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EDITORIAL

LOS PROBLEMAS EN LOS ESTUDIOS DE LOS
EFECTOS BENEFICOS DE LOS ANTIOXIDANTES
EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES

En la actualidad existen numerosos productos en
el mercado que se ofrecen como farmacos o com-
plementos alimenticios antioxidantes, sin embargo
persiste la pregunta ¢Como saber si realmente son
benéficos en el tratamiento de alguna enfermedad?
Para ello, la comunidad cientifica realiza numerosos
estudios, a partir de los cuales se pretende dilucidar
si los antioxidantes son efectivos como prevencion
o tratamiento correctivo de algunas enfermedades
o pueden ser coadyuvantes en la prevencién de
efectos secundarios de farmacos como antibioticos
0 quimioterapia contra el cancer.

En el desarrollo de estos estudios, los investiga-
dores enfrentan diversas problematicas inherentes
a los experimentos, pero también una dificultad
para establecer criterios adecuados y generales,
tales como: la eleccidén del o de los antioxidantes
a probar, el modelo de trabajo, la forma de inducir
la enfermedad, la exposicién o el proceso oxidante
en cuestion, las dosis, las vias de administracién y
los indicadores de dafio para evaluar la respuesta
oxidante, entre otras.

Elegir el antioxidante para los estudios es un
problema de origen équé tipo de sustancia? {Usar
una sustancia pura, una combinacién de sustancias
o un extracto vegetal o animal?, cada uno con dife-
rentes variables, pros y contras que pueden afectar
los resultados y las conclusiones de los estudios.
Existen sustancias cuya actividad antioxidante
esta determinada por un isémero especifico y otro
isdmero no presenta actividad o bien produce res-
puestas contrarias, lo que complica el estudio y el
uso de mezcla racémica. Otros factores que pue-
den afectar los resultados son la especie de la que
proviene el compuesto antioxidante y la presencia
de micro-contaminantes que alteren las pruebas;
de igual forma las condiciones de traslado, de al-
macenaje y forma de utilizaciéon, pueden reducir
su capacidad antioxidante, éste puede oxidarse y
formar productos variados que no permiten estan-

darizar los resultados. El vehiculo empleado para la
disolucidn o suspensidn es otro punto a considerar,
ya que de ello depende su absorcién y estabilidad.
También la via de administracion es un factor que
debe tomarse en cuenta por la velocidad y fraccion
de absorcién.

Los extractos vegetales implican un mayor
numero de variables: diferencias en la fuente
del extracto que incluye la forma en la que son
cosechadas y el tiempo en que son cortadas, la
especie de las que se hace el extracto, los proce-
sos de extraccion, la purificacién y concentracién
gue se alcanza, entre otros factores. Un ejemplo
de ello es la vitamina E comercial, la cual contie-
ne un numero y composicion indeterminada de
estereoisdmeros de los tocoferoles, que varian en
tipo y concentracion dependiendo del origen de la
extraccidon (vegetales o animales) y el proceso de
purificacion que tienen efectos diferentes, aun en
sus propiedades antioxidantes elementales, mas
aun en efectos bioldgicos complejos.

Por otra parte, la eleccion del modelo de es-
tudio es todo un reto ya que hay una respuesta
particular en un modelo molecular, celular, animal
y por supuesto en humanos. La administracion de
antioxidantes en cultivos celulares difiere mucho a
su administracion a un modelo animal. En sistemas
en cultivo se emplean concentraciones muy altas
y por lo tanto no fisioldgicas o farmacoldgicas, no
hay un metabolismo general de las sustancias y
el vehiculo donde se resuspende el antioxidante
puede tener efectos significativos.

En el caso de animales de laboratorio, las vias
de administracion mas frecuentes y efectivas son
la intraperitoneal y la intragastrica, la administra-
cién en el agua de bebida o en el alimento tiene
notables variaciones en la dosis absorbida, pero es
la mas frecuentemente usada en humanos, lo cual
conlleva a aplicar mas variables al modelo ya que es
diferente la digestion, la absorcidn, la distribucion,
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el metabolismo vy la redistribucién de metabolitos
secundarios.

En el caso de los estudios en humanos, se
tiene que considerar adicionalmente a lo antes
mencionado, la voluntad del paciente, el apego al
tratamiento, las respuestas secundarias indesea-
bles y las reglamentaciones éticas, ya que el uso
de antioxidantes frente a algunas enfermedades
pudiera afectar la efectividad de los tratamientos
y en el caso de haberse demostrado que algunas
enfermedades pueden ser tratadas conjuntamente
con antioxidantes de una manera satisfactoria, la
utilizacion de un grupo placebo se tiene que justi-
ficar ampliamente.

Los problemas no se acaban, ya que diferentes
modelos incluyen también diferentes parametros
para evaluar la respuesta antioxidante y existe
dificultad para hacer una comparacion sistematica
y efectiva entre las respuestas en los diferentes
modelos. No se puede asegurar la efectividad de
un tratamiento en humanos sélo porque ya fue
exitoso en un modelo celular o animal. Es complejo
establecer respuestas reproducibles y generales ya
que el proceso farmacoldgico individualizado de la
biodisponibilidad, la dosis, el tiempo de adminis-
tracién, la frecuencia, la temporalidad en relacion
a la evolucién del proceso patoldgico, la digestidn,
la absorcién, la distribucion, el metabolismo, la
redistribucion y la excrecidon aumentarad mas va-
riables a los estudios y serd aun mas complicado
su analisis si en cada estudio se eligen diferentes
pruebas de dafio o de oxidacién o de respuesta
antioxidante, para determinar la efectividad del
tratamiento. Es indispensable entonces establecer
métodos de evaluacién que permitan homologar los
procedimientos y que los resultados se conviertan
en indices de normalidad o anormalidad, ya que
las pruebas actuales proporcionan resultados muy
variados, es entonces necesario agregar estudios
sistematizados y estandarizados, marcadores tem-
pranos y con mayor especificidad, para poder hacer
comparaciones de los efectos entre los diversos
experimentos y resultados. Acumular informacion
que permita concluir y lograr acuerdos y resultados

totalmente reproducibles, que hagan frente a la
inherente variabilidad biolégica que enfrentan los
pacientes y las distintas enfermedades.

Existen criterios para definir cuales enfermeda-
des pueden ser candidatas a tratarse con antioxi-
dantes: debe de existir un componente oxidante en
el curso de la enfermedad; tener una correlacion
entre la formaciéon de especies reactivas con el
dafio producido; identificar el agente oxidante y
reproducir el dafio usando otros agentes oxidan-
tes; que al retirar el agente oxidante se reduzca el
dafio. Hay trabajo continuo de investigacion para
detectar las enfermedades que puedan cumplir
estos criterios e iniciar su tratamiento con antio-
xidantes. Sin embargo, existen serias dificultades
para poder determinar estos criterios, debido a
que frecuentemente no es posible reproducir la
enfermedad a cabalidad en modelos animales o
no se puede estudiar en los tiempos y condiciones
adecuados en los pacientes, tal es el caso de la
diabetes, la hipertensién y el cancer por mencionar
solo algunas.

El estudio de los antioxidantes es un proceso
sumamente complejo, y aunque hay evidencias
clinicas que avalan el uso de éstos como auxiliar
en el tratamiento médico es todavia un reto a largo
plazo que precisa de mas estudios, con indicadores
tempranos mas sensibles, que permitan valorar
el efecto de los antioxidantes en el tratamiento
preventivo o correctivo de muchos padecimientos.

Rafaela Natividad Cosio Vital
Departamento Bioquimica, CINVESTAV
rcosio@cinvestav.mx

Carlos Cruz Cortés
Departamento Bioquimica, CINVESTAV
carloscruz@cinvestav.mx

José Victor Calderdn Salinas
Departamento Bioquimica, CINVESTAV
Editor en Jefe

jcalder@ciinvestav.mx
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NUEVOS E INESPERADOS MECANISMOS DE BIOGENESIS
Y ACCION DE LOS microRNAs*

Ruth Ruiz Esparza Garrido?!, Miguel /\ngel Velazquez-Flores?

!Catedratica CONACYyT, Laboratorio de Gendmica Funcional y Protedmica de la Unidad de Investigacion Médica en
Genética Humana, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XX, Instituto Mexicano del Seguro Social,
Ciudad de México, México. 2Laboratorio de Gendémica Funcional y Protedmica de la Unidad de Investigacion
Médica en Genética Humana, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del
Seguro Social, Ciudad de México, México. Autor de correspondencia, correo E: dr.velazquez.imss@gmail.com

RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios (~22 nt) no codificantes cuya
transcripcion es regulada por componentes moleculares diversos. A la fecha, se
conocen cuatro vias de biogénesis que dan origen a los miRNAs convencionales,
mirtrones, simtrones y miRNAs delimitados por secuencias Alu. Notablemente,
todos estos miRNAs ejercen su accion al incorporarse al complejo de silenciamiento
inducido por RNA o RISC; no obstante, otros mecanismos de accién no se pueden
descartar. Si bien la inhibicidn de la expresidn génica es el efecto mejor caracterizado,
actualmente hay evidencia que indica que los miRNAs también la pueden potenciar.
Los mecanismos de accion mas utilizados por los miRNAs -para regular la expresion
de genes- incluyen la inhibicién de la traduccion y/o desestabilizacién del mRNA
blanco; sin embargo, también se ha observado su accion a nivel transcripcional y como
ligandos de los receptores similares a Toll 7 y 8. De esta forma, la divergencia en los
mecanismos de biogénesis y accion de lo miRNAs parecen garantizar la regulacion
de la expresion génica en momentos celulares especificos.

ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are small non coding RNAs (~22 nt), whose transcription is
regulated by different molecular mechanisms. To date, four pathways of biogenesis
are known and originate conventional miRNAs, mirtrons, simtrons, and miRNAs
flanked by Alu elements. Remarkably, all these miRNAs act in conjunction with
the RNA-induced silencing complex (RISC); however, other mechanisms cannot be
ruled out. While attenuation of gene expression is the best characterized effect,
currently there is evidence indicating the induction of gene expression by miRNAs.
The mechanisms of action used by miRNAs —to regulate gene expression- include the
translation inhibition and/or the mRNA target destabilization; however, miRNA action
at the transcriptional level and as ligands of the Toll-like receptors 7 and 8 has also
been observed. Thus, the divergence of the mechanisms of biogenesis and action of
miRNAs seem to ensure the regulation of gene expression in specific cell moments.

PALABRAS
CLAVE:
microRNA,
mRNA blanco,
Regidn
semilla,
Cuerpos P,
miRNA
circulante.

KEY WORDS:
microRNA,
mMRNA target,
Seed region,
P bodies,
Circulating
mMiRNAs.

INTRODUCCION

De manera opuesta a lo que se esperaba, la se-
cuenciacion del genoma humano demostré que
apenas el ~1.5% de éste corresponde a regiones
codificantes, mientras que el resto (~98.5%) es
DNA no codificante o basura (1-2). Sin embargo, se

ha propuesto que las regiones no codificantes del
genoma funcionan como guardianes de su integri-
dad al controlar la estabilidad (3) y expresion de los
genes que lo constituyen (4-6). En estas regiones
se transcriben los RNAs ribosomales (rRNAs) y de
transferencia (tRNAs), asi como otros transcritos
como son los RNAs pequefios (pRNAs), RNAs largos,
transposones y pseudogenes (Tabla 1).

*Recibido: 2 de septiembre de 2016

Aceptado: 20 de septiembre de 2016
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Tabla 1
RNAs no codificantes

RNAs no codificantes

Descripcion

Transposones y
retrotransposones

En conjunto, los elementos nucleares largos (LINES; ~6,000 pares de bases)
y cortos (SINES; <500 bases) constituyen alrededor del 30% del genoma
humano y sus funciones estan relacionadas con la induccién de la estabilidad
genomica.

La transcripcién de los SINEs origina RNAs de transferencia (tRNA) y ribo-
somales (rRNA), asi como otros RNAs nucleares pequefios. Por su parte,
cambios en la actividad de lo LINEs se asocian con la oncogénesis y ciertos
desordenes.

Pseudogenes

A la fecha, se sabe que el genoma humano tiene ~19 mil genes. De éstos,
alrededor del 1.5 codifica para proteinas.

Los psudogenes son el resultado de la duplicacion génica y de eventos de
retrotranscripcion. Algunos de ellos se originaron por mutaciones inactivantes.

Teldomeros

Son secuencias repetidas de DNA (TTAGGG; en vertebrados) que mantienen
la estabilidad del genoma. El acortamiento de los telomeros se asocia con la
senescencia y con un incremento en la susceptibilidad al cancer.

RNAs pequeiios

Funciones

microRNA
(MiRNA)
Tamano: 17-22 nt

Regulan la expresion génica al controlar la traduccién y estabilidad de sus
mRNAs blanco y transcripcidon génica.

Los miRNAs circulantes pueden funcionar como ligandos de los receptores
parecidos Toll TLR7 y TLRS.

RNA piwi
(piRNA)
Tamano: 26-31 nt

Junto con las proteinas piwi, estos RNAs pequefios regulan epigenéticamente
y post-transcripcionalmente el silenciamiento de retrotransposones y otros
elementos génicos en células germinales.

A diferencia de los miRNAs, los piRNAs no estan conservados evolutivamente.

RNA interferente
(siRNA)
Tamano: 20nt

Son moléculas de RNA de doble cadena (20-25 pares de bases) que inhiben la
expresidon génica por mecanismos similares a los descritos para los miRNAs.
Adicionalmente, lo siRNAs regulan la expresién génica al participar en la
remodelacién de la cromatina.

RNA nuclear
(snRNA)
Tamano: ~150 nt

Estan involucrados en el procesamiento “splicing” de los mRNAs y partici-
pan en la manutencién de los telémeros, asi como en la maduracién de los
snoRNAs; esto ocurre en los cuerpos de Cajal.

RNA nucleolar
(snoRNA)
Tamano: 90-150 nt

Principalmente guian las modificaciones quimicas de los tRNAs, rRNAs y snR-
NAs. Existen dos tipos de snoRNAs, los C/D -asociados con la metilacion- y
H/ACA -asociados con la pseudouridinilacion-.

Los snoRNAs pueden funcionar como miRNAs y su procesamiento puede dar
origen a miRNAs.

IncRNAs
Tamano: >200 nt

Son RNAs altamente complejos que participan en la regulaciéon génica a
diferentes niveles: epigenético, transcripcional, post-transcripcional con-
trolan el splicing y la traduccién; generan endo-siRNAs y participan en el
imprinting génico.

Los IncRNAs que regulan la funcion de los miRNAs, al secuestrarlos, se
conocen como IncRNAs esponja.
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Figura 1. Biogénesis de los microRNAs convencionales. La biogénesis de la mayoria de los miRNAs esta regida
por la actividad de la RNA polimerasa II (pri-miRNA) y por el subsecuente procesamiento mediado por el complejo
microprocesador Drosha/DGCR8 para generar al pre-miRNA. La exportacion del pre-miRNA hacia el citoplasma
ocurre por medio de la exportina-5 —-proceso dependiente de ATP-; una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es
procesado por Dicer y genera al miRNA maduro (de doble cadena). El miRNA maduro es incorporado al complejo de
silenciamiento dependiente de RNA o RISC, en donde se elegira cual hebra, si la lider (5" 3°) o la complementaria
(3" = 5°), ejercera la regulacion del mRNA blanco. En plantas el apareamiento entre el miRNA y el mRNA es total,
mientras que en animales es parcial region semilla; sin embargo, existen excepciones.

Dentro de los pRNAs estan los miRNAs (~22 nt),
los cuales son sintetizados por medio de almenos
cuatro vias biogénicas diferentes. De acuerdo
a la via de biosintesis de la que provienen, los
miRNAs se clasifican en miRNAs convencionales
(via clasica), mirtrones (originados por “splicing”
alternativo) (7), simtrones “splicing-dependent
mirtron” (mirtrones que no dependen del splicing)
(8) y miRNAs localizados dentro de secuencias Alu
(miRNAs-Alu; transcritos por la RNA polimerasa
IIT). Independientemente de su origen, todos los
miRNAs ejercen su funcidn de manera conjunta
con el complejo de silenciamiento inducido por RNA

(RISC); sin embargo, otras formas de accion para
cada subtipo no se pueden descartar.

Aunque la funcion que mejor describe a
los miRNAs es la inhibicion de la traduccidn,
actualmente estd bien establecido que estos
pRNAs también pueden potenciar la expresién de
sus genes blanco. Los mecanismos por los que
los miRNAs ejercen su funcidén estan relacionados
con el control del inicio, la elongacién y el término
de la traduccion de proteinas, asi como con la
regulacion de la transcripcion de sus genes blanco.
Interesantemente, Fabbriy cols. (9) demostraron
que los miRNAs circulantes (extracelulares) pueden
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Figura 2. miRNAs delimitados por secuencias Alu. La mayoria de los miRNAs del cltister C19M estan flanqueados
entre secuencia Alu -hebras positivas y negativas- . La distancia en la que se localizan lo miRNAs, con respecto de
la secuencia Alu (-) es generalmente de 100 pb. (Tomado y modificado de referencia 15).

funcionar también como ligandos de los receptores
TLR7 (Receptor similar a Toll 7) y TLR8 (Receptor
similar a Toll 8), lo cual resalta la gran diversidad
de mecanismos de accidn por los que los miRNAs
pueden controlar la expresidon génica. De acuerdo
a lo anterior, el objetivo de la presente revision es
describir los mecanismos de biogénesis y accion
de los miRNAs menos caracterizados y con esto,
hacer énfasis acerca de la complejidad que implica
la regulacion de la expresidon de genes.

I. Biogénesis de los miRNAs

i) Via Canonica

La via biosintética de los miRNAs convencionales
implica la generacion de un transcrito primario (~70
nt) pri-miRNA, por medio de la RNA polimerasa
IT (Pol II), y su procesamiento posterior -por el
complejo Microprocesador: Drosha (Drosha, Ribo-
nuclease Type III)/DGCR8 (DGCRS8 Microprocessor
Complex Subunit)- para generar al pre-miRNA (Fig.
1). Es importante mencionar, que el pre-miRNA
generado posee dos nucledtidos salientes en el
extremo 5° terminal —la cual es una marca propia
de las RNAsas de tipo III- que son necesarios para
su reconocimiento y exportacion hacia el citoplas-

ma, por la exportina-5. Una vez en el citoplasma,
el asa del pre-miRNA es procesada por DICER
(Dicer 1, Ribonucleasa de tipo III) y esto permite
el reconocimiento del pre-miRNA por el complejo
RISC (Complejo de Silenciamiento Inducido por
RNA). Inicialmente se pensaba que sélo la cadena
lider (5°= 3") regulaba la traduccion de los mRNAs
blanco; sin embargo, evidencia posterior revelo
que la cadena complementaria (3" = 5") también
tiene esta funcién (9-10).

i) miRNAs delimitados por secuencias Alu

Diversas lineas de evidencia muestran que los
miRNAs estan conservados evolutivamente (12) y
que el control de su expresion es dependiente de la
actividad de la RNA Pol II (13). Si bien la mayoria de
los miRNAs se localizan en intrones y regiones inter-
génicas, hay evidencia que demuestra la localizacion
de estos RNA pequefios en elementos repetitivos de
retrotransposicion (14). En este sentido, Borchert
y cols. (15) demostraron que ciertos miRNAs estan
intercalados entre repetidos Alu-retrotransposones
mas abundantes en el genoma- vy, a diferencia de
los miRNAs convencionales, éstos dependen de la
actividad de la RNA Pol III (Fig. 2). Estos hallazgos
extienden nuestra vision actual acerca del origen
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Figura 3. Mirtrones. Este tipo de miRNAs se clasifica en mirtrones convencionales y “tailed” (con extremos 5"y
37 no estructurados). El pre-miRNA de ambos tipos de mirtrones resulta del “splicing” y desramificacion de intrones
cortos; sin embargo, durante la biogénesis de los pre-miRNAs “tailed”, es necesaria la remocion de los extremos
5’6 37 terminales. En el caso de los mirtrones 3°, se sabe que el exosoma es el encargado de remover estos
extremos, mientras que para los mirtrones 5°se desconoce la enzima responsable de este proceso. (Tomado y
modificado de referencia 7).

de los miRNAs y de la maquinaria que dirige su
expresion.

hay rasgos moleculares que permiten diferenciarlos
de estos ultimos (Tabla 2). Los mirtrones estan
bien caracterizados en Drosophila melanogaster (D
mel) (16) y en menor medida en otros organismos

lif) Mirtrones como Caenorhabditis elegans (C elegans) (16) y

Ademas de los mecanismos descritos anterior-
mente, existen MiRNAs que se generan a partir de
intrones de horquilla corta “short hairpin introns”,
los cuales se conocen como mirtrones. Este tipo de
miRNAs tienen muchas de las caracteristicas descri-
tas para los miRNAs convencionales; no obstante,

vertebrados (7). De acuerdo a los mecanismos que
dictan su transcripcién, los mirtrones se clasifican
en dos subtipos: los convencionales, en donde el
“splicing” define las regiones terminales 5" y 3’
del pre-miRNA y los “tailed”, los cuales contienen
regiones 5° y 3" no estructuradas (Fig. 3). De ma-
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Tabla 2
Rasgos distintivos de los mirtrones

Se generan sélo de intrones pequenos
(50-120nt)

Se puede identificar muy bien el sitio del splicing
y la naturaleza del extremo 3" no apareado.

Su procesamiento es independiente del
complejo Drosha/Pasha y dependiente de Dicer.

nera interesante, en D mel existen principalmente
mirtrones 3, mientras que en vertebrados se ex-
presan principalmente mirtrones 5 (Fig. 3).

iv) Simtrones

Como ya se menciond, la biogénesis de los miRNAs
candnicos requiere de los componentes del complejo
Microprocesador, Drosha y DGCRS8, para generar al

/Simtrones Nicleo
Ausenciade
splicing

Die

e —
i"dependiente

pre-miRNA

A\
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miRNA maduro, mientras que para la biosintesis
de los mirtrones no son necesarios; en este caso,
el pre-miRNA se genera directamente del corte
de los intrones por el spliceosoma y son sustratos
directos de Dicer (Fig. 4). De manera inesperada,
un estudio posterior demostré que los mirtrones
miR-1225 y miR-1228 se producen en ausencia de
“splicing” y de forma dependiente de Drosha (8).
Experimentos en los que se abatid la expresion
de DGCRS8, de la Exportina-5 o de Argonauta 2 se
demostré que la biogénesis de estos miRNAs —pa-
recidos a mirtrones simtrones- no se afecta. Por
el contrario, la presencia de la forma dominante
negativa de Drosha afecta considerablemente los
niveles de los simtrones 1225 y 1228. Asimismo,
en este estudio se demostré que los simtrones
establecen interacciones con Drosha y que in vi-
tro, su procesamiento depende de la actividad de
Drosha. Un punto interesante, es el hecho que tanto
los simtrones como los mirtrones convencionales
silencian a sus mMRNA blanco al interaccionar con el
complejo RISC (Fig. 4). En conjunto, estos resul-
tados revelan otra via no-candnica de biogénesis
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Figura 4. Simtrones. Los simtrones son mirtrones que no dependen del “splicing” y son dependientes de la
actividad de Drosha. Asimismo, este tipo de mirtrones no requieren de la exportina-5 —para su exportacion hacia
el citoplasma- ni de AGO 2 para su incorporacion al complejo RISC.
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de los miRNAs que produce RNAs funcionales que
regulan la expresidon génica.

II. Modos de accion de los miRNAs

i) Regulacion de la traduccion

a) Inhibicion

Los miRNAs reprimen la expresiéon génica por
medio de varios mecanismos de accion (17). Dis-
tintas lineas de evidencia indican que los miRNAs
actlan en complejos efectores que son conocidos
como miRNP, miRgonauta o miRISC, en donde las
proteinas Argonauta (Ago) son los constituyentes
mas importantes (18). El reconocimiento del mRNA
blanco, por el miRNA, ocurre por un apareamiento
de tipo Watson-Crick de la region semilla del miRNA
(nt 2-8) con la region 3 "UTR del mRNA blanco (16);
no obstante, ciertos miRNAs regulan la expresion
génica al aparearse con las regiones 5 uTR y/o
codificantes del blanco (20-21). Importantemente,
la interaccion miRNA-mRNA y en consecuencia, el
efecto represivo de la expresion pueden alterarse
en respuesta a diversos factores tales como el
ndmero de sitios blanco para un mismo miRNA, el
sitio de union del miRNA en el mRNA, la accesibili-
dad al sitio de unidn, las secuencias que flanquean
el sitio del mRNA blanco, asi como la estructura
secundaria del mRNA (22-24).

Actualmente, diferentes modelos se han pro-
puesto para tratar de explicar la represion génica
mediada por miRNAs, los cuales involucran meca-
nismos de regulacion a nivel transcripcional, asi
como al inicio, durante y al final de la traduccion.
La informacién relacionada con el silenciamiento
transcripcional inducido por RNA (RITS) es bastante
pobre y solo se sabe que ésta involucra la partici-
pacién de proteinas Ago nucleares que son capaces
de inducir la remodelacion de la cromatina (25-26).
Por su parte, los mecanismos asociados con la
regulacion de la traduccion son mejor conocidos;
sin embargo, no estan del todo caracterizados. Por
ejemplo, se sabe que la represion de la traduccion
de proteinas es controlada al degradar al mRNA
blanco, debido a su deadenilacion (region 3 ter-
minal) y/o modificacion de la cap (extremo 5°;
“decapping”); la ausencia de la cola de poli(A) y
de cap induce la degradacién del mRNA por exo- y
endo-nucleasas como Xrnlp y PMR1 (ribonucleasa
polisomal 1), respectivamente (27-30) (Fig. 5a-b).

Durante el inicio de la traduccion, la proteina
Ago, constituyente del miRNP, interacciona con
diversos factores que determinan el inicio de la
traduccidon (31). Ago compite con el factor eIF4E
(Factor 4E de Inicio de la traduccion en eucarion-

tes), el cual dirige a los ribosomas hacia la cap del
mRNA, para unirse a la estructura cap del mRNA
e inhibir el inicio de la traduccion (32). De igual
forma, Ago regula la funcion de los factores PABP
(proteinas de unién a la cola de poli(A)), elF4G
-interacciona con elF4E-, eIF4A -requerido para
la union del mRNA a las subunidades ribosomales
40S- y elF3 y elFA, las cuales se asocian a las su-
bunidades ribosomales pequenas (33). También,
se ha reportado que la inhibicion de la traduccion
podria ocurrir cuando los sitios de union del miRNA
estan localizados en la region 5 "UTR o en secuen-
cias codificantes del mRNA (34). Otro mecanismo
que controla la inhibicion del inicio de la traduc-
cion, es la participacion de Ago en el control de
la estructura secundaria del mRNA blanco. Existe
evidencia que indica que Ago bloquea la formacion
de la estructura secundaria asa-cerrada que es
necesaria para el inicio de la traduccién. Aunque
se conoce que ciertas proteinas de union a la cola
de poli(A) y cap participan en el establecimiento
de la conformacion asa-cerrada, los mecanismos
finos se desconocen (35-36) (Fig. 5c).

Una vez que la traduccion ha comenzado, Ago
recluta al factor eIF6 y previene la asociacion del
miRNA-mRNA con la subunidad ribosomal grande
(36-37) (Fig. 5d). Asimismo, el miRNP interfiere
con los factores de elongacion y esto conlleva a la
disociacion de la subunidad ribosomal y/o termi-
nacién prematura de la traduccién (38) (Fig. 5e-f).
Interesantemente, también se sabe que los mMiRNPs
controlan la degradacion del polipéptido naciente,
el cual es degradado por la actividad de proteasas
(39) (Fig. 59).

Recientemente, se observd que los sitios de
procesamiento citoplasmico cuerpos P o GW tie-
nen una funcién central en la degradacion de los
mRNAs blanco y en la inhibicién de la traduccion
(Fig. 5h). Los mRNAs asociados a componentes de
los cuerpos P, son degradados o retenidos para su
traduccion posterior; esto indica que el equilibrio
existente entre la expresion y la degradacion de
un mRNA determinado depende de la interaccion
de los polisomas y miRNPs con componentes es-
pecificos de estos cuerpos. Asimismo, los miRNAs
y otros reguladores de la expresion génica parecen
reprimir la traduccidon y promover el decaimiento
del blanco, al reclutar componentes de los cuer-
pos P tales como Ago y GW182. En conjunto, esto
resultados indican que los mRNAs, regulados por
miRNAs, son secuestrados de la maquinaria traduc-
cional -por componentes especificos presentes en
los cuerpos P- y sometidos tanto a la degradacion
o inactivacion para su procesamiento subsecuente
(40-42) (Fig. 5h).
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Figura 5. Los miRNAs inhiben la traduccién por innumerables mecanismos. La inhibicion de la expresion
génica, por miRNAs, esta dada por la inhibicion de la traduccion y/o la desestabilizacion de los mRNAs blanco.

b) Induccidn

Como se menciond anteriormente, la funcién mejor
estudiada y quizas mas utilizada por los miRNAs es
la inhibicién de la traduccidn; sin embargo, ciertos
estudios indican que éstos también inducen la ex-
presion de sus mRNAs blanco. En contraste a la idea
que se tenia, de que los miRNAs regulan Unicamente
a la baja la expresién de sus mRNAs blanco —por una
disminucion en la estabilidad y/o en la traduccidon
de los blancos-, Vasudevan y Steitz (43) reportaron
por primera vez que la inhibicién de la traduccion,
por los miRNAs, es reversible. Asimismo, también
hay evidencia que indica que ciertos miRNAs podrian
potenciar la expresién de genes en tipos celulares
especificos y en condiciones celulares particulares
(44).

Relacionado con esto, se sabe que en la induccion
de la expresién génica, por miRNAs, estan involucra-
dos complejos proteicos conocidos como “"miRNPS”
(por sus siglas en inglés microRNA ribonucleoprotein
complex), los cuales actiian en trans para promover
la expresion de sus mRNAs blanco; este mecanis-
mo es similar al descrito durante la inhibicidn de la

expresion génica. Si bien no se conoce del todo el
mecanismo que rige la potenciacién de la expre-
sion, diversas lineas de evidencia sugieren que los
miRNPs potencian de forma directa la expresion y/o
indirecta al revertir la represién génica mediada por
el complejo miRNA ¢ miRNPs (43). De esta manera,
un solo miRNA podria dirigir tanto la induccién como
la represidon génica, lo cual depende de la expre-
sion de ciertos factores proteicos —que conforman
lo miRNPs- en condiciones celulares especificas.
Efectivamente, se sabe que el miR-145v media la
sobre-expresion del gen MYOCD (miocardina) du-
rante la diferenciacion del musculo, pero inhibe la
expresion de ROCK1 (Proteina Cinasa 1 Asociada a
Rho) en el osteosarcoma (45-46). Similarmente, la
expresion de KLF4 (Factor 4 (Gut) Similar a Krup-
pel) es potenciada por el miRM-206 —en células en
confluencia- y es inhibida por el miR-344 en células
en proliferacion (47) (Fig. 6). En D. melanogaster,
se sabe que tanto AGO 1 como AGO2 son capaces
de regular la inhibicién de la expresidn; sin embar-
go, s6lo AGO2 induce la activacion de genes cuyos
mMRNAs carecen de cola de poli(A) (48-49). AGO2,
de manera conjunta con el RISC, se une al factor
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Figura 6. Inhibicion y potenciacion de la expresion génica mediada por miRNAs. Ciertos miRNAs son capaces
de atenuar y activar la expresion génica dependiendo del contexto celular. (Tomado y modificado de la referencia 74).

de inicio de la traducciéon eIF4E (Factor 4E de Inicio
de la Traduccion en Eucariontes) e induce una con-
formacion del mRNA de asa cerrada, lo cual induce
la activacion de la traduccidon de forma directa (32).
Con base en estos resultados, podemos concluir que
la induccidn de la expresion génica, por miRNAs,
depende del tipo celular, asi como de las condi-
ciones celulares que rigen su funcionamiento y de
los factores proteicos expresados en un momento
determinado.

Mecanismos de accidn

La identificacion de nuevas formas de regulacion de
la expresion génica por miRNAs hace aun mas com-
plejo el estudio y entendimiento bioldgico de estos
RNAs pequefios no codificantes. Como se menciond
antes, diversos estudios indican que la induccion
de la expresion de genes, mediada por miRNAs,

es selectiva y depende de la expresion de miRNAs
especificos y de componentes como los miRNPs, asi
como de otras proteinas de unién a RNA (43-50).

Participacion del ciclo celular

La induccidn de la expresion génica por los miRNPs,
depende de los niveles de expresion de distintos
factores proteicos que son regulados por las con-
diciones celulares que rigen la funcion de la célula
en un momento dado. Se sabe que el ciclo celular
tiene el potencial de determinar la regulacion de la
expresion génica, por miRNAs, al promover o inhibir
la expresion de mRNAs especificos. Por ejemplo, los
niveles proteicos de GW182/TNRC6A (Trinucleotide
Repeat Containing 6A) -proteina esencial para la
regulacion de la inhibicion de la traduccion- dismi-
nuyen en la fase GO del ciclo celular y en ovocitos
maduros, lo cual induce la liberacidon de Ago y pro-



64

Ruiz Esparza Garrido R y Velazquez-Flores MA

':(' - e

?\

.1
~

» ——

Sensoresinmunes

citoplasméticos(

Exonucleasas5”

E
Pre-mir-122 l

—>

miRNA maduro

3" RNAdel HCV

Figura 7. Activacion de la expresion del virus de la hepatitis C (HCV) por el miR-122. (1) El miR-122 provee
de un andamio para la unidén de factores esenciales tales como la RNA polimerasa para la replicacion del RNA. (2)
Asimismo, los complejos miRNPs incrementan la asociacion de la subunidad 40S ribosomal y esto resulta en un
incremento en la traduccion y en los niveles de proteina. (3) También, los miRNPs forman un complejo inusual en
la regién 5° terminal del RNA del HCV, el cual incrementa la estabilidad del RNA al proteger a esta region de la
accién de exonucleasas 5 y de sensores del sistema inmune. (4) La unién del miR-122 incrementa la propagacion
y el ciclo de vida del virus por mecanismos desconocidos. (Tomado y modificado de la referencia 74).

mueve su interaccidn con la proteina FXR1 (Proteina
1 de X fragil) en el complejo miRNP. Esto resulta en
la induccion de la expresion génica (Fig. 6) (51).
Por lo tanto, la regulacién a la baja de los niveles de
expresion de GW182/TNRC6A desbloquea la inhibi-
cién de la expresion, mientras que la asociacién de
FXR1 con AGO2 la potencia (52-53). Similarmente,
la funcidon candnica de las proteinas Argonauta,
asociada con la hidrdlisis del mRNA blanco, esta
ausente en ovocitos maduros y células en fase GO
(54-55), por lo que su funcién, en estas condiciones
celulares, mas bien se asocia con la potenciacién de
la traduccién (56-58).

Region 5 UTR del mRNA blanco

El miR-122, el cual se expresa sélo en el higado,
incrementa los niveles del RNA del virus de la hepa-

titis C (HVC) al interaccionar con dos sitios de unién
en la region 5° UTR. Con el objetivo de conocer si
la localizacién del sitio de union del miRNA tiene
un efecto sobre los niveles del mRNA, los autores
cambiaron el sitio de unién del miR-122 a la region
3°UTR del mRNA y demostraron que la unién del
miRNA ahora inhibe la traduccién del RNA del HCV
(59). Estos resultados indican que la potenciacion
de la expresion génica depende del sitio de union
del miRNA a su RNA blanco (59-60); no obstante,
el mecanismo de accién del miR-122 no se conoce
del todo (61). Sodlo se sabe que interacciones de la
region semilla y de otras regiones de este miRNA
son necesarias para incrementar los niveles del RNA
viral (62).

Debido a que el genoma del HCV no tiene CAP
en su extremo 5° terminal y por lo tanto, carece
de proteinas de unién especificas para esta region,
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éste requiere de mecanismos alternativos para
mantener su estabilidad —evasion de su degradacion
por exonucleasas- y para reclutar componentes de
inicio de la traduccion (28). De acuerdo a esto, se
propone que el miR-122 protege a este RNA de la
degradacion por la exonucleasa Xrn1 e incrementa la
estabilidad del RNA y acelera su unidén al ribosoma;
en conjunto, todo esto incrementa la expresion del
gen del HCV (63-64). Componentes moleculares
como el RISC, que es presentado al genoma del
HCV por los miRNPs, podrian proteger las regiones
5° terminales -de RNAs de cadena sencilla- de la
accion de las exonucleasas citosolicas (64). La figura
7 muestra los mecanismos por los que el miR-122
induce la expresion del gen HCV (65).

ii) Metilacion del DNA por microRNAs

En plantas, la clase mas abundante de RNAs peque-
filos (RNAsp) corresponde a RNAs de interferencia
(siRNAs) heterocromaticos, los cuales se transcriben
a partir de transposones y de repetidos de DNA. De
manera importante, estos siRNAs dirigen la meti-
lacion del DNA -en la base citosina- en los loci a
partir de los cuales fueron producidos; este proceso
se denomina metilacion del DNA dirigido por RNA
(MDdR). La MDdR generalmente resulta en el silen-
ciamiento transcripcional de transposones y ciertos
genes que son adyacentes a los repetidos de DNA
que originan a estos siRNAs (66-68). Similarmente,
en diferentes especies de plantas se sabe que un
subtipo de miRNAs —-de 24nt- dirige la metilacion
del DNA (69).

Ademas de los miRNAs convencionales (~21
nt), en el arroz (Oryza sativa) se han identificado
docenas de /oci a partir de los cuales se transcriben
mMiRNAs de 24 nt conocidos como miRNAs largos
(miRNAsI). Al igual que los siRNAs mencionados an-
teriormente, este tipo de miRNAs dirige la metilacion
y represion de los loci que los originan regulacion en
cis, asi como de genes blanco localizados en otras
regiones genomicas regulacion en trans (69). Con
estos datos se revela que los miRNAs regulan la
expresion de genes al modificar la estructura de la
cromatina regulacion transcripcional en plantas; si
esto ocurre en animales tiene que ser demostrado.

iii) Los miRNAs miR-21 y miR-29a son ligandos
de los receptores TLR7 y TLRS

Diferentes lineas de evidencia indican que las células
son capaces de adaptarse a su microambiente por
medio de la secrecién de vesiculas denominadas
exosomas. Los exosomas son vesiculas de 50-120
nm de didmetro que contienen proteinas, moléculas
presentadoras de antigenos, mRNAs, RNAs no codi-

ficantes y DNA (70-72). Al transportar proteinas y
RNAs los exosomas modulan la funcién de las células
receptoras y organos a distancia. Aun cuando no
se conoce bien cdmo los exosomas participan en la
comunicacion célula-célula, varios estudios indican
que las interacciones ligando-receptor tienen una
funcion importante en este proceso (73).

A la fecha, existe evidencia suficiente que indi-
ca que los miRNAs son liberados hacia el espacio
extracelular en exosomas; sin embargo, los meca-
nismos que rigen la eleccion de cuales miRNAs se
endocitan en los exosomas, el reconocimiento de
los exosomas por la célula receptora y la funcion
de estos miRNAs en su nuevo nicho celular estan
pobremente descritos. De manera general, se sabe
que los miRNAs exdgenos regulan la expresion de la
célula receptora por la via candnica que involucra la
union a su mRNA blanco; sin embargo, Fabbri y cols.
(9) demostraron que los miRs 21 y 29a funcionan
por un mecanismo distinto. Estudios de inmuno-
precipitacion demostraron la interaccion de estos
miRNAs con los receptores TLR7 y TLR8 en células
del sistema inmune. Interesantemente, la union
de los miRs 21 y 29a a estos receptores dispard
la respuesta inflamatoria prometastatica, lo cual
tuvo como resultado la induccion del crecimiento
tumoral y de la metastasis. De esta manera, es el
primer indicio de que los miRNAs funcionan como
agonistas paracrinos de los TLRs para regular el
microambiente tumoral (Fig. 8).

COMENTARIOS FINALES

El estudio de los miRNAs ha permitido identificar di-
versos mecanismos por los que la célula controla la
expresion génica en condiciones especificas. Eviden-
cia inicial indicaba que la biogénesis y los modos de
accion de los miRNAs eran muy conservados y poco
flexibles; sin embargo, ahora se conocen al menos
cuatro vias biogénicas y multiples modos de accion
de estos pRNAs. Por lo que, la regulacion de la ex-
presion génica- por miRNAs- parece ser sumamente
compleja y resalta el cuidado que debemos de tener
en la interpretacion de los resultados obtenidos
durante su estudio. Como si no fuera suficiente, los
miRNAs también forman parte de la comunicacion
paracrina al ser secretados, en exosomas, hacia el
espacio extracelular. EIl mecanismo por el que estos
miRNAs circulantes ejercen su efecto involucra el
reconocimiento del mRNA blanco y su interaccion
directa con los receptores TLR 7 y TLR8.

CONCLUSIONES

Los miRNAs son reguladores de la expresion génica
altamente complejos en cuanto a los mecanismos
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Figura 8. Los microRNAs funcionan como ligandos de los receptores TLR7 y TLR8. Fabbri y cols. demostraron
que los miRNAs circulantes miR-21 y miR-29a inducen la respuesta inflamatoria de manera dependiente de la
activacion de los receptores TLR7 (en el ratén) y TLR8 (en el humano). Esto tiene como resultado la induccion del

crecimiento tumoral y de la metastasis.

de biosintesis y de accidén que los rigen. Estos pRNAs
pueden atenuar e inducir la expresion génica a dife-
rentes niveles de regulacidon y su secrecion permite
la adaptacion del sistema a condiciones especificas,
y sugiere innumerables mecanismos de accién en
la célula receptora.

GLOSARIO

RNAs pequeiios no codificantes. RNAs con un
tamafo menor que 200 pares de bases (pb).
RNAs largos no codificantes. RNAs con un tama-
fio mayor que 200 pb.

Transposon. Secuencia de DNA que puede mover-
se a diferentes partes del genoma.

Pseudogenes. Genes que han perdido su fun-
cion. Algunos de ellos codifican para proteinas
truncas o no funcionales.

Secuencia Alu. Elementos méviles mas abundan-
tes del genoma humano. Estan altamente conser-
vados en los primates.

Ribonucleasa de tipo III. Enzima que cataliza la
hidrolisis de RNA de doble cadena.

Drosha. Ribonucleasa de tipo III.

Dicer. Ribonucleasa de tipo III.

Endonucleasa. Enzima que cataliza la ruptura de
enlaces fosfodiéster dentro de una cadena polinu-
cleotidica.

Exonucleasa. Enzima que cataliza la ruptura de
enlaces fosfodiéster en los extremos 5°6 3" de una
cadena polinucleotidica.

Exportinas. Grupo de proteinas involucradas en el
transporte de RNA y/o proteinas del nicleo hacia el
citoplasma; es un proceso dependiente de energia.
Argonauta. Familia de proteinas que tienen una
funcién central en el silenciamiento del acido ribonu-
cleico (RNA); son componentes esenciales del sitio
catalitico del Complejo de Silenciamiento Inducido
por RNA (RISC).

RISC. Complejo ribonucleoproteico formado por
proteinas (Argonauta) y RNA que participa en el
silenciamiento de genes.
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Splicing o empalme alternativo. Edicion del
pre-mRNA naciente. Este proceso involucra la eli-
minacion de los intrones y la unidn de los exones.
Espliceosoma. Complejo molecular constituido
por RNAs pequefios nucleares (snRNAS) y proteinas
que esta encargado del “splicing”.

Cola de poli-A. Cadena de adeninas (100-250 resi-
duos) presentes en el extremo 3’ de los mRNAs;
su presencia impide la degradacion del mRNA.
Cap. Union del 7-metilguanilato a la region 5 “termi-

nal de los mMRNAs. Es importante para la maduracion
y estabilidad del mRNA durante la traduccion.
Exosomas. Vesiculas secretadas por la célula
hacia el espacio extracelular; su didmetro es de
~50-120 nm.

Agonista. Molécula que se une y activa a un
receptor para producir la respuesta una respuesta
bioldgica.

Antagonista. Molécula que bloquea la accion del

agonista.
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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que consiste en la transformacion de células normales a
células neoplasicas las cuales se caracterizan por el incremento y pérdida de control
de la division celular. Los antineoplasicos son farmacos utilizados en el tratamiento
de cancer, su efecto farmacoldgico consiste en inducir la apoptosis en las células
neoplasicas; sin embargo no son especificos para células neoplasicas y causan efectos
toxicos en células no neoplasicas. Se ha sugerido que el dafo oxidativo que causan
los antineoplasicos es parte de su toxicidad y que el uso de antioxidantes puede re-
ducir ese dafio. El uso de antioxidante podria disminuir el efecto del antineoplasico
en el tratamiento del cancer debido a que el estrés oxidativo puede participar en los
mecanismos de accion de estos farmacos. En esta revision se discuten a) Los me-
canismos de accion de los antioneoplasicos, b) La participacion del estrés oxidativo
en la apoptosis inducida por estos farmacos, c) El dafio oxidativo generado por el
tratamiento con antioneoplasicos y d) El co-tratamiento con antioxidantes para reducir
el dano oxidativo sin disminuir la eficacia del tratamiento antineoplasico.

ABSTRACT

Cancer is a disease that involves the transformation of normal cells to neoplastic
cells. The hallmarks of neoplastic cells are rapid cell proliferation and uncontrolled
cell growth. Antineoplastic drugs used in cancer treatment induce apoptosis in
neoplastic cells; however they are not specific for neoplastic cells and cause toxic
effects in non-neoplastic cells. Oxidative damage maybe induced by antineoplastic
treatment, this damage could be involved in the toxicity of treatment, so antioxi-
dants use have been proposed to reduce this toxicity. However antioxidant could
decrease pharmacological effect of the antineoplastic because oxidative stress might
participate in the mechanisms of action of antineoplastic. In this review we discute
about a) antioneoplastic action mechanisms, b) involvement of oxidative stress in
apoptosis induced by treatment, c) oxidative damage generated by antineoplastic
treatment, and d) antioxidants co-treatment to reduce oxidative damage without
inhibit antineoplastic-induced apoptosis.

*Recibido: 9 de mayo de 2016 Aceptado: 19 de septiembre de 2016
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El cancer y la neoplasia son dos términos que co-
tidianamente suele utilizarse como sinénimos; no
obstante no significan lo mismo. El cancer es la
enfermedad, la neoplasia son células resultantes
de las mutaciones de una célula normal a una cé-
lula transformada, ésta Ultima caracterizada por
el incremento y pérdida del control de la division
celular, la pérdida de la comunicacidon con otras
células y de la estructura tisular (1, 2).

El cdncer como enfermedad se manifiesta cuan-
do el crecimiento acelerado y sin control de un
grupo de células neoplasicas de un tejido afecta las
funciones metabdlicas y fisioldgicas del tejido y del
organismo. La transformacion de células normales
a células neoplasicas es un proceso gradual de
mutaciones acumuladas, iniciando por mutaciones
activadoras de los prooncogenes e inhibidoras de
los genes supresores de tumor (3).

Las células neoplasicas en cuanto forman una
masa critica dan origen al tumor canceroso y con
ello a la enfermedad del cancer. A pesar de que
se han identificado mas de 100 tipos distintos de
cancer y sus diversos subtipos, todos los tumo-
res cancerosos comparten ocho caracteristicas
distintivas: a) Sefiales de proliferacion celular en
funcionamiento permanente; b) Reduccion de las
sefiales de inhibicion de crecimiento celular; c)
Activacion de procesos de invasion y metastasis;
d) Desarrollo de inmortalidad celular; e€) Induccion
de angiogénesis; f) Resistencia a la muerte celular;
g) Reprogramacion del metabolismo energético y;
h) Evasion del ataque por el sistema inmune (4).

El conocimiento de las caracteristicas de las
células neoplasicas y del desarrollo del cancer se
ha usado en el disefio de una amplia gama de op-
ciones terapéuticas. Una forma de tratamiento es
la remocion del tumor, sin embargo no en todos
los casos es efectiva porque las células neopla-
sicas tienen la capacidad de migrar y generar
nuevos centros tumorales. Otra alternativa es el
uso de radiacion para disminuir el tamafio de los
tumores cancerosos y mantener en remision a los
pacientes con cancer, una tercera forma es el uso
de farmacos con propiedades antineoplasicas. De
esta manera la cirugia, la radioterapia y el uso de
farmacos antineoplasicos, también conocidos como
quimioterapia, se convirtieron en los tratamientos
estandar para combatir al cancer. El aumento en
el conocimiento de las caracteristicas de las célu-
las neoplasicas permitio el desarrollo de nuevas
opciones terapéuticas tales como: inmunoterapia,
hormonoterapia, inhibidores de vias de senaliza-
cion, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores
de los receptores de factores de crecimiento y la
terapia génica (2)

Los tratamientos que combinan varias opciones

terapéuticas han contribuido a mejorar el pronds-
tico en el desarrollo de la enfermedad y las posi-
bilidades de sobrevivencia. Los antineoplasicos se
utilizan con mucha frecuencia por su efectividad
y amplio espectro terapéutico; su efecto se incre-
menta al combinarlos con otras opciones como la
radioterapia, la hormonoterapia, etc. Es por estas
razones que, no obstante, los numerosos y graves
efectos téxicos sobre las células no neoplasicas y
en el organismo, se siguen utilizando (2, 5).

Efectos farmacoloégicos y toxicolégicos del
tratamiento con antineoplasicos

Los antineoplasicos son un grupo de moléculas
con una gran diversidad en su estructura quimica
y mecanismo de accidén, cuya caracteristica en
comun es inducir la muerte celular por apoptosis
de las células neoplasicas.

El efecto farmacoldgico se define como la ma-
nifestacion benéfica para el organismo producida
por el farmaco, en el caso de los antineoplasicos
es la eliminacion o el control de la proliferacion de
las células neoplasicas en el organismo (6). Para
lograr el efecto farmacoldgico, los antineoplasicos
pueden utilizarse en diversas modalidades durante
el tratamiento contra el cancer: a) Tratamiento de
induccion, cuando se utilizan como la primera o la
Unica terapia, también conocida como terapia de
primera linea o tratamiento primario; b) Tratamien-
to adyuvante, cuando se emplean como terapia
de refuerzo después del tratamiento primario con
cirugia o radioterapia; c) Terapia neoadyuvante,
cuando se administra antes de otro tipo de trata-
miento: cirugia, radioterapia, inmunoterapia; para
disminuir el tamafio del tumor (3, 6).

El efecto toxicoldgico de un farmaco es la ge-
neracion de dafio a células y tejidos que provoca
alteraciones patoldgicas. En el caso de los anti-
neoplasicos, se refiere al dafio local o sistémico
por dafiar a células no afectadas por el cancer, se
conoce como efecto secundario o efecto colateral
del tratamiento. La intensidad y especificidad del
efecto dependen del tipo de antineoplasico, la do-
sis, el tiempo de exposicion, el tipo celular y las
condiciones metabodlicas y fisiologicas particulares
de cada individuo (5).

Algunos de los efectos toxicoldgicos mas fre-
cuentes de los antineoplasicos son hepatotoxici-
dad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, cardiopatias
e infertilidad. Sus manifestaciones clinicas iniciales
van desde nauseas, vomito, pérdida de peso, in-
flamacion de las mucosas (mucosistis) y alopecia
hasta leucopenia, anemia y desérdenes cognitivos
(7).

La toxicidad de los antineoplasicos es un factor
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que obliga a modificar la dosis o el tiempo de tra-
tamiento; la reduccidon de cualquiera de estos dos
factores disminuye las posibilidades de controlar
el cancer (2, 7).

Por otra parte, las células neoplasicas pueden
tener una respuesta adaptativa al tratamiento con
el antineoplasico, que provoca resistencia al farma-
co debido a la generacion de nuevas mutaciones
adaptativas o por seleccion de clonas resistentes
que favorecen el desarrollo del tumor (3, 8).

Tipos de antineoplasicos

Existen diferentes formas de clasificar a los anti-
neoplasicos, la mas utilizada es segun su meca-
nismo de accion. De acuerdo con este criterio (2,
5) los antineoplasicos se clasifican en:

a) Agentes alquilantes.- Moléculas que con-
tienen en su estructura un grupo alquilo que
ataca al atomo de nitréogeno en la posicion N-7
de la guanina del DNA o que pueden formar
puentes intercatenarios, estos ultimos se de-
nominan alquilantes bifuncionales, de manera
que los aductos formados por esta reaccion
impiden la replicacion. Dentro de este grupo se
encuentran: la ciclofosfamida, la ifosfamida, la
mitomicina C, la carmustina, el busulfan y la
temozolomida, entre otros.

b) Analogos de platino.- Moléculas basadas en
platino y cloro o platino y amonio, que forman
entrecruzamientos con el DNA de manera si-
milar a los agentes alquilantes bifuncionales,
impidiendo la replicacion. El cisplatino, el car-
boplatino y el oxaliplatino son los principales
representantes de este grupo.

c) Antimetabolitos.- Moléculas analogas a las
esenciales para la sintesis de DNA y con ello para
la replicacion, tienen mayor actividad durante
la fase S del ciclo celular. Estos compuestos
pueden inhibir directamente o indirectamente
la sintesis de purinas o pirimidinas. Pertenecen
a este grupo el metotrexato, la mercaptopurina
y el fluorouracilo.

d) Inhibidores de topoisomerasa.- Inhiben la
actividad de la topoisomerasa I y II y producen
fragmentacion de las cadenas de DNA y falla en
la replicacion, actuan principalmente en células
en fase S. El irinotecan y el topotecan son ejem-
plos de inhibidores de la topoisomerasa I; los
inhibidores de la topoisomerasa II incluyen a la
doxorubicina, la daunorubicina, la mitoxantrona
y la amsacrina.

e) Antibioticos citotoxicos.- Moléculas inicial-
mente aisladas a partir de actinomicetos con
propiedades antibacterianas y antineoplasicas.

Algunas de éstas presentan mecanismos propios
de otros grupos: las antraciclinas son inhibi-
dores de la topoisomerasa II, la pentostatina
actla como antimetabolito y la mitomicina tie-
ne actividad alquilante, la dactinomicina forma
aductos con el DNA y provoca dafio por radicales
libres, la bleomicina provoca fragmentacion al
DNA mediante dafo oxidativo.

f) Antimicrotibulos.- Moléculas aisladas inicial-
mente de la planta Vinca rosea que interaccio-
nan con la tubulina para evitar la formacién o la
despolimerizacién del huso mitético; en ambos
casos no es posible entrar en la metafase y la
célula muere por apoptosis. Su mayor actividad
se presenta durante la fase M del ciclo celular.
Los alcaloides vinca, tales como la vinblastina
y la vinorelbina, inhiben el ensamblaje de los
microtubulos; en tanto que los taxanos, como
el paclitaxol y el docetaxol, evitan su despoli-
merizacion.

La apoptosis como efecto farmacologico de
los antineoplasicos

A pesar de que los farmacos antineoplasicos se
empezaron a utilizar hace mas de cincuenta afios,
los mecanismos de accion y las vias metabdlicas
involucradas no han sido completamente dilucida-
das. Tampoco se han identificado los mecanismos
de interaccidon entre la célula neoplasica y los
agentes antineoplasicos debido a que los tumo-
res cancerosos estan formados por subclonas de
células neoplasicas que cambian a medida que
evoluciona la enfermedad (1, 2).

La quimiosensibilidad y la quimiorresistencia
son respuestas adaptativas de la célula neopla-
sica al antineoplasico. Ambas dependen de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas particu-
lares de cada subclona celular y de la influencia
del microambiente tumoral. Para el organismo es
critico mantener un balance entre la velocidad de
la proliferacion y de la muerte celular. Cuando el
equilibrio se desplaza hacia la proliferacion de las
células neoplasicas, el tumor canceroso no solo
aumenta de tamafio, también se incrementa su
potencial invasivo y se pueden producir células
metastasicas (1, 2, 9).

Las investigaciones sobre la apoptosis inducida
por antineoplasicos se han enfocado en la partici-
pacion de las moléculas involucradas en el inicio de
la apoptosis pero aun falta dilucidar las moléculas
y vias involucradas en el proceso apoptético. Para
lograr el efecto farmacoldgico el antineoplasico
induce, directa o indirectamente, una serie de
respuestas celulares basadas en la modulacion de
citocinas, hormonas, factores de crecimiento y vias
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de senalizacion que desembocan en la activacion
intrinseca o extrinseca de la apoptosis de la célula
neoplasica (2).

En el caso de la respuesta adaptativa de las
células neoplasicas, el farmaco o sus metabolitos
dafian al DNA, bloguean los sistemas de reparacion
celular e inhiben la apoptosis, de manera que las
células neoplasicas podrian dividirse a pesar del
material genético dafiado y contribuir a la gene-
racion de nuevas clonas portadoras de mutacio-
nes asociadas con la quimiorresistencia. El dafo
al DNA también podria afectar a las células no
neoplasicas y provocar mutaciones que en algun
momento darian origen a poblaciones de células
neoplasicas derivadas del efecto del tratamiento
antineoplasicos; tanto en células neoplasicas como
en no neoplasicas el antineoplasico podria dafiar la
sintesis de proteinas, las membranas citoplasma-
tica y mitocondrial, alterar el equilibrio oxidativo y
el potencial energético de las células, en conjunto
estas alteraciones podrian contribuir a la evasion
de la apoptosis (2, 8, 9).

La apoptosis inducida por los antineoplasicos en
las células neoplasicas es, en términos generales,
similar al proceso apoptético inducido por otros
agentes o condiciones en células no neoplasicas: a)
Mediante la via intrinseca, el estimulo que induce
la apoptosis actla directamente en la célula que
desencadena una serie de reacciones que inician
con la activacion de las proteinas proapototicas
Bax y Bak, la inhibiciéon de las antiapototicas
Bcl-2 y Bcl-XL vy la liberacion del citocromo C;
posteriormente a ello se forma el apoptosoma y
se inicia la cascada de activacion de caspasas,
iniciando por la caspasa-9 la cual activa a las cas-
pasas efectoras -3y -7; b) Por la via extrinseca,
caracterizada por la secrecion de mediadores como
Fas o TNF-a por células cercanas a la célula que
entrard en apoptosis. Después de su liberacion
Fas o TNF-a se unen a los receptores de muerte
(DR) principalmente los DR4 y DR5 y se recluta
a la caspasa-8 como caspasa iniciadora. La ac-
tivacion de la caspasa-8; activa a la caspasa-3
para iniciar la apoptosis del tipo I (independiente
de la mitocondria) o bien, la caspasa-8 corta a la
proteina Bid para después liberar al citocromo C
y activar la apoptosis tipo II (dependiente de la
mitocondria) (2, 9, 10).

A partir de estudios en células resistentes a
los antineoplasicos se ha podido comprobar que
ademas de las moléculas antes mencionadas la
via PI3K/Akt tiene un importante papel para deter-
minar la induccién o la inhibicion de la apoptosis.
También influyen las proteinas de choque térmico
Hsp; la survivina, una proteina que participa en la
formacion del cinetocoro y que es supresora de la

apoptosis, las proteasas de la familia de las calpai-
nas y el factor de necrosis NF-kB s (9, 11, 12).

Es evidente que dada la gama de antineopla-
sicos no es posible establecer un modelo Unico
que explique la apoptosis inducida por estos far-
macos. Los efectos de los antineoplasicos sobre
los fendmenos apoptoticos también son variados,
dependientes de dosis y de respuestas celulares
complejas, asi como una serie de factores espe-
cificos para célula, 6rgano, tejidos, organismo y
especie. Por lo tanto, la caracterizacion del proceso
apoptotico es tarea compleja y hasta el momento
la investigacion se ha enfocado al estudio de la
apoptosis inducido por unos cuantos farmacos, los
de uso mas frecuente. La informacion disponible
debe analizarse en su contexto.

a) Antineoplasicos que inducen la apoptosis
por la via intrinseca: Ciclofosfamida, cispla-
tino, carboplatino, oxaliplatino, aclarubicina,
doxirubicina y mitoxantrona

Apoptosis inducida por agentes alquilantes o por
los analogos del platino

El antineoplasico alquilante ciclofosfamida (CTX)
y los analogos de platino: cisplatino (CPT), carbo-
platino y oxaliplatino forman aductos con el DNA
(Fig. 1.a) y al hacerlo detienen la maquinaria de
replicacion. En respuesta al dafio al DNA la célula
incrementa la sintesis de la enzima poli-ADP-ribosa
(PARP-1) dependiente de NAD* (Fig. 1.a) como
un mecanismo de reparacion del dafio; si el dano
no puede ser reparado o la célula no cuenta con
suficiente NAD* y ATP estas moléculas se agotan
rapidamente (Fig. 1.b), y le sigue la activacion de
calpainas (Fig. 1.c). Estas proteinas cortan a Bid
(Fig. 1.d) y lo transforman en tBid (Fig. 1.e), el
cual se moviliza del citosol a la mitocondria (Fig.
1.f) y contribuye a la activacion de Bax (Fig. 1.9);
posteriormente Bax aumenta la permeabilidad de
la membrana mitocondrial y favorece la liberacion
del Factor Inductor de Apoptosis (AIF) desde la mi-
tocondria hacia el citosol y el nlcleo (Fig. 1.h). En
el nlcleo AIF se asocia con las proteinas ciclofilina
A (Cyp A) y H2AX (Fig. 1.i) para formar el complejo
de degradacion del DNA (13, 14, 15).

La expresion de PARP-1 tiene como objetivo
la reparacion del dafio al DNA y la sobrevivencia
celular; sin embargo cuando el dafio no puede ser
reparado la célula induce la muerte celular por
apoptosis mediante el mecanismo antes descrito;
la disminucidn de la concentracion de NAD* y ATP,
antes de iniciar la apoptosis induce la muerte por
necrosis. Existe evidencia de que la apoptosis no
es la Unica forma de muerte celular inducida por
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Figura 1. Mecanismo de apoptosis inducida por agentes alquilantes y analogos de platino. Las reacciones
que culminan con la apoptosis inducida por la ciclofosfamida, el cisplatino, el carboplatino y el oxaliplatino inician
con la expresion de PARP-1 después del dafio al DNA generado por estos antineoplasicos. Abreviaturas: PARP-1,
enzima poli-ADP-ribosa dependiente NAD*; AIF, Factor Inductor de Apoptosis; CypA, ciclofilina A.

los metabolitos de estos antineoplasicos; las con-
diciones celulares podrian incluir la participacion de
otras moléculas y conducir a otro tipo de muerte
celular. Por ejemplo, en células SGC-7901 de can-
cer gastrico incubadas con oxaliplatino, durante las
primeras 32 h la muerte celular fue por apoptosis
de acuerdo al mecanismo antes descrito. Después
de 32 h la presencia de lactato deshidrogenasa y de
Cyp A en el medio es un indicador del rompimiento
de la integridad de la membrana plasmatica; lo
que coincidié con el incremento en la expresién
de Bmf, una proteina inhibidora de la apoptosis.
La maxima actividad de PARP-1 y de las caspasas
-9y -3 ocurrid a las 24 h, después de este tiempo
las caspasas se encontraron como procaspasas y
disminuyé la concentracién de PARP1; los anterio-
res datos junto con los resultados de los ensayos
con anexina V, las observaciones al microscopio

electronico y los ensayos con z-VAD, un inhibidor
de caspasas, y con Nec-1, un inhibidor de necro-
sis, permiten concluir que el oxaliplatino induce
la muerte tanto por apoptosis como por necrosis
como resultado del cambio de condiciones en el
ambiente celular debido al proceso apoptotico y
que la necrosis es una via alterna en células re-
sistentes a la apoptosis (14, 15).

Apoptosis inducida por antraciclinas

Las antraciclinas inhiben la actividad de las topoiso-
merasas I o II y provocan el rompimiento de una o
ambas cadenas del DNA. Este dafio al DNA induce
la apoptosis por la via intrinseca con o sin la parti-
cipacion de las caspasas. Un mismo antineoplasico
puede inducir la apoptosis por la via intrinseca
por mecanismos que difieren en la identidad de
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Tabla 1
Comparacion de los eventos proapoptoéticos inducidos por doxorubicina en dos lineas celulares.
Los eventos proapoptoéticos ocurren en diferentes tiempos dependiendo del tipo celular. Las proteinas
proapototicas de la familia BH3, NOXA y PUMA, tienen un importante papel en la apoptosis independiente
de caspasas inducida por doxorubicina en células Jurkat y U937 y son especificas por tipo celular.
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las moléculas participantes y en la temporalidad
dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, en la
apoptosis inducida por la doxorubicina (DTX) in
vitro destacan dos aspectos: la participacion de
proteinas de la familia Bcl-2 es necesaria para
la activacion de la apoptosis independiente de la
actividad de las caspasas y la dependencia de las
caspasas es especifica del tipo celular (16, 17).
En ensayos in vitro con dos lineas celulares: cé-
lulas Jurkat de linfocitos T inmortalizados y células
U937 de leucemia promonocitica, incubadas con
DTX se comprobd que en ambos casos la pérdida
del potencial de la membrana mitocondrial requiere

de la activacion de las caspasas -2,-3,-6,-7,-8 y
-9, en su ausencia se genera un estado de pérdida
intermedia del potencial que retrasa la liberacidon
del citocromo C. En tal caso es posible la induccion
a apoptosis de forma independiente a la actividad
de caspasas, debido a la participacidn de proteinas
de la familia Bcl-2 que contribuyen a la liberacién
del AIF y fragmentacion del DNA. Sin embargo, la
temporalidad de los eventos, la identidad y el nivel
de expresion de las proteinas de la familia Bcl-2
difieren entre ambos tipos celulares (16).

En la tabla 1 se presenta un comparativo entre
los eventos que conducen a la apoptosis, inde-
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pendiente de caspasas, inducida por DTX en dos
lineas celulares bajo las mismas condiciones de
incubacidn; se destacan las diferencias en tempo-
ralidad y concentracion e identidad de las proteinas
proapoptoticas y antiapoptdticas entre ambas lineas
celulares y con respecto al proceso activado por
caspasas (16).

Por otra parte, también hay evidencia de di-
ferencias en el tiempo de induccion a apoptosis
entre farmacos del mismo tipo. Los antineoplasicos
inhibidores de la topoisomerasa I o II aclarubicina
(ACL), mitoxantrona (MTX) y DTX, difieren entre si
en el tiempo de induccién a la muerte celular; en
los tres casos se encontraron células apoptoticas y
necroticas, en diferentes proporciones. Los resul-
tados concuerdan con los datos de los ensayos in
vitro con el oxaliplatino, a menor tiempo transcu-
rrido entre el dafo al DNA y la muerte celular se
incrementa el porcentaje de células que mueren
por apoptosis. En el caso de las antraciclinas, la
actividad de la caspasa-3 no es necesaria, sin
embargo participa en la induccidén a apoptosis en
una etapa mas temprana (15, 17).

En ensayos con células neoplasicas de fibroblas-
to de ratdn (NIH 3T3) y de fibroblastos de peri-
toneo de hamster (B14) la ACL induce la muerte
celular en una etapa mas temprana y con mayor
relacion celular apoptosis/necrosis; en el extremo
opuesto la MTX requiere de mayor tiempo y el
mayor porcentaje de muerte es por necrosis. La
sensibilidad a estas antraciclinas difiere entre las
lineas celulares utilizadas en el ensayo. Ambas son
igualmente sensibles a ACL, pero la sensibilidad
a DTX y a MTX es diferente; las células B14 son 5
veces mas sensibles a DTX y 2 veces mas sensibles
a MTX. Por otra parte, la MTX fue la antraciclina que
provoco la mayor muerte celular, en un porcentaje
mayor la muerte celular fue por necrosis y su LICso
(concentracion del farmaco a la cual en el 50% de
la poblacidn se inhibe la division celular) fue diez
veces menor que la ICso de la ACL y de la DTX;
estos resultados sugieren que a) La sensibilidad
a estas antraciclinas es especifica por tipo celular,
b) Las antraciclinas pueden inducir la muerte ce-
lular por apoptosis y por necrosis, c) La relacion
apoptosis/necrosis inducida por las antraciclinas
es dependiente del farmaco (17).

b) Antineoplasicos que inducen la apoptosis
por la via extrinseca tipo I: epotilona B, pa-
clitaxol y 5-fluorouracilo

Apoptosis inducida por taxanos

Los taxanos epotilona B (EpoB) y paclitaxol (PTX)
inducen la apoptosis en células de ovario OV-90

por la via extrinseca tipo I (independiente de la
mitocondria) mediada por el ligando inductor de
la apoptosis relacionado con el factor de necrosis
tumoral (TRAIL). Las células vecinas a las células
que entraran en apoptosis liberan a TRAIL como
una respuesta a la presencia en el medio de EpoB,
PTX o sus intermediarios metabdlicos (Fig. 2 a).
TRAIL se dirige hacia las células que entraran en
apoptosis (Fig. 2 b), la uniéon con su receptor,
que en el caso de los taxanos es el receptor DR4
o el DR5, tiene como efecto la oligomerizacion y
reclutamiento de la proteina portadora del domi-
nio de la muerte asociado a Fas (FADD) y de la
caspasa-8 para formar el complejo de sefializacion
de induccion a la muerte celular (DISC). Después
de la formacién de DISC (Fig. 2.c) se activa la
caspasa-8 (Fig. 2.d), la cual a su vez activa a la
caspasa-3 (Fig. 2.e). Este ultimo evento induce
a la apoptosis por la via extrinseca independiente
de mitocondria. (18, 19).

La apoptosis de las células OV-9 inducida por
EpoB o por PTX tiene como elementos en comun la
participaciéon de TRAIL como iniciador del proceso
apoptético y la necesidad de la activacion de la cas-
pasas -8 para lograr la activacion de la caspasa-3.
La expresion de TRAIL, caspasa-3 y caspasa-8 es
mayor y se detecta en etapas mas tempranas en
las células incubadas con EpoB en comparacion a
las incubadas con PTX; aunque la expresion inicial
de TRAIL en células incubadas con PTX es baja en
las etapas tempranas, con el tiempo se incrementa
los suficiente para activar a la caspasa-8 (18).

La hidrdlisis de PARP por la caspasa-3 activada
conserva las reservas de ATP intracelular al inac-
tivar el sistema de reparacion del DNA que lo con-
sume; en las células expuestas a PTX se observa
mayor porcentaje de efectos genotdxicos en com-
paracion a lo observado en células incubadas con
EpoB. Esta diferencia probablemente se relaciona
con el tiempo requerido para activar a la caspa-
sa-3; en el caso de PTX un retraso podria llevar a
la célula a mecanismos de escape de la apoptosis
y permitir la duplicacion del DNA dafado, es decir
a conservar una célula neoplasica (19, 20).

El 5-fluorouracilo (5FU), un analogo de uracilo
induce apoptosis por la via extrinseca de acuerdo
al mecanismo descrito anteriormente (Fig. 2).
También se ha observado que después de la union
de TRIAL con DRS5 se pueden activar las vias apop-
toticas MAPK y JNK e inhibir las vias antiapoptoé-
ticas IP3k/AKT y NfkB, de manera que se rednen
las condiciones para muerte celular por apoptosis
inducida por 5FU. Existe evidencia, tanto in vitro
como in vivo, de que 5FU actla en sinergia con
TRIAL para la induccidn de la expresion de DR4 y
DRS5, el aumento de la expresion de las proteinas
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Figura 2. Mecanismo de la apoptosis inducida por taxanos y andlogos de sustrato. La apoptosis extrinseca
tipo I inducida por los taxanos EpoB y PTX y el andlogo de sustrato 5-FU inicia con la liberacion de TRIAL por la
célula A, la formacién de DISC después de la union de TRIAL con los receptores DR4 o DR5 en la célula B activa a
las caspasas -8 y -3; la caspasa-3 continua el proceso independiente de la mitocondria que culmina en la muerte
de la célula B por apoptosis. Abreviaturas: EpoB, epotilona B; PTX, paclitaxol; 5-FU, 5-fluorouracilo; TRAIL, ligando
inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral; DR, receptor de la muerte; FADD, proteina
portadora del dominio de la muerte asociado a Fas; DISC, complejo de sefializacion de induccién a la muerte celular.

proapoptéticas y la disminucion de la expresién de
las proteinas antiapoptdticas, con estos eventos se
forma el complejo de senalizacién de induccién de
muerte y se induce el proceso apoptdtico (20, 21).

Heterogeneidad de efectos farmacoldgicos y
toxicolégicos en la apoptosis inducida por los
antineoplasicos

El estudio de los mecanismos por los cuales los
antineoplasicos inducen apoptosis enfrenta otros
aspectos que aumentan su complejidad: a) No
es posible establecer una relacion lineal entre la
concentracion de las moléculas blanco del anti-
neoplasico y sus efectos farmacoldgicos, b) No se
puede correlacionar la magnitud del dafio con la
capacidad del antineoplasico para inducir apoptosis
y ¢) En las células neoplasicas puede haber sub-
poblaciones con distintas respuestas al farmaco
y a la dosis que dependen de su metabolomica.

a) Relacién entre la concentracion de la molécula
blanco y el efecto farmacolégico del antineoplasico

Las topoisomerasas I y II son la molécula blanco
de las antraciclinas, su inhibicién provoca tension
en la molécula de DNA durante la replicacién y
genera rompimiento en las cadenas; por lo tanto
el porcentaje de DNA fragmentado y la cantidad de
uniones covalentes DNA-topoisomerasa se utilizan
como indices de dafo por estos antineoplasicos.
En ensayos in vitro con lineas celulares de car-
cinoma de testiculo (SuSa, 833K y GH) y de carci-
noma de vejiga (RT4, RT112 y HT1376) incubadas
con (M-AMSA), DTX y ectoposido (VP16) se cuan-
tifico el porcentaje del DNA fragmentado y la can-
tidad de uniones covalentes DNA-topoisomerasa.
Las lineas celulares derivadas de testiculo fueron
mas sensibles a la accién de los farmacos que las
lineas derivadas de vejiga. El indice de dafio en
las células de testiculo fue hasta 20 veces mayor
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qgue en las lineas celulares de vejiga; sin embar-
go, la cantidad de la topoisomerasa II fue solo el
doble de la encontrada en células de vejiga. Estos
datos indican que si bien el nivel de expresion de
la topoisomerasa II determina la sensibilidad a las
antraciclinas, no hay una relacion lineal entre la
expresion de la molécula blanco y los indices de
dafio, lo que sugiere que existen factores adicio-
nales involucrados en el efecto farmacologico de
estos antineoplasicos (22).

b) Correlacion entre la magnitud del dafio a la cé-
lula neoplasica y su efecto farmacolégico

El mecanismo de accién de los agentes alquilan-
tes es la formacion de aductos con la molécula
del DNA que provocan entrecruzamientos inter e
intracatenarios y conducen a la apoptosis. En en-
sayos in vitro se incubaron once lineas celulares
de linfoma de Burkitt con la mostaza nitrogenada
HN2, un potente alquilante. No se encontraron
diferencias entre las diversas lineas celulares con
respecto al nimero de entrecruzamientos finales
ni con respecto a su cinética de entrecruzamiento.
Sin embargo, si se encontraron notables diferencias
de sensibilidad entre las diferentes lineas celulares.
La concentracion necesaria para llevar a apopto-
sis al 50% delas células (LDso) y la concentracion
necesaria para inhibir el crecimiento tumoral al
50%(ID50) fueron significativamente menores en
la lineas CA46 y MC116, mientras que las lineas
Nawalwa y JLP119 fueron las mas resistentes (23).

En otro estudio se obtuvieron resultados simi-
lares en células aisladas de cancer metastasico de
testiculo y de vejiga incubadas con cisplatino (CPL).
Las lineas celulares tumorales SuSa y 833K deri-
vadas de testiculo son altamente sensibles al CPL,
mientras que las lineas celulares RT112 y RT4 de
cancer de vejiga se caracterizan por la resistencia
al CPL relacionada con la frecuencia de mutaciones
espontaneas inducidas por el antineoplasico. Las
dos lineas celulares derivadas de cancer vejiga fue-
ron las de mayor frecuencia de mutaciones (células
RT112) y las de frecuencia de mutacion mas baja
(células RT4) lo que indica que no hay correlacion
entre la frecuencia de mutaciones como resultado
de la formacidon de aductos entre el DNA y el CPL
y la sensibilidad a este farmaco (24).

¢) La sensibilidad a un mismo farmaco es diferente
para cada subpoblacion de células neoplasicas

Al incubar con Ara-C a una concentracién de 100
ug/ml, las células de leucemia aguda (HL-60) que
murieron durante las primeras 4 h lo hicieron por
apoptosis; después de 8 h un 40% de la poblacién

sobreviviente muridé por apoptosis y entre las 12
y las 36 h el mayor porcentaje de las células que
murieron lo hicieron por necrosis. Al aumentar la
concentracion de Ara-C la muerte celular ocurrié en
menor tiempo, pero las proporciones de muerte por
apoptosis/necrosis no se modificaron. Lo anterior
reveld la existencia, dentro de una misma poblacion
celular, de subpoblaciones con diferente respuesta
a una misma dosis y tipo de antineoplasico (25).

Apoptosis inducida por H,0,

El término “especies reactivas” se refiere a meta-
bolitos del oxigeno molecular (ROS) o productos de
la reaccion entre el oxigeno y el nitrégeno (RNS)
caracterizados por ser mas reactivas que el O, a
partir del cual se originaron. El H,0, es una especie
reactiva generada principalmente por la actividad
enzimatica de la superdxido dismutasa (SOD) te-
niendo como sustrato al radical superéxido (O,".),
y en menor proporciéon por otras oxidasas como
las xantinas (26, 27, 28).

La concentracion intracelular del H,0, se en-
cuentra en un rango desde picomolar hasta 100
uM, a las cuales participa en importantes procesos
fisioldgicos, entre ellos la induccidn a apoptosis. No
obstante, el H,0, puede ser téxico aun a estas con-
centraciones debido a que en presencia de metales
de transicion como el Fe2* y el Cul* puede formar
al radical hidroxil (*OH), un radical altamente re-
activo, involucrado en el dafio oxidativo a lipidos,
proteinas y DNA; el citocromo C y las enzimas
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX), tiore-
doxina y peroxiredoxina protegen a la célula del
riesgo de dafio oxidativo por el incremento de la
generacion de H,0, (27, 28).

La evidencia de la participacién de H,0, en la
induccion a apoptosis proviene de ensayos in vitro
en donde se afiade directamente el H,0, al medio
y se evaluan diversos marcadores de apoptosis y
los resultados se contrastan con los obtenidos en
presencia de alglin antioxidante endégeno como
la catalasa o exdgeno como el antioxidante trolox.
En timocitos incubados con 0.5-10 uM de H,0, y
sulfato ferroso (0.1 mM) se identificaron cambios
estructurales y fragmentacion del DNA caracteris-
ticos de apoptosis. La frecuencia de estos cambios
en el DNA disminuyé al afiadir trolox al medio de
cultivo, lo que hace proponer al H,0, como inductor
de la apoptosis (29).

El papel del H,0, como activador o inhibidor de
la apoptosis depende de su interaccion con el cito-
cromo C, las proteinas MAPK, ERK, p38 y INK, la
proteina de choque térmico HSP27 vy las caspasas
-3, -8 y -9. La concentracion de este oxidante es
critica, a una concentracién menor a 100 uM el H,0,
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Tabla 2
Participacion del H,0, como activador o inhibidor de la apoptosis. La concentracion del H,O, es
un factor critico, a concentraciones menores de 100 uM actla como activador de la apoptosis, a con-
centraciones iguales o mayores tiene un papel antiapoptético.

Molécula de
interaccion con
H,0,

Modelo

Efecto proapoptético
del H,0,

Efecto antiapoptético
del H,0,

Células CHO (30) Citocromo C

Induccion de actividad de
peroxidasa

Autooxidacion

Células MCF-7 (31) | MAPK, ERK, p38 y JNK

Activacion por fosforilacion

Inactivacion por MKP-1

Celulas Jurkat Caspasas -3, -8 y -9

Protedlisis de sitios

Oxidacién de residuos de

(33, 34) internos cisteina de sitios cataliticos
E::g")”as nELE HSP27 Aumento de expresion

actla como inductor de la apoptosis, mientras que
a una concentracion igual o mayor se sobrepasa la
capacidad de los sistemas antioxidantes y se inhibe
el proceso apoptotico (30).

En células de ovario de hamster (CHO) el H,0,
es un inductor de la apoptosis mediada por la libe-
racion del citocromo C cuando su actividad de pe-
roxidasa oxida a la cardiolipina; a concentraciones
de H,0, mayores a 100 uM induce la autooxidacion
del citocromo C que provoca el rompimiento del
enlace Fe-Metso y la inhibicion de la apoptosis (30).

En células MCF-7 derivadas de cancer de mama
el H,0O, induce apoptosis independiente de caspasas
mediada por la fosforilacion de las proteinas MAPK,
ERK, p38 y IJNK; el aumento de la concentracion
de H,O, incrementa la expresiéon de MKP-1, una
proteina de respuesta temprana al estrés que in-
hibe la activacion de la apoptosis por las vias p38
y JNK (31).

En células HelLa los microtubulos del citoesque-
leto se fragmentan cuando las células se incuban
con H,0, a una concentracién menor de 100 uM. A
partir de 100 uM de H,0, se encontrd un incremento
de la expresion de la proteina de choque térmico
HSP27, asi como su fosforilacion mediada por la
MAPKAP cinasa-2. La proteina HSP27 activada
actla como proteina de proteccidon de la actina-F
y evita la apoptosis (32).

Apoptosis mediada por el daiio oxidativo ge-
nerado por los antineoplasicos

El dafio oxidativo se refiere a la oxidacion de las
macromoléculas: carbohidratos, lipidos, proteinas o
acidos nucleicos por ROS o RNS que provoca alte-

raciones estructurales y funcionales, y tiene como
resultado dafios metabdlicos, alteraciones celulares
e incluso la muerte por apoptosis o necrosis (28).
El tratamiento con antineoplasicos puede incre-
mentar el estrés oxidativo y modificar la actividad
del sistema antioxidante. Se han realizado diversos
ensayos, en su mayoria in vitro, para dilucidar si
el estrés oxidativo es un mecanismo de accién
requerido para el efecto farmacoldgico de los an-
tineoplasicos o es parte de su toxicidad.

Apoptosis inducida in vitro por el metabolismo de
la ciclofosfamida

La CTX tiene una biotransformacion por el citocro-
mo P450 hepatico y como resultado se produce la
mostaza fosforamida (PAM), el metabolito con ac-
tividad antineoplasica responsable de la formacion
de aductos con el DNA que conducen a la activacion
de la apoptosis. En las etapas iniciales de la bio-
transformacion se forman metabolitos altamente
inestables, entre ellos el 4-hidroxiperoxido (4-HC)
que se convierte sin activacion metabolica en 4-hi-
droxiciclofosfamida (4-hidroxi-CTX), este ultimo es
el precursor de PAM. Durante la transformacion de
4-HC a 4-hidroxi-CTX se produce H,0O, y, mediante
la reaccion de Fenton se genera *OH. El hidroxilo
forma aductos que provocan la fragmentacion del
DNA e inducen la muerte por apoptosis (35).

Se ha demostrado la relacion entre el incremento
en la generacién de H,0, durante la transforma-
cion del 4-HC, el dafio al DNA vy la activacion de la
apoptosis. En células HL-60 aisladas de leucemia
humana, incubadas por separado con 4-HC o con
CTX el porcentaje de células con dano al DNA



Revista de Educacién Bioquimica 35(3): 71-88, 2016 La paradoja del uso de antioxidantes en el cancer 81

Tabla 3

Esquema que muestra el incremento de especies reactivas del oxigeno y alteraciones al sistema
antioxidantes por efecto de los antineoplasicos. En diversos ensayos se ha observado un incre-
mento en la generacién de ROS, principalmente H,0, como efecto de los antineoplasicos. El incremento
en la generaciéon de ROS modifica la concentracién y la actividad de diversos componentes del sistema
antioxidante y provoca dafo oxidativo. Las 71 indican incremento y ¢ disminucion. Abreviaturas: ROS,
especies reactivas del oxigeno; CTX, ciclofosfamida, DTX, doxorubicina; 5-FU, 5-fluorouracilo; MTX, me-
totrexano; vinicristina, VCT, procarbazina (PCZ); cisplatino, CPL; dactinomicina, DTM; bleomicina, BMA;
LPX, lipoperoxidacion; TAC, capacidad antioxidante total; SOD, superéxido dismutasa; CAT, catalasa;
GPX, glutation peroxidasa; GST, glutation S transferasa, GR, glutatién reductasa.

Anti- ROS Sistema Antioxidante
Modelo 14si (Gene- | Daiio Oxidativo
Neoplasico | acion) Antioxidantes
LPX TAC Enzima Endogenos | Exogenos
(Concen- | (Equiv. | (Actividad) | (Concentra- | (Concen-
tracién trolox) cién) tracién)
MDA)
Leucocitos aislados de | BMA 0, ()
linfomas y sarcoma H,0, T
(34)
Sangre y plasma de CTX, 5-FU |7 ()
pacientes diversos tipos |y DTX
de cancer (42, 43)
Plasma de pacientes DTX y CTX () J
cancer de pulmoén (37)
Células humanas CPL H,0, T | T
cancer prostata (44)
Cardiomiocitos (38) DTX H,0, T GPX |
Tejido cardiaco de CTX 0 SOD, CAT, | Cerulo- Vitaminas
ratas (35) GPX, GST, |plasmina |E
GR { \’ cl
Tejido renal de ratas CPL CAT, SOD
(37) GPX {
Enterocitos de ratas MTX ()
(40)

(fragmentacién y formacién de aductos 8-oxodG)
y de células en apoptosis fue mayor cuando se
incubaron con 4-HC; el efecto fue mayor al afiadir
NADH y Cu(II) al medio y disminuyd en presencia
de catalasa y quelantes de cobre y no se observéd
en las células HP100, una clona que expresa una
actividad de catalasa 18 veces mayor que HL-60.
Los autores sugieren que la generaciéon de H,0O,

en la conversién de CTX en 4-HC podria contribuir,
junto con el entrecruzamiento de las cadenas de
DNA provocado por PAM, a la apoptosis inducida
por CTX (35). Si bien estos resultados sugieren
gue la apoptosis inducida por CTX depende de la
generacion de H,0, durante el metabolismo del
farmaco, in vivo no se ha demostrado la relacion
entre el estrés oxidativo y la apoptosis. La eviden-
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cia in vivo indica que la activacion de la apoptosis
depende de la formacidon de aductos entre PAM y el
DNA sin la participacion del estrés oxidativo (36).

Nefrotoxicidad inducida por el metabolismo del
cisplatino

La apoptosis de células neoplasicas inducida por
el tratamiento con cisplatino se activa por la for-
macion de aductos entre el farmaco y el DNA y de
entrecruzamientos, intra e intercatenarios en esta
molécula. Se ha encontrado que el tratamiento con
cisplatino esta asociado al dafio oxidativo: aumenta
la concentracion de malondialdehido, disminuye
la concentracion de glutation de reducido (GSH)
y la actividad de la enzima antioxidante glutation
peroxidasa (GPX) en rifion y testiculos de ratas.
La nefrotoxicidad es uno de los principales efectos
toxicologicos del tratamiento con cisplatino y se ha
relacionado con la apoptosis de células del tubulo
renal. La mitocondria es uno de los blancos del
dafio oxidativo debido a la oxidacidn de los grupos
sulfhidrilo de algunas proteinas mitocondriales, a la
inhibicion de la entrada de calcio y a la reduccion
del potencial de membrana; el dafio oxidativo a
enzimas de la cadena respiratoria provoca la dis-
minucion de los niveles de ATP, el aumento en la
lipoperoxidacién y la reduccién de la actividad del
sistema antioxidante en tejido renal (37).

Efecto toxicologico y farmacoldgico del metabolis-
mo de la doxorubicina

En células endoteliales adrticas de bovino (BAEC)
y en cardiomiocitos el tratamiento con DTX incre-
menta la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS).
Durante el metabolismo de la DTX se genera H,0,,
el cual junto con el aumento del flujo de Ca?* induce
la expresion de eNOS, el incremento en la velocidad
de generacion de 'NO activa sefiales proapoptoti-
cas. La participacion del estrés oxidativo en la toxi-
cidad del tratamiento con DTX se corrobora debido
a que el co-tratamiento con antioxidantes aumenta
la expresion de las proteinas antiapoptoticas Hsp70
y Bcl2 (29). Por otra parte, la apoptosis inducida
por DTX en células neoplasicas es provocada por su
interaccion con la topoisomerasa I y no se ha com-
probado la participacion del estrés oxidativo (38).

Incremento de especies reactivas del oxigeno
y alteraciones en el sistema antioxidante
durante el tratamiento con antineoplasicos

La evidencia in vivo e in vitro demuestra que el
metabolismo 6xido-reductor de los antineoplasicos
incrementa la generacion de ROS, principalmente
de H,0, y puede alterar la concentracién o la acti-

vidad de los componentes del sistema antioxidante
y causar dafio oxidativo en células libres de cancer.
El estrés oxidativo podria contribuir a la toxicidad
asociada al tratamiento con antineoplasicos.

En ensayos in vitro con cardiomiocitos se detectd
un incremento en la generacién de H,0, acompa-
flado de la disminucidn de la actividad de GPX, la
enzima antioxidante mas abundante en el corazon y
principal mecanismo de reduccion del H,0O, en este
organo; lo que hace suponer que la cardiotoxicidad,
un efecto toxico secundario muy grave durante el
tratamiento con DTX, es consecuencia de estas
alteraciones en el metabolismo oxidativo (39). En
estudios con ratas se observé un aumento en la LPO
del tejido renal, disminucidn de las enzimas SOD,
CAT y GPX y aumento de apoptosis después de una
dosis Unica de CPL; es probable que de esta forma
se genere la nefrotoxicidad, una de las principales
toxicidades de este farmaco (37).

El aumento del estrés oxidativo inducido por
antineoplasicos en 6rganos libres de cancer se ha
detectado incluso cuando el farmaco no ingresa al
organo afectado. La inflamacién generalizada de las
mucosas, mucositis, es uno de los efectos toxicos
mas frecuentes e inespecificos del tratamiento con
antineoplasicos y uno de los factores que provo-
can nausea y diarrea inmediatamente después de
la administracién, aun cuando el farmaco o sus
metabolitos no se han distribuido sistémicamen-
te. El incremento de la permeabilidad celular de
los enterocitos se relaciona con el aumento de la
generacion de ROS, mayor actividad de mielopero-
xidasa y una mayor LPO en fragmentos de intestino
aislados de ratas previamente tratadas con MTX lo
que indica que estos cambios no son provocados
por la entrada directa del antineoplasico a la célula
(40).

La alteracion de la memoria a corto plazo, la dis-
minucion de la capacidad de orientacidon espacial,
los problemas motrices y de concentracion durante
o después de haber recibido tratamiento con an-
tineoplasicos que presentan algunos pacientes es
conocido como “chemo brain”. Este efecto téxico
resulta de particular interés debido a que no obs-
tante la imposibilidad de los farmacos o sus meta-
bolitos para atravesar la barrera hematoencefalica,
por medio de técnicas de imagen se han detectado
cambios morfoldgicos en el cerebro asociados con
incremento de LPO en plasma, y en modelos ani-
males se ha detectado dafio oxidativo en lipidos y
proteinas del cerebro y aumento de la apoptosis
neuronal (41, 42, 43, 44). En ensayos animales se
ha detectado un aumento de la concentracién del
factor de necrosis tumoral (TNF-a) y de la activi-
dad de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS) en el
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cerebro de animales tratados con antineoplasicos,
es factible que el O,* generado durante el meta-
bolismo de DTX induzca la oxidacion de proteinas
en plasma y con ello se incrementa la secrecion
de TNF-a por macrofagos; el TNF-a puede llegar
al cerebro, atravesar la barrera hematoencefalica
y generar estrés oxidativo al aumentar la actividad
de la NOS (42).

El tratamiento con antioxidantes y la efecti-
vidad del antineoplasico

El estrés y el dafio oxidativo pueden disminuirse
al administrar antioxidantes antes o durante el
tratamiento con antineoplasicos. En ensayos in
vivo el escualeno evité la disminucién de la acti-
vidad enzimatica de SOD, CAT, GTX, GRy GST y
de la concentracién de vitamina C, vitamina E y
ceruloplasmina en plasma provocado por CTX (45),
el licopeno disminuyd la nefrotoxicidad durante el
tratamiento con CPL (46) y la N-acetilcisteina los
efectos del MTX en los enterocitos (40, 47). En
grupos de pacientes bajo distintos esquemas de
tratamiento también se han reportado mejorias
en el estado general cuando el tratamiento anti-
neoplasico va acompanado de la administracion de
antioxidantes. Los resultados in vivo y en pacientes
sugieren que el uso de antioxidantes no disminuye
la eficacia de los antineoplasicos y si contribuye a
disminuir el dafio oxidativo provocado por estos
farmacos.

Aumento de la concentracion de GSH y la resis-
tencia al cisplatino

No obstante la evidencia a favor del empleo de
antioxidantes durante el tratamiento con anti-
neoplasicos, su uso se toma con cautela ante la
posibilidad de que el estrés y el dano oxidativo sean
necesarios para lograr el efecto farmacoldgico de
los antineoplasicos. Mas aun en algunos casos se ha
encontrado una correlacion entre el aumento de la
concentracion de los antioxidantes y la resistencia
al antineoplasico.

En varios trabajos se ha encontrado correlacion
entre la concentracion de GSH y la quimioresis-
tencia al CPL. En las células Hep2 de carcinoma
humano de laringe, resistentes al cisplatino, la
concentracion de GHS es mayor que en las lineas
celulares sensibles a este antineoplasico (48). In-
cluso en las células resistentes, como las células
tumorales T24 de vejiga, la induccion a apoptosis
por cisplatino aumenta cuando las concentraciones
intracelulares de GSH disminuyen (49).

La resistencia al CPL y su relacion con la con-
centracion de GSH puede ser el resultado de varios

procesos: a) Conjugacion del GSH con el cisplatino
para facilitar su salida de la célula; b) Reduccion
de la formacion de aductos entre el cisplatino y
el DNA debido a la conjugacion entre el GSH vy el
cisplatino, c) Inhibicion de la apoptosis por BCL-2
mediada por una via antioxidante regulada por los
niveles de GSH.

a) Conjugacion del GSH con el cisplatino para
facilitar la salida de la célula

El GSH se conjuga con el cisplatino por la actividad
de la glutation-S-transferasa (GST), el CPL conju-
gado con GSH puede salir de la célula por medio
de los transportadores MRP2/cMOAT y MRP1/GS-X
(50). Sin embargo, la correlacidn entre la formacion
del conjugado de cisplatino parece ser especifica
para ciertos tipos celulares; en lineas celulares
de glioblastoma, adenocarcinoma de colon y de
pulmon (52, 53) la expresion de GST es mayor en
las células quimioresistentes pero en células de
cancer de ovario (52) o de pulmén (51) no se ha
encontrado correlacién entre la quimioresistencia
al CPL y el nivel de expresion de GST. De la misma
manera, algunas lineas resistentes al CPL tienen
mayor nimero de transportadores MRP2/cMOAT y
MRP1/GS-X en comparacion a las lineas sensibles
(53).

b) Inhibicion de la formacion de aductos entre el
cisplatino y el DNA debido a la conjugacion entre
el GSH y el cisplatino

Los resultados de los ensayos in vitro con células
HelLa o Me 665 de melanoma indican una relacién
entre el nivel de expresion de la gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), la conjugacion entre el CPL
y el GSH vy la resistencia al farmaco (54), lo que
sugiere que la conjugacion del CPL con el GSH impi-
de la unién del antineoplasico con otros nucleéfilos
celulares, como el DNA e inhibe la formacion de
aductos necesaria para la induccion a la apoptosis
(53). Sin embargo, en ensayos in vivo ocurre lo
contrario, a mayor expresion de la GT mayor efi-
cacia del cisplatino lo que quiere decir que in vivo
no hay una relacidén entre la actividad enzimatica
de la GGT y la apoptosis inducida por CPL (53, 55).

c) Inhibicion de la apoptosis por BCL-2 mediada
por una via antioxidante regulada por los niveles
de GSH

Diversos trabajos sugieren que la proteina BCL-2
inhibe la apoptosis mediante una via antioxidan-
te, especialmente a través de la regulacion de los
niveles de GSH. En células HelLa la sobreexpresion
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de BCL-2 inhibe en un 30% la actividad de los
transportadores RsGshT sinusoidales dependientes
de metionina y responsables de la salida del GSH
al plasma y no modifica la actividad de la gamma
glutamilcisteina sintetasa (GGS), la enzima que
forma al GSH; por lo tanto la concentracion intra-
celular de GSH aumenta en un 60% (56), el GSH
llega al nlcleo en donde actia como un inhibidor
de la actividad de las caspasas. Se ha demostrado
gue la actividad antiapoptoética de BCL-2 se debe
a su capacidad para regular la concentracion del
GSH, la adicién de N-acetilcisteina al medio o
anadir directamente el GSH al interior del nucleo
inhibe la apoptosis aun en células que sobreex-
presan BCL-2. Por otra parte, en células derivadas
de linfoma de ratén incubadas con dietil maleato o
diamina, como agentes que disminuyen la concen-
tracion de GSH, se incrementa la susceptibilidad a
la apoptosis inducida por radiacidon en células que
sobreexpresan BCL-2, lo que confirma que el papel
antiapoptotico de BCL-2 se debe a su capacidad
para regular las concentraciones intracelulares de
GSH (57).

La proteina BCL-2 puede inhibir la apoptosis por
una via actividad por H,0, a concentraciones igua-
les o mayores de 100 uM; esta activacion puede
conducir al incremento de la actividad de SOD ci-
toplasmatica en las células NT-2 (teratocarcinoma)
y de catalasa en células de neuroblastoma (SK-N-
MCQC). El incremento de la actividad de las enzimas
antioxidantes no impide la LPO o el dafio al DNA en
ninguna de las dos lineas celulares (58). Sin em-
bargo, BCL-2 no repara el dafio al DNA, la inhibicion
de la apoptosis por sobreexpresion de BCL-2 en las
células con dano oxidativo puede incrementar la
tasa de la mutagénesis, incrementando el riesgo
de carcinogénesis (59).

Diferencias en la sensibilidad a los antineoplasicos
entre células neoplasicas y células no neoplasicas

Existen diferencias entre las células cancerosas y
las células no cancerosas en cuanto a la relacion
entre la concentracion de especies reactivas del
oxigeno y la sensibilidad a los antineoplasicos. Las
alteraciones metabdlicas de las células cancero-
sas, especialmente el aumento del metabolismo
anaerdbico durante el llamado efecto Walburg,
producen un estado inherente de estrés oxidativo.
Se ha encontrado que en las células neoplasicas
la generacion de ROS y RNS es mayor que en cé-
lulas no neoplasicas, y existe un incremento de la
expresion de proteinas antioxidantes como SOD y
catalasa, probablemente como un mecanismo de
proteccidn contra el dafo oxidativo. Asi mismo, el
aumento en la concentracién de ROS durante el

tratamiento con algunos antineoplasicos induce un
incremento en su capacidad antioxidante.

En ensayos con células de leucemia el 2-me-
toxiestradiol (2-ME) inhibe la actividad de SOD e
inducen la acumulacién de superdxido (0,") como
parte de su mecanismo de accion y parece ser
selectivo para células cancerosas. De igual ma-
nera se ha encontrado que en células aisladas de
pacientes con cancer de ovario, la inhibicion de
SOD por 2-ME también induce la apoptosis. Estos
datos sugieren que el O, participa en la induccién
a la apoptosis, y apoya la hipdtesis de que la ac-
tividad de las enzimas antioxidantes es mayor en
las células neoplasicas; sin embargo no son con-
cluyentes debido a que la expresion de SOD varia
entre células y tejidos y en algunos casos incluso
es menor en células neoplasicas (60).

Empleo de antioxidantes sin disminucion del efecto
farmacoldgico de los antineoplasicos

En contraste con la evidencia del efecto antiapop-
totico de los antioxidantes in vitro; en modelos
animales se ha demostrado que la coadministracion
con antioxidantes no disminuye el comportamiento
antitumoral de DTX ni de CPL, sino que ademas,
aumenta la supervivencia de los animales (61).
Adicionalmente, en ratones con carcinoma de colon
tratados con catalasa intravenosa se puede obser-
var una reduccidn de las metastasis a higado (62).

En lineas celulares de carcinoma de mama hu-
mano, la incubaciéon con vitamina C aumento el
efecto farmacoldgico de la DTX, el CPL y el pacli-
taxel aln en aquellas lineas celulares resistentes
a los antineoplasicos (63). De la misma manera,
en las células neoplasicas escamosas incubadas
con el CPLy con el carboplatino, el 1,25-dihidroxi-
16-ine-colecalciferol (Ro23-7553), un analogo del
metabolito activo de la vitamina D, incremento
el nimero de las células que se mantuvieron en
arresto en Go-Gi, redujo el tamafio del tumor asi
como el nimero y tamafio de las metastasis (64).

Por otra parte, el tratamiento con una mezcla de
plantas con propiedades antioxidantes, usadas en
la medicina tradicional china en un modelo animal
de cancer hepatico tratado con DTX, disminuyd la
LPO y aumento la concentracion del GSH vy la activi-
dad de las enzimas CAT y SOD, también disminuyd
la apoptosis de células no neoplasicas del rifion (6r-
gano no afectado) y en el higado (érgano afectado
por cancer) sin diferenciar células neoplasicas o no
neoplasicas y no obstante la menor apoptosis global
de las células del 6rgano afectado la supervivencia
de los animales se incrementd en 50% (65).

Asi mismo, la administracion diaria de vitami-
na C (2 g/Kg) a ratones y cobayos con leucemia
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tratados con DTX (5 mg/kg), protegid del dafio
estructural a los miocardiocitos, evité el aumento
de LPO en el corazon y prolongé el periodo de so-
brevida del animal (66).

Terapéutica en el uso de antioxidantes en el
cancer

Se estima que el consumo de antioxidantes por
pacientes durante el tratamiento con antineopla-
sicos varia entre 10-87%, el amplio rango se debe
a diferencias por tipo de cancer, edad, educacion,
nivel socioeconémico y grupo étnico. En muchos
casos los pacientes toman la decision de utilizar
antioxidantes como suplemento, con o sin la
autorizacion del médico; en los casos en donde
los antioxidantes se han utilizado como parte
del tratamiento para aliviar los efectos toxicos
indeseables predomina el uso de glutatién, mela-
tonina, vitaminas A, C y E, N-acetilcisteina, acido
elagico y mezclas de plantas medicinales propias
de la cultura local. En una revisién del estado del
arte Block y cols. encontraron que el uso de GSH
en protocolos clinicos disminuia en 58% o mas
la neurotoxicidad, permitia completar los ciclos
de tratamiento con antineoplasicos programados
e incrementaba la sobrevivencia; en el 35% de
los pacientes que tomod melatonina disminuyeron
sintomas relacionados con los efectos secundarios
a corto plazo: pérdida de peso, nauseas, vomito,
fatiga y no se encontraron diferencias en la sobre-
vivencia entre estos pacientes y el grupo control.
Solo un protocolo que utilizd N-acetilcisteina cum-
plid los criterios de inclusion del analisis efectuado
por Block y cols., el objetivo inicial del uso de este
antioxidante era prevenir la cardiotoxicidad, no
se encontraron diferencias entre los pacientes
tratados y aquellos que recibieron placebo, no
obstante el 50% de los pacientes tratados con
el antioxidante tuvieron remisiéon parcial, contra
el 35% de los que consumieron un placebo; en
el caso del empleo de vitamina C o mezcla de
hierbas de la medicina tradicional no se encon-
traron diferencias entre los pacientes tratados y
el grupo control, mientras que con el uso de las
vitaminas A y E el porcentaje de pacientes que
mostraron mejoria fue significativamente mayor
al compararlos con los pacientes que recibieron
placebo (67).

No obstante lo anterior, el uso de antioxidantes
no es una practica estandar durante el tratamiento
con antineoplasicos. La cautela en su uso se debe
en parte, a la falta de certeza sobre la participacion
del estrés oxidativo en el efecto farmacoldgico de

los antineoplasicos. Aun cuando existe evidencia
in vitro que apoya lo anterior, en ensayos in vivo
se ha comprobado que el estrés oxidativo forma
parte de la toxicidad y no participa en la apoptosis
inducida por los antineoplasicos.

Los resultados de ensayos in vivo y de proto-
colos clinicos sobre el uso de antioxidantes son
alentadores, no obstante es preciso continuar con
las investigaciones al respecto que permitan a)
Homologar condiciones de ensayo y establecer
criterios para hacer comparativos los resultados
y cuantificar el beneficio del tratamiento, b) Am-
pliar el nUmero de farmacos a estudiar y disefar
ensayos con combinaciones de antineoplasicos tal
como ocurre en el tratamiento con los pacientes,
c) Considerar la heterogeneidad del tumory las di-
ferentes respuestas al antineoplasico de las clonas
de células neoplasicas que lo forman.

Conclusiones

El H,O, es un inductor de la apoptosis y en el
caso de algunos farmacos se genera durante su
metabolismo, esta evidencia ha hecho suponer
que el estrés oxidativo es requerido para el efecto
farmacoldgico. Sin embargo, se ha demostrado
que el H,0, induce a apoptosis por vias diferentes
a las que utiliza para generar su efecto oxidante
sistémico y que los antioxidantes reducen los efec-
tos toxicos oxidantes en células no neoplasicas sin
disminuir la apoptosis de las células neoplasicas
inducida por los antineoplasicos. Los antioxidantes
protegen del dafio oxidativo a los 6rganos libres
de cancer e incluso, en algunos casos, pueden
potenciar el efecto antitumoral de los farmacos
disminuyendo las metastasis o aumentando las
probabilidades de sobrevivencia.

Los resultados a favor y en contra del uso de
los antioxidantes deben analizarse en su contexto,
la interaccion antineoplasico-célula-antioxidante
depende del tipo de farmaco o de la combinacion
de ellos en el tratamiento, del tipo de cancer y de
las subclonas que forman parte de la poblacion
tumoral, del tipo y combinacion de antioxidantes y
de condiciones genéticas y fisioldgicas particulares
de la persona enferma de cancer.

La mejor comprension del proceso de interac-
cion antineoplasico-célula neoplasica-antioxidante
es indispensable para establecer las condiciones
del uso de los antioxidantes para proteger a los
organos libres de cancer de los efectos téxicos de
los antineoplasicos sin disminuir el efecto farma-
coldgico de éstos sobre las células neoplasicas.
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HORIZONTALES

1

Son las enzimas que tienen como coenzimas a
NAD™ o FAD y que catalizan el desprendimiento
de pares de hidrégeno de un sustrato.

Es un sistema llamado complejo , esta
constituido por un grupo de enzimas que se
encuentran relacionadas entre si y conducen
a la formacién de un producto.
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Enzima que en su estructura se encuentra
presente como grupo prostético un nucledtido
de flavina.

La penicilina inhibe a la transpeptidasa que
entrecruza a los peptidoglicanos de la pared
bacteriana ya que se fija al centro activo de la
enzima y establece una unién con un residuo
de serina, de esta manera el antibiético es un
inhibidor de la sintesis de la pared
bacteriana y por ende la bacteria no sobrevive.
La de Michaelis-Menten se observa
cuando al graficar la velocidad inicial de una
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reaccion mediada por una enzima, a medida
gue aumenta la concentracion de sustrato se
obtiene una hipérbola

La alta del proceso enzimatico permite
que las enzimas reconozcan a sus sustratos
debido a la estructura y conformacion del
centro activo de la enzima para recibirlos.

El centro activo de una enzima es una region
de aproximadamente diez residuos de

donde se realiza la unién catalitica enzima-

sustrato.
Cuando en una reaccion enzimatica se aumenta
la , aumenta la actividad hasta un

maximo, posteriormente ésta decrece abrup-
tamente debido a la desnaturalizacion protei-
ca; sin embargo, las enzimas de las bacterias
termofilas pueden mantenerse activas hasta
cerca de 100 ©°C.

Enzima que cataliza la fosforilacion de la
glucosa a partir de ATP en las células, su Km
es de 0.2 mmol/I; los hepatocitos tienen una
isoenzima la glucocinasa, cuya Km es de 10
mmol/l; después de una ingesta alimenticia
aumenta la concentracidén de glucosa sangui-
nea, que por la accion de esta Ultima isoenzima
se fosforila y posteriormente es enviada para
formar glucogeno.

Molécula que cataliza una reaccion quimica
especifica, aumenta la velocidad de reaccion
al disminuir la energia de activacion.

Son proteinas con caracteristicas cataliticas y
estructurales similares, pero con diferencias
genéticas.

Figura geométrica que se obtiene al graficar
velocidad enzimatica contra concentracién de
sustrato.

La intoxicacion ocasionada por la ingesta de me-
tanol tiene como sintoma inicial la presencia de
trastornos visuales; esta sustancia por la accion
de la deshidrogenasa alcohdlica da lugar a la sin-
tesis de formaldehido y posteriormente a acido
férmico responsable de la acidosis metabdlica;
mediante la administracion de etanol se puede
realizar una competitiva ya que este
alcohol tiene mayor afinidad por la enzima.

Es la estructura proteica de un sistema en-
zimatico, sin la presencia de coenzimas o
cofactores.

Forma en la que las enzimas proteoliticas se
sintetizan, si se encontrasen siempre en su
forma activa digeririan a los tejidos que las
producen.

El nUmero de de una enzima -llama-
da también constante catalitica- es el nUmero
de procesos que cada sitio activo cataliza por
unidad de tiempo.

32
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Compuesto organico indispensable para que
algunas enzimas puedan expresar su funcion
catalitica, generalmente participa una vitamina
en su estructura.
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Nombre que recibe el proceso cuando en una
determinada via metabdlica se acumula un
producto, mismo que funciona como inhibidor
alostérico, permitiendo que se disminuya la
velocidad de la via, cuando el producto final se
va consumiendo y su concentracion disminuye,
se deja de inhibir la via.

Asi se llama al fendmeno en el que algunas
enzimas tienen varias subunidades y la fijacion
de un ligando a una de ellas, facilita o dificulta
la fijacion de otra subunidad, pudiendo ser
positiva o negativa.

Las sustancias que realizan este tipo de inhi-
bicidn, compiten directamente con el sustrato
por el sitio activo de la enzima, generalmente
tienen una estructura parecida al sustrato
natural, como por ejemplo el malonato que
tiene un gran parecido con el sustrato de la
deshidrogenasa succinica.

Las enzimas cumplen esta funcion,
debido a su capacidad de tener un cambio
en su actividad catalitica por modificaciones
covalentes o por un mecanismo alostérico.
Este tipo de enzimas tiene varias subunidades
y varios sitios activos; la unién de un sustrato
a un sitio activo puede modificar las posibili-
dades de accion de otros sitios con actividad
dentro de la misma molécula.

La constante de Michaelis (Km) es Unica para
un par enzima-sustrato y cuando
sustratos reaccionan con una determinada
enzima se obtendran distintos valores de Km.
Nombre que recibe la actividad que mide la
pureza de una enzima, y se obtiene a partir de
gue un numero de micromolas de sustrato es
transformado por un sistema enzimatico por
minuto por miligramo de proteina a 25 °C.
La de una enzima depende critica-
mente, entre otros factores, del valor de pH
en el que se realice la reaccion, al graficarse
se obtiene una curva con forma de campana,
el valor optimo para las enzimas de origen
animal es alrededor de 7.

La de una reaccién enzimatica se
obtiene al relacionar -ante una determinada
enzima- la concentracion del sustrato y el
tiempo que tarda en obtenerse el producto.
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La velocidad de una reaccidon en-
zimatica se alcanza a concentraciones altas
de sustrato, cuando la enzima se encuentra
saturada.

La de Michaelis indica la afinidad de
la enzima por un sustrato y es la concentracion
de sustrato necesaria para obtener la mitad
de la velocidad maxima.

Cuando en una reaccidon enzimatica participa
una sustancia que es un no com-
petitivo, ésta se une tanto a la enzima libre
(EI) como al complejo formado por enzima-
sustrato (ESI), con ello se distorsiona el sitio

26

28

29

activo, lo que conduce a que la enzima sea
cataliticamente inactiva.

Asi se llama al fendmeno de cooperatividad
en el que algunas enzimas que tienen varias
subunidades, cuando se fija un sustrato a una
de ellas facilita la fijacion a otra subunidad.
Una reaccion enzimatica de este orden, es
cuando la velocidad de la reaccién en cual-
quier tiempo que se mida, es proporcional a
la concentracién de sustrato.

Trazo obtenido por Lineweaver y Burk al gra-
ficar las dobles reciprocas en la ecuacion de
Michaelis-Menten.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién, difusion, discusién, analisis y presentacion
de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La Revista esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes
de posgrado, licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se someten a eva-
luacion para su posible publicaciéon no deben de haberse presentado total o parcialmente en
otras publicaciones.

Se aceptan Gnicamente contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma
de articulos de investigacion, de revisioén, de critica, de analisis y otras comunicaciones que
tengan que ver con diversas formas de estimular el aprendizaje de la bioquimica y sirvan de
apoyo a investigadores, profesores y alumnos, tanto en aspectos de investigacion, académi-
cos y de actualizacién.

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes
lineamientos editoriales:

de publicacién entre paréntesis, titulo completo
del articulo y después de un punto, el nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el el Current Contents, numero del volumen y an-

cual debe de ser claro, simple, atractivo y evitar
las abreviaturas o en su caso, definirlas al inicio
del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando
por el nombre propio completo. La afiliacion de
los autores se escribira en el siguiente parrafo,
indicando departamento, institucion, ciudad,
estado y pais y la direccion de correo electronico
del autor responsable. La afiliacion de los autores
se indicard con numeros entre paréntesis. Se
proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

en idioma espafiol y uno en inglés (Abstract) de
no mas de 350 caracteres.

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “Word”, con una extensiéon maxima
recomendada de 15 cuartillas a doble espacio,
en “Times New Roman 12" como fuente de la
letra, sin formato de texto, tabuladores o pies
de pagina. Las figuras y tablas se presentaran
separadas del texto.

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nime-

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo y deben contener para los articulos:
apellidos e iniciales de todos los autores, afio

tecedido por dos puntos, el nUmero de la primera
y ultima paginas, de acuerdo con el siguiente
ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
(1996) Generic analysis of ageing: role of oxida-
tive damage and environmental stresses. Nature
Gen 113:25-34. Los articulos en libros deberan
citarse de la siguiente forma: Wood KJ (1992)
Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A
W. John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,
USA, pp 81-104. Los libros podran incluir las
paginas totales o las consultadas y se citaran de
acuerdo con este ejemplo: Lehninger AL, Nelson
DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

en formato “jpg” o integradas en un archivo de
“Power Point” o del mismo “Word” separadas del
texto del articulo. Las figuras pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y separadas del texto del articulo.
Las figuras y las tablas se deberan numerar con
arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se
deberan presentar en una hoja aparte. Se debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidon. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso
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obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis;
cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

7) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las
normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberan definirse entre paréntesis, la
primera vez que se utilicen.

II. Otras comunicaciones incluyen: resumenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica
de interés general, avisos de reuniones acadé-
micas y cursos, problemas teoricos, ejercicios
practicos, juegos didacticos con orientacién
educativa, bolsa de trabajo o comentarios de ar-
ticulos publicados previamente en la REB, cartas
al editor, entre otras. Estas deberan seguir los
siguientes lineamientos:

1) El contenido debera ser desarrollado en forma
resumida y de una manera explicita.

2) Se aceptara un maximo de 10 referencias que
se citaran entre paréntesis en el texto, como se
indica en el inciso I-5. Se podran incluir figuras
o tablas, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las espe-
cificaciones de la Revista no seran aceptados de
primera instancia para su revision.

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
autores en andénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre

REB 34(4): 117-118, 2015

ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacion global, el Editor en
Jefe enviara las evaluaciones al autor responsable
para que corrija e incorporé en el manuscrito las
diferentes observaciones o en su caso, indique su
opinidn a observaciones que considere discutibles
en los dictdmenes de los revisores. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
Revista, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
de otra forma se considerard como un manuscrito
enviado por primera vez. De ser necesario el Comité
Editorial podra enviar nuevamente el manuscrito co-
rregido a los revisores para tener una nueva ronda
de revision, todo ello continuando con el anonimato.
Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electronicos se deberdn enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que serd considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccidon electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacién del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacion en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
gue envian el trabajo.



