un regulador clave en la via

apoptotica mitocondrial y, junto con la procaspasa-9 y el citocromo C, forman el apoptosoma.
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Apoptosoma se refiere al complejo de proteinas que se forma durante el proceso de
apoptosis por via intrinseca, y su principal componente es el Apaf-1 y en menor cantidad el
citocromo C para activar la procaspasa-9 y dar lugar a la caspasa-9, tal y como se observa en
la Figura 16. A pesar de que Apaf-1 puede activar el proceso de apoptosis, también lo puede
inhibir evitando la activacion de las caspasas al unirse a algin miembro de la familia Bcl-2

(C. Ortega, et.al., 2001).

Estlmulo de estrés
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& Citocromo C Mitocondria

dATP/ATP
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Apaf-1

Procaspasa-3

Apoptosoma
© Citocromo C OrPP ATP “ WD40
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Figura 16. El citocromo C indujo la formacion de apoptosomas y la activacion de caspasas. En las células sanas, el
citocromo C estd secuestrado en el espacio intermembrana mitocondrial y Apaf-1 existe como un monomero inactivo en el
citosol. En respuesta a estimulos de estrés (por ejemplo, dario al ADN o farmacos quimioterapéuticos) el citocromo C se
libera de las mitocondrias al citosol donde se une a Apaf-1, lo que desencadena un cambio conformacional y la hidrolisis
del dATP / ATP unido a Apaf-1. En un proceso que depende del intercambio de dATP / ATP por dADP / ADP, los
heterodimeros Apaf-1-citocromo C se ensamblan en el apoptosoma, que proporciona una plataforma para la activacion
del iniciador caspasa-procaspasa-9. La caspasa-9 activada luego escinde y activa las caspasas de verdugo como la
caspasa-3. Modificado de: (E. Ledgerwood e 1. Morison, 2009).

Bcl-2 es un gen implicado en la regulacion de la apoptosis, usualmente se mantiene metilado
por microRNA (miRNA) y la sobreexpresion de esta proteina antiapoptotica confiere una
“inmortalidad” a la célula tumoral. Este fue uno de los primeros genes que demostrd que
bloqueaba la muerte celular, lo que tenia relaciéon con el desarrollo de leucemias
granulociticas de células B. La proteina Bcl-2 se encuentra de forma integral en la membrana

mitocondrial con un peso aproximado de 26 kDa, ademas, también esta presente en el reticulo
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endoplasmatico liso y en la envoltura perinuclear. Bel-2 estd conformado por diferentes
integrantes, sin embargo, una de sus caracteristicas es que todos poseen uno de los cuatro
residuos conservados homologos de Bel-2 (BHI a BH4). Por ejemplo, los que actian como
inhibidores de la apoptosis, Bcl-2 y BeL-x1, poseen BHI y BH2. Por otro lado, los que son
promotores de la apoptosis, es decir, Bax, Bak y Bok, contienen especificamente a los
integrantes BHI, BH2 y BH3. La inhibicién o activacion de la apoptosis por los miembros
de la familia Bcl-2 dependera de diferentes estimulos como la ausencia de factores de
crecimiento, la obstruccion de la salida del citocromo C desde la mitocondria o por el
secuestro de Apaf-1 (C. Ortega, et.al., 2001). Existen otros genes adicionales que estan
involucrados en la diferenciaciéon y la proliferacion celular, por tanto, también son

indispensables para la apoptosis.

El primero de ellos es el proto-oncogen c-MYC proveniente de la familia de genes
MYC. Se ha demostrado que este gen participa activamente en distintas vias metabolicas,
por ejemplo, en la progresion del ciclo celular, el metabolismo celular, angiogénesis,
adherencia celular, reparacion del ADN, apoptosis y diferenciacion celular. c-MYC se
encuentra en la region cromosomica 8q24 y es un gen que se compone de tres exones, el
primero tiene dos promotores, pero no codifica. De lo contrario, los exones dos y tres si
codifican para la proteina MYC, la cual es una fosfoproteina nuclear de 439 aminoécidos que
juega un papel importante en la regulacion de la expresion génica en células humana. En las
células normales, c-MYC se encuentra regulado normalmente, no obstante, puede haber una
pérdida en su regulacion debido a diferentes mecanismos genéticos como la amplificacion,
alteraciones cromosémicas estructurales o numéricas, mutaciones puntuales o insercion viral.
Con respecto al ciclo celular, c-MYC promueve el paso de la célula en fase Go a fase Gi, asi
como también induce la transcripcion de genes, interviene en el crecimiento y la proliferacion
celular y es capaz de inducir apoptosis cuando se expresa aberrantemente durante toda la fase
G1. Se le considera el “maestro de la activacion”, ya que, se ha visto que tiene la capacidad
de activar la gran mayoria de la maquinaria del ciclo celular, agregando que, este gen es clave
durante la glucoélisis y el inicio de la mitosis en células en reposo (M. Ospina Pérez y C.

Muiieton Peiia, 2011).
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Por otra parte, el denominado “el guardian del genoma”, es decir, el gen p53, también
es otro factor clave para la apoptosis. P53 es una proteina supresora de tumores que resulta
esencial para inducir la respuesta de la célula ante el daiio del ADN, deteniendo el ciclo
celular. P53 es un gen que esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 y se encarga
de detener el ciclo celular cuando la célula presenta un dafo irreparable, asi como activar
ciertas enzimas de reparacion de ADN, permite la entrada a la senescencia de la célula y
activa la apoptosis. Mdas especificamente, p53 es encargado de activar una serie de genes
transcritos, por ejemplo, el inhibidor del ciclo celular en fase Gi, p21, la proteina Gadd45
que interviene en la reparacion del ADN y a Bax y Fas, ambos inductores de apoptosis.
Cuando una célula esta sobre expresando constantemente a p53, es posible que se deba a una
lesion irreparable en el ADN o porque se activo tras una delecion irreversible en la

replicacion, esto indicara que la célula debe sufrir apoptosis (C. Ortega, et.al., 2001).

5.4.3 Fase efectora

La mitocondria es un organelo que se ha visto que juega un papel muy importante durante el
proceso de apoptosis, ya que, muestra un sistema de apertura y cerrado de canales o poros
para la liberacion de ciertos factores proapoptéticos. Uno de los poros més reconocidos es el
PT, el cual estd conformado por proteinas de membrana interna como el traslocador de
adenina nucledtido (ANT) y proteinas de la membrana externa como las porinas (canales
anionicos dependientes de voltaje o VDAC). Ambos al hacer contacto formaran un poro en
la membrana por el cual pueden pasar moléculas de hasta <1.5 kDa, provocando un aumento
en la osmolaridad de la matriz generando una desregulacion de la mitocondria y la pérdida
del potencial de membrana. Debido a estos cambios, la mitocondria se expandira hasta el
punto que explote y libere hacia el citosol todas las proteinas activadoras de caspasas que
normalmente se encuentran en el espacio intramembranal. Asimismo, ciertas sustancias
oxidantes y el aumento patologico de Ca*" pueden provocar una ruptura en la membrana
externa de la mitocondria. Estudios previos sugieren que estos cambios mitocondriales son
controlados por productos génicos de Bcl-2. Existen modelos con liposomas que llevan los
canales VDAC en los que han demostrado que las proteinas Bax y Bak aceleran la apertura
del poro para permitir que el citocromo C sea liberado, esto por medio de la formacion de un

megacanal como resultado de diversos cambios conformacionales en la membrana. Por otro
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lado, se ha observado que las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL cierran los canales tras unirse
directamente con Bax y Bak. Otro factor importante es que, durante la fase Go/ G, Bcl-2
junto con c-MYC inhiben la translocacion de p53 desde el citoplasma al nucleo, en el periodo
de tiempo donde la célula es susceptible a apoptosis. Otras funciones que se le han atribuido
a Bcl-2 es que junto con Abl inhiben la externalizacion de las fosfatidilserinas para que la
célula no sea reconocida por los macrofagos. Ademas, se encarga de reclutar otras proteinas
adicionales a la membrana mitocondrial, como por ejemplo, Apaf-1 y Raf-1, este Gltimo es

un principal inductor del efecto supresor de Bcl-2 (C. Ortega, et.al., 2001).

Gran parte de los procesos involucrados en la apoptosis estdin acompanados del
balance redox como resultado de la oxidacion del glutation, la oxidacion de lipidos y el
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno. Gracias a este conocimiento,
varios autores han identificado al estrés oxidativo como un contribuyente mediador de la
apoptosis, lo cual ha sido comprobado por estudios realizados in vitro. El objetivo principal
de dichos estudios fue demostrar que bajo ciertas condiciones de estrés oxidativo se puede
inducir apoptosis en la célula; ademds, de demostrar que ciertos metales de transicion como
el Fe?* y Cu?" mediante la reaccion de Fenton generan el radical hidroxilo, radical mas
reactivo conocido hasta ahora. En contraparte, también se comprobd que la adicion de
agentes antioxidantes, como son la vitamina E, el N-acetil cisteina y la glutation peroxidasa,

contribuyen a la inhibicion de apoptosis (C. Ortega, et.al., 2001).

5.4.4 Fase de degradacion

Esta fase se caracteriza por la accion de diferentes enzimas catabdlicas, como las
endonucleasas y las caspasas, para iniciar diversas alteraciones ultraestructurales en la célula.
Durante el proceso de apoptosis, en la mayoria de las células, el ADN sufre una
fragmentacion para formar segmentos iniciales de 300 kb, los cuales seran degradados en
fragmentos de 10 a 50 kb hasta ser liberados como oligonucleoétidos de 180-200pb, los cuales
son muy caracteristicos de la apoptosis. Cabe mencionar que, esto ocurre en la mayoria de
las células que sufren apoptosis, sin embargo, siempre hay excepciones donde esto puede no
suceder. Entre los principales sistemas enzimaticos que logran llevar a cabo este proceso

estan las DNAsas, las cuales generan fragmentos de ADN de > 50 kb, asi como la DNAsa I,
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las ciclofilinas A, B, C, Nuc 18, nucleasa que requiere Mg2+ y la endonucleasa dependiente

de Ca y Mg2+. Mediante la realizacion de estudios adicionales se ha comprobado que los

cambios morfologicos en la célula y la fragmentacion de su ADN no dependen de la presencia

2+ . . 2+ . , .
de Ca , sino de la presencia de Mg . Como se mencion6 anteriormente, las endonucleasas

son elementos clave durante esta fase y por medio de estudios in vitro, se ha observado que

pueden ser activadas por diferentes estimulos, como: concentraciones altas de Ca’ o Mg2+,
disminucion del pH, proteasas como la tripsina, el factor mitocondrial inductor de apoptosis
(AIF) y el factor de fragmentacion del ADN (DFF). Una de las inconsistencias en este estudio
fue que para regular la activacion de las endonucleasas por el aumento de Ca?" citosolico se
requiere una concentracion minima de 0.1-5 mM, niveles que jamas son alcanzados en
condiciones fisioldgicas. No obstante, en ciertos tipos celulares se ha observado que durante
la apoptosis temprana se incrementa la concentracion de Ca?" citosdlico, contribuyendo a la
activacion de algunas enzimas latentes necesarias para lograr cambios estructurales
caracteristicos de la apoptosis. Algunas de estas enzimas bien identificadas son la
transglutaminasa y la calpaina, la primera se encarga de unir las proteinas citosélicas mientras
que la segunda puede degradar el citoesqueleto de la célula y producir cambios en la
membrana. Gracias a estas atribuciones se ha llegado a pensar que las endonucleasas cumplen
la funcién de limpiar el area después de que la célula ha muerto y no como tal durante el

proceso de apoptosis (C. Ortega, et.al., 2001).

Por su parte, las caspasas rompen cientos de polipéptidos intracelulares cuando son
activadas. Estos polipéptidos incluyen elementos fundamentales del nuicleo y de la membrana
como son la b-actina, gelsolina y laminina A y B, que juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de la estructura celular. También, estan presentes la poli (ADP ribosa),
polimerasa (P ARP), ADN-PK, ADN-topoisomerasa II, ARN polimerasa | y varias proteinas
cinasas, las cuales estan involucradas en el metabolismo celular y la reparaciéon del ADN.
Finalmente, proteinas involucradas en las diferentes vias de transduccion de sefiales como
las interleucinas IL-Ib, IL-16 y IL-18 y proteinas como p21 / Cipl, p27 / kpl que ayudan a
regular el ciclo celular. Cabe mencionar que, de acuerdo al estimulo y al tipo celular, algunas
proteasas también son participes en la apoptosis, incluidas las serinas proteasas, calpainas y

proteosomas. Una particularidad de la apoptosis es la apariciéon de cambios en la superficie
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celular para que los cuerpos apoptoticos puedan ser reconocidos y eliminados por los
macrofagos. Uno de estos cambios es el traslado de la fosfatidilserina (PS) desde el interior
de la membrana hacia el exterior. Algunos otros cambios observados son la pérdida de
residuos de 4cido sidlico y la expresion de sitios de union a la proteina trombospondina
(TSP). Sin embargo, hasta ahora no hay evidencia que demuestre que el 4cido sialico pueda
ser una sefial de las células apoptoticas para su reconocimiento por macroéfagos. Lo que si es
evidente es que, los macrofagos secretan trombospondina (TSP) para regular la ingestion de

la célula apoptética (C. Ortega, et.al., 2001).
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Figura 17. En las células vivas, la actividad de CAD es inhibida por ICAD y el Endo G es secuestrado en el espacio
intermembrana mitocondrial. Durante la apoptosis, las caspasas activadas escinden ICAD y liberan CAD, que forma un
homodimero y escinde el ADN enlazador entre los necleosomas. La activacion de las caspasas también desencadena la
liberacion de Endo G de las mitocondrias al nicleo para escindir el ADN cromosomico. B. Después de ser engullida por
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los fagocitos, la célula apoptotica reside en el fagosoma. A través de la maduracion fagosomica, el fagosoma adquiere
diferentes enzimas digestivas, incluida la DNAasa Il o. de los lisosomas y su luz se acidifica gradualmente. En condiciones
dacidas, la ADNasa Il o. activa degrada aun mas el ADN nucleosomico en nucledtidos. Modificado de: (He. B, et.al., 2009).

La apoptosis temprana se puede identificar gracias a los cambios y a la pérdida final del
potencial de membrana mitocondrial, que pueden detectarse con un marcador conocido como
JC-1 que penetra selectivamente en las mitocondrias. En aquellas mitocondrias que tienen un
funcionamiento normal JC-1 forma agregados que emiten un sefial fluorescente a ~590 nm.
Sin embargo, cuando el potencial de membrana es reducido, el colorante formard monoémeros
y la emision se desplaza a ~530 nm, valor que es indispensable para medir la potencia del
potencial de membrana cuando la célula entra en etapa de apoptosis temprana. Por otro lado,
para detectar células durante la etapa de apoptosis intermedia es muy comun utilizar la
proteina anexina V, la cual tiene una alta afinidad a la fosfatidilserina (PS). Ademas de la
anexina V, es necesario realizar una tincion de contraste con ciertos marcadores adicionales
para diferenciar el proceso de la apoptosis temprana y la tardia, estos marcadores son yoduro
de propidio o 7-AAD. Por tultimo, para detectar células en estado de apoptosis tardia es muy
comun utilizar la técina de Apo-Direct assay. Este es un método de doble tincion que utilizan
FITC-dUTP para marcar las rupturas presentes en el ADN de la célula, es decir, detecta la

multitud de terminaciones 3°- OH (Labclinics, 2015).

5.4.5 Necrosis

La necrosis es un tipo de muerte celular no programada, es decir, una muerte celular
desordenada. Este proceso se presenta cuando factores externos de la célula logran superar
las condiciones fisiologicas estables de un tejido, provocando que la célula presente un estrés
excesivo e incontrolable. Algunos de los factores responsables de causar dicho estrés pueden
ser los cambios drésticos de temperatura, sustancias quimicas, hipoxia, estimulos mecanicos,
radiacion ionizante e irradiacion ultravioleta (C. J. Carranza-Aguilar, et.al., 2020). Algunas
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas que caracterizan a la necrosis son la inflamacion
celular, la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, la degradacion aleatoria del
ADN y la liberacion incontrolada de moléculas como HMGB1 y LDH al espacio extracelular,
lo que causa la estimulacion de una respuesta inmune (Su Yeon Lee, et.al., 2018). La muerte
celular por necrosis es un proceso pasivo que no requiere altas cantidades de energia y no
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requiere una sintesis de novo de proteinas. No obstante, estd caracterizada por el aumento de
la concentracion de calcio (Ca*") intracelular, la disfuncién mitocondrial, la protedlisis
inducida por calpainas y catepsinas y el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

(C. J. Carranza-Aguilar, et.al., 2020).

Adicionalmente, la necrosis se caracteriza por la generaciéon de fragmentos
genomicos de tamafio irregular y manchas de ADN, mientras que, la apoptosis se caracteriza
por la formacion regular de fragmentos de ADN. Dichos fragmentos de ADN se pueden
detectar mediante electroforesis en gel de agarosa de ADN y ensayos con la técnica molecular
llamada Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL). Las
endonucleasas apoptoticas no solo afectan al ADN celular al producir la cldsica escalera de
ADN, sino que también generan grupos 3'-OH libres en los extremos de estos fragmentos de
ADN. Estos grupos se marcan en los extremos mediante tincion de apoptosis TUNEL, lo que
permite la deteccion de células apoptéticas utilizando esta técnica histoquimica basada en
biologia molecular. Debido a que la necrosis se caracteriza por la liberacion de moléculas
como HMGBI1 y LDH de las células moribundas al espacio extracelular y esto no ocurre en
la apoptosis, la necrosis se confirma mediante el ensayo de liberacion de HMGB1 o LDH
(Su Yeon Lee, et.al., 2018).

Apoptosis Necrosis

1) Cuerpo apoptético 1) Ruptura de membrana

Membrana intacta Inflamacién

No inflamacion 2) Necrosis regulada (programada) y
2) Muerte celular programada necrosis accidental (no programada)

Figura 18. Diferencias que muestran los cuerpos celulares cuando presentan apoptosis y necrosis. Modificado de: (Su
Yeon Lee, et.al., 2018).
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5.4.6 Necrosis y su relacion con el cancer

Se conoce que el proceso de apoptosis guia a la supresion de tumores, por el contrario, se
sabe que la necrosis tiene un potencial en la promocién de tumores como "una muerte celular
reparadora". Se ha observado que la presencia de un nticleo necroético en pacientes con cancer
esta correlacionada con un aumento en el tamafio del tumor, la progresion tumoral y un mal
pronostico, debido a la aparicion de quimiorresistencia y metastasis. Actualmente, se
conocen dos causas principales por las cuales la necrosis influye directamente en la
promocion de tumores. En primer lugar, est4 la liberacion hacia el espacio extracelular de
patrones moleculares asociados al peligro (DAMP), especificamente HMGBI, los cuales
inducen la inflamacién y la progresion del tumor. Adicionalmente, la inflamacioén cronica
puede favorecer la progresion del cancer a través de un modelo de cadncer que implementa
los siguientes pasos: inflamacion crénica, mutacion de genes supresores de tumores, necrosis

y mutacion de protooncogenes (Su Yeon Lee, et.al., 2018).

Estrés metabolico

Apoptosis
Inﬂamaci(')n «— Necrosis ............... >
/ \ Autofagia
HMGEI Incrementa probabilidad de

mutaciones pro-oncogénicas
o alteraciones epigenéticas

Inflamacion

Invasion
Angiogénesis

! il

Progresion y agresividad del tumor

Figura 19. Diagrama que muestra como la necrosis promueve la progresion y agresividad tumoral al liberar la citocina
proinflamatoria y agiogénica HMGBI, que puede contribuir a la malignidad al aumentar la probabilidad de mutaciones
proto-oncogénicas o alteraciones epigenéticas. Modificado de: (Su Yeon Lee, et.al., 2018).
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Por su parte, HMGB1 es una proteina de 215 aminoéacidos compuesta de dos dominios HMG-
box (A y B) los cuales se unen con poca o ninguna especificidad de secuencia a formas no
canonicas de ADN y una cola C-terminal 4cida. Esta molécula puede unirse por medio de un
nucleo al ADN sin especificad de secuencia y permite que los factores de transcripcion, como
p53, p73, la proteina del retinoblastoma y el receptor de estrogenos, accedan a sus objetivos
de ADN. Ademés, HMGBI1 sano participa en la replicacion, recombinacion y reparacion del
ADN, manteniendo la dindmica de los nucledsidos y la estabilidad cromosémica. Sin
embargo, cuando una célula estd dafiada, estresada, lesionada y sufre necrosis, esta proteina
es liberada al exterior como moléculas DAMP. Las cuales, estan asociadas con mediadores
de sefializacion de respuestas inflamatorias en traumatismos y lesiones, funcionando como
adyuvantes o como sefiales de peligro. Estas funciones logran mejorar la fagocitosis y la
presentacion de antigenos, activando el inflamasoma. En adicion, los DAMP reclutan células
inflamatorias inmune que ejercen una actividad promotora de tumores al inducir

angiogénesis, proliferacion de células cancerosas e invasividad (Su Yeon Lee, et.al., 2018).

6. TECNICAS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE
APOPTOSIS.

Existen diversos métodos de deteccion de apoptosis in vitro los cuales, segun Elmore (2007),
se pueden clasificar en 1) alteraciones citomorfologicas; 2) fragmentacion de ADN; 3)
deteccion de caspasas, fragmentacion de sustratos, reguladores e inhibidores; 4) alteraciones
de membrana; y 5) ensayos mitocondriales. La observacion de las alteraciones morfoldgicas
sigue siendo el parametro mas confiable para detectar el estado apoptdtico de una célula, esto
es gracias al microscopio electronico de transmision (TEM), considerado como el “gold
standard” (Elmore, 2007). Dentro de las principales caracteristicas esperadas a observar en
una célula que esta sufriendo apoptosis se encuentra un nucleo electrodenso, la
desorganizacion de los organelos, una membrana celular intacta, la fragmentacion nuclear,
vacuolas alargadas y protuberancias irregulares. Ademas, mediante el uso del TEM se ha

podido observar la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos (Elmore, 2007).
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Otra técnica muy eficaz para detectar una célula apoptotica es a través de la extraccion
y separacion del ADN por medio de electroforesis en gel de agarosa en donde se buscan
bandas de un tamafio aproximado de 180 a 200pb (Elmore, 2007). Algunas ventajas de esta
metodologia es su gran facilidad para realizarla, asi como su rapidez y bajo costo. No
obstante, solamente logra detectar los fragmentos de ADN cuando la célula ya se encuentra
en estadios avanzados de apoptosis y se necesitan minimo 1 millon de células para su
deteccion (Elmore, 2007; Huerta et al., 2007). Actualmente, se encuentran en el mercado
diferentes tipos de técnicas para la deteccion de células apoptoticas in vitro, sin embargo,
esta revision bibliografica estard enfocada en la técnica del ensayo de TUNEL, anexina V'y

la deteccion de las caspasas, mismas que se iran analizando a continuacion.

6.1 Ensayo de TUNEL

La técnica denominada Terminal deoxynUcleotidyl transferase Nick-End Labeling (TUNEL)
es otro método para detectar la fragmentacion del ADN durante el proceso de apoptosis.
Dicha técnica fue descubierta en 1992 por Gorczyca et al. (1992) y Gavrieli et al. (1992) de
forma independiente. El principio de la técnica de TUNEL esta basado en el uso de una
endonucleasa, especificamente la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), misma que se
encarga de catalizar la union de un anélogo de desoxinucleotidos (ANTP) en el extremo -OH
terminal de la hebra de ADN fragmentada. Con el uso de diferentes marcadores se marcan a
los ANTP, ya sea para poder ser identificados en las cadenas de ADN una vez que éste se
fragmente o bien, para poder interactuar con uno o mas marcadores detectables (Z.

Darzynkiewicz, et.al., 2008).
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Figura 20. Mecanismo de fragmentacion del ADN durante la apoptosis. La subunidad catalitica del factor de fragmentacion
del ADN (DFF40) forma un complejo con el inhibidor de DFF40 (DFF45). Durante la apoptosis, el complejo DFF40-
DFF45 es escindido por la caspasa-3 activada, que se forma por escision de la procaspasa-3 a través de los estimulos
apoptoticos. DFF40 dimeriza y escinde el ADN en enlazadores internucleosomales en fragmentos de 180pb y multiplos de
estos. Modificado de: (P. Majtnerova y T. Rousar, 2018).

6.1.1 Técnica del ensayo de TUNEL

De manera general, el primer paso necesario para poder aplicar esta técnica es realizar el
cultivo celular y la recoleccion de células, seguido de la fijacion y permeabilizacion celular
para asi permitir la penetracion adecuada al nucleo de los reactivos que se utilizan en la
reaccion de TUNEL. Una vez realizados estos pasos, se lleva a cabo la union de los ANTP
marcados a los respectivos -OH terminales del ADN fragmentado utilizando TdT v,
finalmente, la visualizacion de los reactivos marcados. Lo mas comun en el laboratorio es
utilizar marcadores fluorescentes, no obstante, también se puede hacer una visualizacion de

tipo enzimatica (P. Majtnerovéd y T. Rousar, 2018).

Tal como en cualquier otro cultivo celular, las células deben de ser cultivadas bajo
condiciones especificas y definidas con sustancias quimicas de interés que les permitan
mantenerse bajo las condiciones esperadas. Una vez que el cultivo se realiza correctamente,

para la fijacion de las células se utiliza formaldehido al 4%, principalmente para evitar que
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se pierdan los fragmentos de ADN durante los lavados necesarios para completar el ensayo
(CY Chang, et.al., 2018; KR. Chohan, 2013; Y. Wang, et.al., 2018; W. Ye, et.al., 2017). El
siguiente paso por seguir es la permeabilizacion, para la cual, las células son tratadas con
etanol al 70% para permitir que la TdT acceda a los nticleos celulares. Una vez ocurrido este
proceso, se requieren diversas soluciones, las cuales, ademas de los ANTP, pueden contener
cacodilato de sodio o potasio, cloruro de cobalto y albumina de suero bovino. Esta
penetracion ocasiona el buen funcionamiento de la TdT, permitiendo catalizar la union de los
dNTP marcados a los -OH terminales de la cadena de ADN fragmentada. (Y. Gavrieli, et.al.,
1992; W. GORCZYCA, et.al., 1992; Li X y Z. Darzynkiewicz, 1995; Z. Darzynkiewicz,
et.al., 2008; B. Grasl-Kraupp, et.al., 1995).

Ahora bien, para el marcaje de ANTP se puede utilizar un marcaje directo, el cual, tal
como lo dice su nombre se puede detectar directamente. Pero, también existe la estrategia de
marcaje con bromodeoxiuridina (BrdU), andlogo de timidina, quien necesita utilizar un
sistema de anticuerpos para ser detectado, tal como se muestra en la Figura 21. (P.

Majtnerova y T. Rousar, 2018).

A Daiio al ADN
ADN -

W Ruptura de la hebra de ADN

|

Ensayo TUNEL

@l ()
.= dNTPs Q; =Ligando + receptor ./
O= BrdU ;3 =Seifal detectable ,( =Anticuerpo anti-BrdU

Figura 21. Opciones para el etiquetado de dNTPs en la reaccion TUNEL. En A y B se muestran las opciones de etiquetado
directo, que son: union directa de una etiqueta a dNTP (a) y union del receptor a dNTP (b). Este receptor es capaz de
interactuar con el ligando, que esta marcado de forma fluorescente o enzimatica y permite la deteccion de roturas de
cadenas de ADN. En (c) y (d) se muestran las posibilidades de etiquetado usando BrdU: union directa de BrdU, que
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interactua con anticuerpos anti-BrdU marcados con una etiqueta detectable (c); y union de BrdU (d), que interactiia con
anticuerpos anti-BrdU que estan marcados a su vez con un receptor capaz de interactuar con el ligando. Ese ligando estd
marcado de forma fluorescente o enzimatica y permite la deteccion de roturas de la cadena de ADN. Modificado de: (P.
Majtnerova y T. Rousar, 2018).

En el caso del marcaje directo por fluorescencia, es utilizada la proteina biotina que tiene
afinidad por la avidina. Esta ultima proteina fue descrita en el articulo de Gorczyca et al.
(1992) como una proteina que permite la deteccion de las rupturas de las cadenas de ADN al
ser marcada con fluorescencia. Mientras que, por su parte, Gavrieli y col. (1992) analizaron
a la avidina marcada con peroxidasa para emitir un marcaje colorimétrico en aquellas
rupturas del ADN tras afadir un sustrato especifico. En adicion, se ha observado que el uso
de digoxigenina también es util en la estrategia del marcaje directo (B. Grasl-Kraupp, et.al.,

1995; F. Dario Cuello—Carrion y Daniel R. Ciocca, 1999).

Por otro lado, para el marcaje con BrdU es indispensable el uso de anticuerpos anti-
BrdU, mismos que se marcan con Fluorescein isothiocyanate (FITC) o con Alexa FluorTM
488, emitiendo la senal una vez que el ligando se una a su receptor (Reagan-Shaw S, Ahmad
N, 2005; Li X, Darzynkiewicz Z, 1995; Darzynkiewicz Z, Galkowski D, Zhao H., 2008; H.
Georg Kuhn, et.al., 1996). Ademas del marcaje por BrdU, existe otro marcaje menos
utilizado pero que también estd basado en un andlogo de timidina diferente, la 5'-etinil-2-
desoxiuridina (EdU) (L. Wu, et.al., 2012). En este caso, es necesario que se lleve a cabo la
reaccion de “clic” para que la EdU se pueda incorporar a los dNTP. La reaccion de “clic” es
una conjugacion covalente del grupo etinilo de la EQU a la azida fluorescente catalizada por
el cobre (F. Chehrehasa, et.al., 2009). A diferencia del marcaje con BrdU, la incorporacion
de EdU no requiere la alteracion de la estructura helicoidal del ADN gracias al pequefio
tamafio de la azida fluorescente (S.B. Buck, et.al., 2008). Principalmente, la técnica de
marcaje de los ANTP junto con los fragmentos de la cadena de ADN depende de la finalidad
del trabajo de investigacion y de los requisitos del investigador. No obstante, es importante
recalcar que, la deteccion de fluorescencia muchas veces va acompanada de otras técnicas
como la citometria de flujo, citometria de barrido o la microscopia de fluorescencia (Li X,
Darzynkiewicz Z, 1995; Darzynkiewicz Z, Galkowski D, Zhao H, 2008; S. Ribeiro, et.al.,
2017; B. Grasl-Kraupp, et.al., 1995; Y. Wang, et.al., 2018; X. Ye, et.al., 2017; K.J Kelly,
et.al., 2003).
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6.1.2 Ventajas y desventajas del Ensayo de TUNEL

El ensayo de TUNEL es una de las técnicas aceptadas para detectar la apoptosis in vitro e in
situ, ya que, al ser confirmada por otros métodos logra ser muy precisa. Esta técnica esta
considerada como uno de los métodos histoquimicos estindar mas comunes para detectar y
cuantificar células apoptoticas en lineas y suspensiones celulares y en tejidos en etapas
posteriores de apoptosis. (S. Huerta, et.al., 2007; K. Kyrylkova, et.al., 2012). Es una técnica
rapida que ha demostrado ser altamente sensible en comparacion con el ensayo de escalera
de ADN, dado que, precede a la aparicion de la escision internucleosomal del ADN detectada
en el gel de agarosa (Gavrieli Y, Sherman Y, Ben-Sasson SA, 1992). Sin embargo, una
desventaja muy relevante es que el ensayo de TUNEL no sélo detecta células apoptoticas,
sino que, también es capaz de detectar células necréticas o aquellas que han sido dafiadas por
compuestos toxicos, generando asi, la posibilidad de obtener falsos positivos en los
resultados del ensayo (B. Ansari, et.al., 1993). Lamentablemente, el problema va mas alla,
dado que, se ha demostrado una falsa positividad en células sometidas a reparacion activa
del ADN, células sometidas a autolisis post-mortem y en células degenerativas que aparecen
en el cerebro neonatal durante el desarrollo de un infarto agudo de miocardio (C. Torres,
etal., 1997; M. Kanoh, et.al., 1999; B. Grasl-Kraupp, et.al., 1995). Gracias a estas
observaciones, se ha llegado a la conclusion que el ensayo de TUNEL no es un método
especifico Unicamente para la fragmentacion del ADN por apoptosis. Por lo que, es
indispensable la comparacion de los resultados obtenidos con los resultados de otros métodos
para poder afirmar la presencia de células apoptoticas. Otra gran desventaja de este método
es que, a pesar de ser muy preciso, es una metodologia cualitativa y subjetiva, costosa, que
consume mucho tiempo si se requiere analizar grandes cantidades de muestra.
Adicionalmente, no logra detectar los estadios tempranos del proceso apoptotico, por lo que,

unicamente detecta células en estadio tardio (Elmore, 2007; Huerta et al., 2007).

6.1.3 Componentes para el ensayo de TUNEL
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Existen diversos kits preestablecidos para el ensayo de TUNEL los cuales te proporcionan

diferentes componentes, pero, basicamente proveen el tampon de equilibrio, la mezcla de

nucleotidos biotinilados y la desoxinucleotidil transferasa terminal recombinante (TdT).

Adicionalmente, se necesitan los siguientes componentes basicos para poder llevar a cabo el

procedimiento (K. Kyrylkova, et.al., 2012).

Bandeja de portaobjetos de histologia.

Rejilla deslizante.

Incubadora.

Cubreobjetos de plastico.

Solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

Paraformaldehido al 4% en PBS.

Proteinasa K, 10 mg / ml de reserva en Tris-HCI 100 mM (pH 7.5), EDTA 10 mM;
almacenar en alicuotas a -20 ° C.

Tampon de equilibrio.

Mezcla de reaccion de TdT: agregue 98 um de tampon de equilibrio, 1 pm de mezcla
de nucleotidos biotinilados y 1 um de rTdT por 1 reaccion (preparar suficiente mezcla
de reaccion para todas las reacciones experimentales y de control).

Mezcla de control negativo: agregue 98 um de tampoén de equilibrio, I pm de mezcla
de nucleotidos biotinilados y 1 um de dH»O esterilizado en autoclave por 1 reaccion.
SSC, solucion madre 20x: NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M en dH-O, pH 4.5.
PBST: PBS que contiene Tween 20 al 0.1%.

SA-Cy3 (Jackson ImmunoResearch) (puede wusarse cualquier otro tipo de
estreptavidina (SA) marcada para detectar dUTP biotinilado).

Etanol al 100%, 95%, 70% y 50% en dH,O.

Xileno.

Medio de montaje DPX.

Micro cubreobjetos.
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Figura 22. Kit de ScienCellTM para el ensayo de TUNEL aplicada a astrocitos humanos con (4) y sin (B) DNasa I. Los
nuicleos negros solo se pueden observar en aquellas células tratadas con DNasa I. Esto sirve para identificar los controles
positivos y negativos del ensayo. (ScienCell, s.f).

6.2 AnexinaV

El ensayo de tincion con anexina V es otra prueba importante y de gran utilidad para contar
el nimero de células que sufrieron apoptosis. El principio fundamental de esta técnica se basa
en que naturalmente las células sanas tienen una naturaleza hidrofébica debido a la expresion
de fosfatidilserina en la membrana interna. Sin embargo, cuando una célula se encuentra bajo
el proceso de apoptosis la membrana interna se invierte, convirtiéndose asi en la membrana
externa, y exponiendo a la fosfatidilserina. Asi pues, para detectar la apoptosis las células
son tefiidas con anexina V y solucion de yoduro de propidio (PI) seguido de un analisis de
citometria de flujo. La anexina V detecta especificamente a la fosfatidilserina expuesta en la
ahora membrana externa de las células y el yoduro de propidio tifie las células necroticas. La
diferencia entre una célula apoptotica y una necrotica para poder ser diferenciadas mediante
el uso de esta técnica es que, las células necroticas presentan un contenido de ADN con
“fugas”. Por tanto, una vez que se realiza el analisis de las células por medio de citometria
de flujo se pueden observar diferentes resultados. Dentro de los posibles escenarios se
encuentran las células negativas tanto a la anexina V como al yoduro de propidio, siendo
estas células sanas; las células positivas contra anexina V y PI son necréticas y, finalmente,
las positivas a la anexina V, pero negativas a PI son consideradas células apoptdticas (Figura

23) (I. Lakshmanan y S. K. Batra, 2013).
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Figura 23. Ensayo de tincion doble de anexina V / yoduro de propidio (PI). Las células HeLa se trataron durante 12 h con
20 ng ml'" de TNF en combinacién con 1 uM de cicloheximida (TNF), 1 uM de actinomicina D (Act D) o se dejaron sin
tratar. Luego, las células se recolectaron e incubaron con anexina V-FITC recombinante a una concentracion final de 1
ug ml! durante 5 min a temperatura ambiente. Justo antes del andlisis por citometria de flujo, se aiiadié PI a todas las
muestras hasta una concentracion final de 10 ug ml”'. En los paneles de la izquierda, se han analizado las células para
determinar la union de la anexina V, asi como la captacion de Pl. En los paneles de la derecha, sélo se muestran los datos
de union de la anexina V para las mismas muestras. Se indica el porcentaje de células positivas para anexina V, positivas
para PI o doble positivas tanto para anexina V como para PI. Modificado de: (S. E. Logue, et.al., 2009).

La anexina V es una proteina recombinante que se une especificamente a la fosfatidilserina
expuesta en la membrana externa de las células que sufren apoptosis. Esta técnica es de las
mas reconocidas para poder identificar este proceso en células que presentan alteraciones
membranales. Lo que la hace atin mas efectiva es la combinacion de esta proteina con un
marcador catidonico de ADN no permeable a la membrana como lo es el yoduro de propidio
(M. Martinez, 2009). Dando como resultado la diferenciacioén entre células no apoptoticas
(anexina V negativo / IP negativo), células en apoptosis temprana (anexina V positivo / IP
negativo) y células necroticas (anexina V positivo / IP positivo) (P. Pozarowski et al., 2003;

B. Zhivotovsky y S. Orrenius, 2001; P. Mukhopadhyay et al., 2007; J. P. Gasser et al., 2009).
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6.2.1 Componentes y procedimiento para el ensayo con anexina V

Al igual que para el ensayo TUNEL, ya existen kits comerciales predeterminados que
proporcionan los materiales y reactivos necesarios para poder llevar a cabo el procedimiento
correctamente. Principalmente, los materiales y reactivos que incluyen los kits para poder
realizar esta técnica son una solucidon de anexina V, soluciéon de yoduro de propidio y un
tampon de incubacion. Adicionalmente, se requiere tripsina, NaCl, KCl, Na,HPO4, KH2PO4
y tamp6én PBS (pH 7.4). Dentro del equipo necesario se encuentra un citometro de flujo, una
centrifuga y un matraz de cultivo T25, ademas de cualquier material adicional para manipular
las células y los reactivos (I. Lakshmanan y S. K. Batra, 2013). Por otro lado, los pasos que
se deben de llevar a cabo para realizar esta técnica segun I. Lakshmanan y S. K. Batra (2013),

son los siguientes.

1. Sembrar las células (1 x 10° células) en un matraz de cultivo T25 por triplicado para
los experimentos.

2. Para los controles, sembrar las células en tres matraces de cultivo T25 diferentes. En
el primero células sin tefiir, en el segundo células con anexina V 'y en el tercero células
con PL.

3. Incubar las células por 48 h.

4. Recoger el sobrenadante que contiene a las células apoptoticas y tripsinizar a las
adherentes (~ 2 x 10° células) de todos los matraces. Se deben de combinar ambas
células para resultar en un total de seis tubos.

5. Lavar las células recolectadas dos veces con PBS y centrifugarlas a (670 % g, 5 min,
RT).

6. Se deben de resuspender los sedimentos t (~2 x 10° célulals) en PBS (400 pl).

a. Células experimentales (triplicado) = (400 pl de células + 100 pl de tampon
de incubacion con 2 pl de anexina [1 mg/ ml] y 2 pl de yoduro de propidio [1
mg / ml]).

b. Celdas de control.

i. Control 1: (sin tefir) = (400 pl de células + 100 ul de tampon de

incubacion).
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ii. Control 2: (s6lo anexina V) = (400 pl de células + 100 pl de tampon
de incubacién con 2 pl de anexina (1 mg / ml)).

iii. Control 3: (s6lo yoduro de propidio) = (400 pl de células + 100 pl de
tampon de incubacion con 2 pl de yoduro de propidio (1 mg / ml)).

7. Analizar las células sin lavarlas usando un citémetro de flujo.

Es importante tomar en cuenta algunas consideraciones adicionales para que la uniéon de
anexina V a la fosfatidilserina sea exitosa. Por ejemplo, para evitar falsos positivos las células
que seran tefiidas con anexina V no deben estar previamente fijadas ni permeabilizadas con
agentes como para-formaldehido o metanol. Esta consideracion también debe de estar
presente al momento de recolectar las células adherentes, debido a que la tripsinizacion
agresiva o la manipulacion de células, como rasparlas al intentar separarlas, puede dafiar la
membrana plasmatica y generar falsos positivos. Otra consideracion importante es la
concentracion de calcio. Para que la anexina V se una eficazmente a la fosfatidilserina, la
concentracion de calcio debe de ser de 1 a 3 mM, por esto, es sumamente importante que el
tampon que se utilice contenga calcio. Una medida estandar ideal de calcio para la mayoria
de las células es de 1.8 mM, ya que, concentraciones mas altas pueden provocar una unioén

inespecifica de la anexina V a diferentes fosfolipidos (S. E. Logue, et.al., 2009).

Continuando con las consideraciones, el tampdon de pH idealmente debe de tener un
valor de 7.2, siempre debe de ser superior a 5, debido a que un pH por debajo de esta cifra
ocasiona que se pierdan propiedades de union entre la fosfatidilserina y la anexina V.
Finalmente, el ultimo paso, pero no menos importante, es que se debe de titular
cuidadosamente la concentracion de anexina V-FITC. Este es el paso mas importante porque
demasiada o poca cantidad de anexina V-FITC puede dar como resultado la separacion
suboptima entre la poblacion de células sanas y las apoptéticas en los ensayos de union (S.

E. Logue, et.al., 2009).
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Figura 24. Tincién con anexina V / PI de células apoptdticas. Las células HeLa se trataron durante 12 h con 20 ng ml' de
TNF en combinacion con cicloheximida (I mM). Las células se tifieron con anexina V-FITC recombinante a una
concentracion final de 1 ug ml”" durante 15 min a 37°C (a), o en combinacién con PI a una concentracion final de 10 ug
ml! (b). Las células positivas para anexina V-FITC se tifien de verde y las células positivas para PI se tifien de rojo.
Modificado de: (S. E. Logue, et.al., 2009).

6.2.2 Ventajas y desventajas

La tinciéon con anexina V + PI, al igual que el ensayo de TUNEL, es tanto una prueba
cualitativa como cuantitativa que puede detectar a las células apoptoticas en estadio tardio.
Pero, adicionalmente, la tincion con anexina V + PI identifica células apoptoticas en estadios
tempranos y discrimina a la necrosis (M. Martinez, 2009). Otras ventajas adicionales de esta
técnica es la rapidez en que se pueden obtener los resultados, asi como su precision y su alto
nivel de confiabilidad. La tincion por anexina V requiere de una preparacion minima de la
muestra, por lo que, no es necesaria una gran cantidad de reactivos. En cuanto a la evaluacion
de resultados se puede hacer por dos métodos diferentes, los cuales son, microscopia o
andlisis de citometria de flujo. Especificamente la microscopia permite observar cambios
adicionales que presentan las células apoptoticas, como lo son, la fragmentacion nuclear y la
formacion de ampollas en la membrana plasmatica, fendmenos no observables en el andlisis
por citometria de flujo. No obstante, este tltimo proporciona los resultados de manera mas
rapida y es un método altamente cuantitativo para evaluar la apoptosis. Ademas, en conjunto
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con el yoduro de propidio, el citdémetro de flujo puede diferenciar rapido y eficazmente una
célula apoptdtica de una necrotica (S. J. Martin, et.al., 1995). En la Tabla 6 se muestra un
listado de los diferentes tipos de células que pueden ser facilmente detectadas por la unién

de anexina V a su membrana cuando se encuentran en proceso de apoptosis.

Tabla 6. Seleccion de tipos de células donde la apoptosis se puede detectar facilmente usando el ensayo de union de anexina
V. Modificada de: (S. E. Logue, et.al., 2009).

Tipo de célula Referencia
Linfocitos B 5
Linfoblastos T. Ej. Jukart 6
Linaje mieloide. Ej. THP-1, U937 25y26
C¢élulas de carcinoma de ovario. Ej. HeLa, SK-0V-3 27y 28
Células embrionarias de rifion humano (HEK-293) 29
Células primarias humanas y murinos (MRC-5, MEF) 30y 31
Células humanas no pequeiias de cancer de pulmén (MR65) 32
Células humanas de melanoma (SKMel 1) 33
Hepatocitos humanos y murinos 34y35
Timocitos murinos 36
Fibroblastos murinos y simio. Ej. NIH-3T3 y COS 37y38
Células de ovario de hamster chino (CHO) 39
Células mesangiales glorumelares de rata 40

Una desventaja importante es que no suele ser una técnica muy econdémica. Por ejemplo,
comprar a proveedores comerciales aproximadamente 100 mg de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) conjugado con anexina V puede costar hasta $11 922. En adicion, los
estudios de imagenes in vivo que requieren anexina V normalmente requieren grandes
cantidades de producto, lo que hace mas costoso obtener la anexina V de los proveedores (S.

E. Logue, et.al., 2009).

6.3 Deteccion de las caspasas

Tal como se menciond con anterioridad, la apoptosis esta altamente regulada por las caspasas,
una familia de cisteina proteasas. Tanto la via extrinseca como la intrinseca involucran la
activacion de caspasas. Por ejemplo, la via de activacion extrinseca es iniciada gracias a la

uniéon de los receptores de la muerte a sus ligandos en la superficie celular, dando como
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resultado la dimerizacion y activacion de la caspasa 8. Por otro lado, la via de activacion
intrinseca es estimulada por diferentes factores como el dafio del ADN o estrés, resultando
en la formacion del apoptosoma y la activacion de la caspasa 9. Ambas caspasas son
iniciadoras, lo que significa que, una vez activadas pueden dividirse y activar a otras
caspasas, como la 3, 6 y 7. Estas caspasas son esenciales para la inactivacion de sustratos e
iniciar las vias de sefializacion que promueven la muerte celular (L. E. Edgington-Mitchell y
M. Bodyo, 2016). Las caspasas son sintetizadas como enzimas inactivas, ocasionando que la
medicién de su expresion mediante el uso de anticuerpos no demuestre sus niveles de
actividad (L. E. Edgington, et.al., 2011; E. Due, et.al., 2012; L. E. Sanman y M. Bodyo,
2014; S. Serim, et.al., 2012). Por ejemplo, la caspasa 3 se encuentra en el citoplasma como
un zimoégeno de forma inactiva y es activada cuando es escindida por otras caspasas. La
secuencia favorita de la caspasa 3 para la escision es aspartato-glutamato-valina-aspartato

(Nicholson and Thornberry, 1997)

6.3.1 Formas de medir los niveles de activacion de las caspasas

Un buen método para medir la actividad de las caspasas es con ayuda de sustratos
fluorogénicos (L. E. Edgington, et.al., 2011). Estos sustratos contienen una secuencia de
péptidos basada en el sitio de escision de cada caspasa y un fluoréforo. Una vez que la caspasa
es activada corta el sustrato y se produce un cambio detectable en las propiedades
fluorescentes del fluoréforo, asi pues, la emision fluorescente esta relacionada directamente
con los niveles de enzima activa (L. E. Edgington-Mitchell y M. Bodyo, 2016). Los sustratos
estan disponibles comercialmente y son vendidos especificamente para miembros
individuales de la familia de las caspasas, no obstante, un sustrato particular puede ser mejor
escindido por una caspasa que por otra. Por lo que, una desventaja de este método es que
medir la actividad de una caspasa individual no es sencillo, lo que dificulta su interpretacion

(L. E. Edgington-Mitchell y M. Bodyo, 2016).

Otra interesante alternativa para medir la actividad de las caspasas es utilizar sondas
basadas en actividad (ABPs). Estas son moléculas pequefias que se unen irreversiblemente a
las caspasas activadas. Estas sondas también cuentan con una secuencia de péptidos basada

en el sitio de escision para las caspasas y un fluoréforo (Figura 25A, B). La diferencia entre
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ambos es que, las ABP cuentan con un grupo funcional conocido como ojiva
(aciloximetilcetona) que se encarga de modificar covalentemente la enzima de forma
dependiente de la actividad. Esto lo hace tras su union selectiva al residuo de cisteina del
sitio activo y, al ser una uniéon covalente, un ABP logra sobrevivir a las condiciones
desnaturalizantes del método electroforético SDS-PAGE. Posteriormente, la fluorescencia
generada por el fluoréforo es detectada utilizando un escéner laser de superficie plana. Una
vez que las caspasas han sido marcadas con los ABP, se pueden analizar por SDS-PAGE
fluorescente haciendo posible la identificacion de las enzimas que conducen a la acumulacion

de fluorescencia in vivo (L. E. Edgington-Mitchell y M. Bodyo, 2016).

Los ABP permiten identificar caspasas especificas activas dentro de una muestra,
ademas, pueden administrarse in vivo, permitiendo la identificacion in situ de la actividad de
las caspasas mediante la obtencion de imagenes de la acumulacion de fluorescencia en
ratones vivos o tejidos extirpados (L. E. Edgington-Mitchell y M. Bodyo, 2016). Dos
ejemplos de estas sondas son AB50 y LE22, ambas contienen un fluoréforo CyS5 vy, la
diferencia entre estas, son ligeros cambios en su region de especificidad de péptido y sus
caspasas diana (L. Edgington, et.al., 2009; L.E. Edgington, et.al., 2012). Por ejemplo, AB50
presenta una secuencia Glu-Pro-Asp y se une a la caspasa 3 y 7 activas (Figura 25C).
Mientras que, LE22 contiene una secuencia de péptidos Val-Glu-Ile-Asp y se une a la caspasa
6 activa, pero también a la 3 y 7 (Figura 25C) (L. E. Edgington-Mitchell y M. Bodyo, 2016).
Es importante mencionar que, ambas sondas pueden sufrir una reactividad cruzada con otra
cisteina conocida como legumain, no obstante, esto no es un gran problema debido a que
todos los objetivos marcados pueden ser rastreados bioquimicamente (L. E. Edgington-

Mitchell y M. Bodyo, 2016).
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Figura 25. Sondas basadas en actividad para caspasas. (a) Esquema de las caracteristicas clave de una sonda basada en
actividades. (b) Mecanismo de una cisteina proteasa que se une a un ABP con una ojiva de aciloximetilcetona. (c)
Estructuras de dos sondas basadas en actividad fluorescente para caspasas, AB50 y LE22. Modificado de: (L. E.
Edgington-Mitchell y M. Bodyo, 2016).

6.3.2 Ventajas y desventajas

Un método por el cual se puede detectar a la caspasa 3 es mediante el uso de un marcador
fluorescente utilizado para ensayos de enzimas fluorogénicas como el AFC (7-amino-4-
trifluorometilcumarina), el cual es liberado una vez que la caspasa 3 es escindida. Una
desventaja de este método es la necesidad de homogeneizar las células de los tejidos para
liberar las enzimas, lo que genera la destruccién de la integridad del tejido haciendo
imposible determinar el tipo de célula que sufre apoptosis. Ademas, usualmente se requieren
grandes muestras de tejido para tener suficiente muestra y que sea posible detectar la
actividad de la caspasa 3. Por otro lado, es un método consistente que permite la
cuantificacion rapida y es mas utilizado para analizar el curso temporal de células en cultivo.
Adicionalmente, es un buen método para analizar tejidos complejos que contienen diferentes
tipos de células, pero s6lo un tipo sufre cambios en el nivel de apoptosis (M. Watanabe, et.al.,
2002). La deteccion de los niveles de activacion de las caspasas para identificar la apoptosis
en células cuenta con las mismas ventajas que la técnica con anexina V. Es decir, es un
método que discrimina a la necrosis, es un técnica cuantitativa y cualitativa que identifica

células apoptoticas en estadios tempranos y tardios (M. Martinez, 2009).
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6.4 Evidencia del funcionamiento del ensayo de TUNEL, anexina V y deteccion de

caspasas con desintegrinas.

El primer ejemplo por analizar sera la desintegrina MVD rubistatina, clonada de una glandula
de veneno de Crotalus ruber. A partir de esta desintegrina se generd la rubastatina
recombinante (r-Rub), sobre la cual, se midio6 su capacidad de inducir apoptosis en tres lineas
celulares de cancer humano diferentes. Estos cultivos celulares fueron SK-Mel-28 (lineas
celulares de melanoma), HeLLA (linea celular inmortal) y T24 (linea celular a partir de un
paciente con cancer de vejiga urinaria) (C. M. Carey, et.al., 2012). Se utiliz6 el kit de
deteccion de apoptosis APO-BRDU TUNEL y ensayos de fragmentacion de cromatina para
medir la capacidad del péptido r-Rub para inducir apoptosis en las diferentes lineas celulares.
Para esto, todas las lineas celulares fueron incubadas con 2.5 uM del péptido r-Rub por 24 h.
Transcurrido el tiempo y mediante microscopia fluorescente y tincion Hoechst se observé la
capacidad del péptido r-Rub de inducir la fragmentacion de la cromatina s6lo de las células
de la linea SK-Mel-28 (C. M. Carey, et.al., 2012). Adicionalmente, se llevé a cabo un ensayo
de TUNEL para cuantificar la poblacioén de células SK-Mel-28 apoptdticas tras ser tratadas
con el péptido r-Rub. Aqui los resultados obtenidos arrojaron que el 51.55% +/- 5.28 de las
células SK-Mel-28 tratadas sufrieron apoptosis (Grafico 6), por lo que, se concluye que el
péptido r-Rub tiene una actividad apoptotica estadistica significativa (p <0,005) (C. M.
Carey, et.al., 2012).

Figura 26. La fragmentacion nuclear inducida por r-Rub de las células SK-Mel-28. (4) Células teriidas con Hoechst después
del tratamiento con r-Rub 2.5 uM durante 24 h (fragmentacion de cromatina, puntas de flecha blancas). (B) Células no
tratadas teriidas con Hoecst (C. M. Carey, et.al., 2012).
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Gradfico 6. Apoptosis inducida por r-Rub de células SK-Mel-28. Las células se incubaron con 3.5 uM de péptidos r-Rub
durante 18 h. Las células no tratadas se utilizaron como control negativo. Los experimentos se realizaron por triplicado.
Los datos de desviacion estandar se incluyen como barras. Modificado de: (C. M. Carey, et.al., 2012).

Es dificil conocer con exactitud a qué receptor se dirige r-Rub para inducir apoptosis, sin
embargo, se estudié al homologo mas cercano a r-Rub siendo la atrolisina E / D, el cual,
inhibe al ADP y la agregacion plaquetaria activada por colageno (Shimokawa et al., 1998).
Este hallazgo sugiere que la atrolisina E / D se une a los receptores de integrina o33, 021 0
a1P1 y, posiblemente r-Rub también lo haga debido a que igualmente inhibe la agregacion
plaquetaria inducida por ADP. No obstante, la linea celular SK-Mel-28 carece de a.1f1; ambas
lineas celulares, HeLa y SK-Mel-28 expresan azf1, pero se conoce que r-Rub no logroé inducir
la apoptosis en HeLa (Taklemariam et al., 2011; Seoane et al., 2010). Finalmente, se concluye
que, r-Rub es un potente inductor de la apoptosis en células de la linea celular SK-Mel-28,
pero no genera actividad apoptdtica sobre las células de T24 ni HeLa. Ademads, es un
inhibidor de la migracion celular y la proliferacion de SK-Mel-28, lo que desencadena la
hipotesis de que la inhibicion de la proliferacion celular esta relacionada con la apoptosis (C.

M. Carey, et.al., 2012).
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Se realizod otro estudio en donde se analiz6 la capacidad de la desintegrina KTS
obtustatina de inhibir a la integrina a1 expresada en las células endoteliales y se observo su
efecto sobre el desarrollo de melanoma experimental. Para esto, se utilizaron dos modelos
animales que presentaron el melanoma, un raton y una codorniz. Primero, fue necesario la
inoculacion de células B16F10 (1 x 10°) o células MV3 (1 x 107) por via subcutanea en el
dorso de ratones C57BL / 6 o CD-1 Nu / Nu. Para ratones singénicos se espero cuatro dias a
que los tumores se desarrollaran y crecieran, mientras que, para los ratones desnudos se
esper6 7 dias. Ademas, a estos ultimos se les inyectd la obtustatina en la vena de la cola cada
dos dias en dos dosis de 5 mg / kg y 2.5 mg / kg por via intravenosa. Los tumores se midieron
todos los dias con ayuda de un calibre de dial, determinando los volumenes con la férmula
ancho 2 x largo x 0.52. Es importante mencionar que, cada grupo estuvo conformado de cinco
ratones y que para los grupos control se utilizd PBS inyectado. Para la medicion de la
apoptosis se utilizaron los tres métodos descritos en la metodologia, es decir, ensayo de

TUNEL, deteccion de anexina V y deteccion de caspasas (M. C. Brown, et.al., 2008).

Para la deteccion de anexina V en células dHMVEC después del tratamiento con
obtustatina se utiliz6 un kit de reactivos proporcionado por BD Biosciences, San Diego, CA,
y, las muestras fueron analizadas durante una hora por citometria de flujo de doble color
utilizando un citometro de flujo EasyCyte (Guava, Hayward, CA). Asimismo, los
experimentos realizados para la deteccion de la caspasa 3 y 8 se llevaron a cabo utilizando
un kit ELISA colorimétrico brindado por BD Biosciences y un kit basado en isotiocianato de
fluoresceina (FITC) proporcionado por Chemicon. Después, para poder leer la placa ELISA
se utilizé un lector de placas ELISA EL x 800 (BioTek, Winooski, VT) a una longitud de
onda tnica de 450 nm. Por altimo, la placa con muestras marcadas con fluoresceina se leyo

por medio de un lector de placas fluorescentes FL x 800 (BioTek) (M. C. Brown, et.al., 2008).

Finalmente, el silenciamiento del ARN del gen de la caspasa 3 en células dHMVEC
se llevo a cabo en un medio sin suero mediante transfeccion, es decir, introducir acidos
nucleicos en células de mamiferos, con ARNip (75 pmol, Gene ID # 836, siRNA ID # s399,
Applied Biosystem, Foster City, CA) usando Lipofectamine (Invitrogen) en Opti-MEM
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medios de comunicacion. Tras el paso de 72 horas realizando transfeccion, las células fueron
separadas por tripsinizacion y algunas fueron tratadas con 2 uM de obtustatina en el medio
que contenia FBS al 2%. Después, las células fueron fijadas con para-formaldehido al 2% y
se tifieron con TUNEL utilizando un kit comercial de la marca Roche. Por ltimo, utilizando
el citometro de flujo EasyCyte se hizo la deteccion de las células apoptoticas y, para el
andlisis de las caspasas 3 y 8 liberadoras realizado por Western blot se usaron anticuerpos
especificos, adquiridos de Cell Signaling Inc., esto con el objetivo de reconocer la forma

escindida de las caspasas (M. C. Brown, et.al., 2008).

Ahora bien, en referencia a los resultados obtenidos, lo primero que se analizo fue el
efecto de la obtustatina en la morfologia de las células dHMVEC. Se observé un cambio
significativo en la forma de las células tratadas con una alta concentracion de obtustatina (2
uM) en el medio de cultivo tisular que contenia todos los factores de crecimiento y PBS al
5%. Asimismo, estas células comenzaron a desprenderse, mostrando una morfologia
apoptotica tipica (Figura 27A) (M. C. Brown, et.al., 2008). Para poder medir las primeras
etapas de apoptosis se utilizo el ensayo de anexina V, donde los datos revelaron que
efectivamente la anexina V se une a la superficie de las dHMVEC tras el tratamiento con
obtustatina, lo que ocasioné una pérdida de asimetria de fosfolipidos de membrana y
exposicion de la fosfaltidilserina (G. Koopman, et.al., 1994). La fosfatidilserina es
reconocida por la anexina V y detectada por citometria de flujo (Figura 27B).
Adicionalmente, se observd que efectivamente la obtustatina indujo apoptosis en las
dHMVEC gracias a la via de activacion de las caspasas, ya que, el tratamiento resulto en la
liberacion de la caspasa 3 en dHMVEC, la cual fue detectada por el método ELISA
colorimétrico y por transferencia Western blot (Figura 27C) (M. C. Brown, et.al., 2008).

Gracias al silenciamiento del gen de la caspasa 3 por ARNip se confirm6 que la
integrina o1f; transfiere la sefial proapoptdtica a través de una via dependiente de caspasa
tras ser antagonizada por la obtustatina. Asi pues, las células dHMVEC que contenian el gen
de caspasa 3 silenciado fueron resistentes a la apoptosis inducida por la obtustatina,
fendomeno que se pudo observar mediante los ensayos de TUNEL de citometria de flujo y la

transferencia de Western blot (Figura 27C). Por otro lado, la caspasa 8 participa en la via
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extrinseca de la apoptosis y es activada tras la union de la obtustatina a la integrina o131 en
dHMVEC. Para detectar a la caspasa 8 se realizé un lisado de células previamente tratadas
con obtustatina por medio de ELISA fluorescente y transferencia Western blot (Figura 27D).
Sin embargo, la obtustatina no mostré propiedades apoptoticas en las lineas celulares de
melanoma humano y raton, MV3 y B16F10, a pesar de que ambas lineas celulares expresan
a la integrina a1 31. Finalmente, el anélisis de secciones de parafina tomadas del tejido tumoral
mostro una tincion positiva de rupturas de la hebra de ADN (reaccion TUNEL) en las células
endoteliales de muestras de cancer aisladas de animales tratados con obtustatina (Figura 28)

(M. C. Brown, et.al., 2008).
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Figura 27. Induccion de apoptosis por obtustatina en dHMVEC. (a) Cambios morfolégicos de dAHMVEC en cultivo tratado
o0 no con obtustatina. Las células se cultivaron en una placa de 6 pocillos hasta una confluencia del 90% y se trataron con
obtustatina 2 uM. La incubacion se realizo en medio EBM-2 completo durante 24 horas y después de lavar con PBS las
células se fijaron con paraformaldehido al 2%. Las células se analizaron mediante observacion microscopica de fase de
contraste con un aumento de 200x. (b) Deteccion de la etapa temprana de apoptosis inducida por obtustatina en dHMVEC
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probando la union de anexina V-FITC en citometria de flujo. (c) Efecto de la obtustatina sobre la generacion de caspasa 3
en dHMVEC. Para ELISA, las células se cultivaron en medio completo durante 16 horas en presencia o ausencia de
obtustatina (2 uM) o vincristina (50 ug / ml). Las células se lisaron y se detecto la caspasa 3 liberada usando un kit de
ensayo de ELISA colorimétrico (BD Bioscience). El ensayo TUNEL para andlisis de citometria de flujo se realizé para
dHMVEC con gen de caspasa 3 silenciado usando ARNip especifico. Después de 72 horas de transfeccion, las células se
separaron, se trataron con obtustatina 2 uM durante 2 horas y se mezclaron con reactivos TUNEL. Las areas grises de los
grdficos presentan histogramas FACS para muestras tratadas con obtustatina, mientras que las dreas negras controlan
muestras no tratadas. El andlisis de transferencia Western blot para dHMVEC con caspasa 3 silenciada se realizo mediante
el tratamiento de las células adheridas con obtustatina 2 uM durante 2 horas, después de la lisis de las células y la
separacion del lisado en SDS-PAGE en gel reducido. Las proteinas del gel se transfirieron eléctricamente a una membrana
de PVDF y se incubaron con anticuerpo policlonal anti-caspasa 3 primario. Las bandas se visualizaron usando un kit de
deteccion Western blot quimioluminiscente. (d) Efecto de la obtustatina sobre la generacion de caspasa 8 en dHMVEC. La
deteccion de caspasa 8 se realizo usando un kit de fluorescencia (panel derecho). Las células se trataron en el cultivo con
obtustatina 2 uM durante 2 horas, y luego se aiiadieron los reactivos del kit de deteccion de caspasa 8 basados en FITC.
Las células se transfirieron a una placa de 96 pocillos, que se leyo utilizando un lector de placas de fluorescencia. Las
barras de error representan S.D. de tres experimentos. Las diferencias entre los grupos de control y los inductores de
apoptosis fueron estadisticamente significativas (p <0,0001). La deteccion de caspasa 8 mediante transferencia Western
blot se realizé en dHMVEC mediante tratamiento de células en el cultivo con obtustatina 2 uM en diferentes puntos de
tiempo. Los lisados de células se analizaron como se describe para la caspasa 3. Modificado de: (M. C. Brown, et.al.,
2008).

Control

Obtustatina

Figura 28. Inmunohistoquimica de secciones en parafina de melanoma de raton B16F10. Imdgenes representativas de
secciones de tejido de control y melanoma B16F10 tratado con obtustatina. Las flechas negras indican vasos, las flechas
verdes indican manchas necroticas. Modificado de: (M. C. Brown, et.al., 2008).

A manera de conclusion referente a este ensayo, se considera que la capacidad de la
obtustatina a inhibir el crecimiento del melanoma estd relacionada con su actividad
antiangiogénica. Se demostro claramente que la obtustatina bloquea altamente la
proliferacion de las células endoteliales, lo cual es un efecto independiente del tipo de
agonista utilizado. También, se reveld que es un gran inductor de apoptosis en las células

endoteliales, principalmente mediante la activacion de la via extrinseca que depende de la
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caspasa 8. A pesar de que la via extrinseca fue la mas analizada en este ensayo experimental,
no se descarta la posibilidad de que la via mitocondrial también pueda ser activada por la
desintegrina obtustatina. Adicionalmente, gracias al ensayo de citometria de flujo de TUNEL
se observo que la obtustatina indujo apoptosis en células suspendidas ya desprendidas (M.

C. Brown, et.al., 2008).
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7. DISCUSION

El céancer es la primera causa de muerte a nivel mundial, mientras que, en el continente
americano se encuentra en segundo lugar. A nivel nacional, el cancer es la tercera causa de
muerte en la poblacion, siendo el cancer de pulmoén el segundo tipo de cancer mas comin en
el pais justo por debajo del cancer de mama. A lo largo del tiempo, se han realizado diversos
estudios para comprender la fisiologia y anatomia del cancer, asi como las principales causas
y los posibles tratamientos para mejorar la calidad de vida de miles de pacientes de diferentes
edades. Si bien, existen diferentes terapias y medicamentos ya aprobados para tratar el cancer
de pulmén. No obstante, estos tratamientos suelen ser muy invasivos en los pacientes
provocando que estos tengan una calidad de vida deficiente. Actualmente, la investigacion
se ha enfocado en el descubrimiento y desarrollo de nuevos fdrmacos que tengan mayor
especificidad y efectividad para combatir el cancer de pulmoén, con la intencion de que

produzcan los menores efectos secundarios posibles en los pacientes.

Las desintegrinas son moléculas provenientes de venenos de serpientes que han
mostrado una alta actividad para inhibir la adhesion celular, la migracion celular y la
angiogénesis. Sin embargo, también se han encontrado desintegrinas con un gran potencial
para generar apoptosis en células cancerigenas, lo que abre la puerta a la posibilidad de
desarrollar medicamentos basados en desintegrinas como coadyuvantes contra el céncer.
Actualmente, ya existen algunas moléculas de venenos de serpiente muy bien estudiadas de
las cuales se conoce su funcionamiento para combatir algunas enfermedades. Por ejemplo, el
Captopril® es el primer farmaco aprobado por la FDA en 1979 aislado de veneno de serpiente
y funciona para tratar la hipertension arterial. Adicionalmente, se encuentran en el mercado
dos agentes antiplaquetarios provenientes de venenos de serpientes que ya fueron aprobados
por la FDA y que son utilizados como terapia para el sindrome de isquemia coronaria aguda
y para complicaciones tromboticas (D. Vivas, R. Inga y A. Yarlequé, 2012). Tirofiban
(Aggrastat®), es desarrollado a partir de la desintegrina echistatina aislada del veneno de
serpiente Echis carinatus 'y, eptifibatide (Integrillin®), partiendo de la desintegrina
basbourina obtenida del veneno de serpiente Sistrurus miliarius barbouri (Chen et al., 1991,

Saudek et al., 1991; Scarborough et al., 1991).
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No obstante, hasta la fecha no existe un medicamento aprobado especificamente para
tratar algin tipo de cancer que esté basado en desintegrinas provenientes de venenos de
serpientes. Ademas, existen escasos estudios en los cuales se analizan los venenos de especies
mexicanas como las Crotalus, a pesar de que se han encontrado algunas especies que pueden
ser prometedoras para protocolos o estudios clinicos. Esto permite ampliar el panorama de
estudio para el descubrimiento de nuevos conocimientos relacionados con el tema que

resulten en nuevos tratamientos.

Ahora bien, tal como se observé en la metodologia, existen diferentes pruebas que
permiten conocer la actividad apoptdtica de una molécula in vitro. Particularmente, en esta
revision bibliografica se analizaron el ensayo de TUNEL, el ensayo de anexina V y el ensayo
de deteccion de caspasas. Todos son relativamente sencillos de realizar dentro del laboratorio
debido a que en el mercado se encuentran disponibles diferentes kits que te proporcionan la
mayoria de los materiales que se requieren para llevar a cabo estas técnicas, lo restantes son
faciles de conseguir o inclusive estan siempre disponibles en un laboratorio experimental.
Una vez que se obtienen los resultados estos pueden ser analizados ya sea por citometria de
flujo o por fluorescencia. Claro estd que, todas cuentan con sus respectivas ventajas y
desventajas, sin embargo, estas son las técnicas mas utilizadas dentro del laboratorio debido
a su gran confiabilidad para medir los niveles de apoptosis in vitro o in vivio. Ademas, ya se
ha obtenido evidencia de algunas desintegrinas que en efecto causan la apoptosis en algunas
lineas celulares de diferentes tipos de cancer y que, los resultados se obtuvieron mediante
alguna de estas técnicas mencionadas anteriormente o incluso donde las tres fueron utilizadas
en conjunto para confirmar los resultados. A pesar de ello, no se cuenta con estudios
enfocados al desarrollo de una terapia contra el cancer de pulmoén que se base en desintegrinas
provenientes de venenos de serpientes mexicanas. Existe una amplia variedad de especies de
las cuales se podrian purificar diferentes desintreginas y analizar sus niveles de apoptosis
mediante alguna de estas técnicas. Esto con la finalidad de encontrar alguna desintegrina
prometedora que pueda ser probada in vitro y, en caso de ser efectiva y segura in vivo, para
buscar terapias alternativas menos agresivas contra el cancer de pulmén o que sirvan como

coadyuvantes a las ya existentes.
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8. CONCLUSION

A manera de conclusion, tras realizar una revision bibliogréfica exhaustiva, las desintegrinas
son moléculas que han mostrado tener la capacidad de inducir apoptosis en células tras la
fuerte union a ciertas integrinas presentes en la superficie celular. Estas moléculas ya han
sido estudiadas y probadas en distintas lineas celulares de cancer para medir su efectividad
ante la eliminacion de células cancerigenas y deteniendo la metéstasis. A pesar de que se
sabe que si tienen un efecto positivo sobre la apoptosis, hace falta profundizar en el tema
como, por ejemplo, analizar venenos de serpientes de diferentes especies y regiones como
las que habitan en un pais megadiverso como lo es México. Por otra parte, es necesario
realizar estudios sobre el mecanismo de accidon y los efectos de desintegrinas en lineas
celulares de cancer de pulmén con la finalidad de buscar nuevas terapias para esta
enfermedad y asi ampliar el panorama de opciones. Por Ultimo, existen diferentes técnicas
que se encargan de medir los niveles de apoptosis de una molécula en el laboratorio. Dichas
técnicas son faciles de realizar, pero se debe tener en cuenta sus ventajas y desventajas. Pese
a que, todas contribuyen al andlisis del proceso apoptdtico en células, lo mas recomendable

siempre es corroborar los resultados obtenidos mediante al menos dos ensayos diferentes.
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