CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS

AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA MOLECULAR

CARACTERIZACION DE UN MODELO DE MUERTE CELULAR POR
CATASTROFE MITOTICA INDUCIDO POR CURCUMINA EN LEUCEMIA

MIELOIDE CRONICA

TESIS

Que presenta

MACARIO MARTINEZ CASTILLO

Para obtener el grado de

DOCTOR EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE
BIOMEDICINA MOLECULAR

Directores de la tesis:

Dr. Nicolas Villegas Sepulveda.

Dr. Emilio Joaquin Cérdova Alarcén.

Ciudad de México

Agosto, 2016



El presente trabajo se llevo a cabo en el Departamento de Biomedicina
Molecular del CINVESTAV



Agradecimientos

Al CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA (CONACYT) por
otorgarme la beca con numero de registro 244953, para realizar mis estudios

de Doctorado.



Agradezco:

Al Dr. Nicolas Villegas Sepulveda por permitirme trabajar en su

laboratorio.

Al grupo de investigacion del Dr. Villegas:
Biol. Raul Bonilla Moreno
Dr. Job Ali Diaz Hernandez
M. en C. Israel Garcia Aguiar
Bidl. lvan Bautista Gaytan
QBP. Remberto Campos Conde
M. en C. Carolina Vaisman

Por su apoyo técnico a:
QFB. Leticia Aleman Lazarini
C. Victor Manuel Ortiz Santiago

Al Dr. Emilio Joaquin Cdérdova Alarcén, por su asesoria y apoyo para

la realizacion de esta tesis

Al comité tutorial:
Dra. Leticia Cedillo Barron, Biomedicina Molecular, CINVESTAV.
Dra. Rosaura Hernandez Rivas, Biomedicina Molecular, CINVESTAV.
Dr. Leopoldo Santos Argumedo, Biomedicina Molecular, CINVESTAV.
Dra. Araceli Hernandez Zavala, Escuela Superior de Medicina-IPN.

Por el tiempo empleado para la asesoria y revision de esta tesis



Dedicatoria

A mi madre, padre y hermana, muchas gracias por su infinita paciencia y

apoyo.



1. INDICE
2. iINDICE DE FIGURAS

3. INDICE DE TABLAS

4. ABREVIATURAS

5. RESUMEN

6. ABSTRACT

7. INTRODUCCION

7.1. Leucemias

7.2. Curcumina

7.3. Ciclo celular

7.4. Mitosis
7.4.1. Etapas de la mitosis
7.4.2. Astrina una proteina asociada a microtubulos

7.5. Puntos de control del ciclo celular
7.5.1. Punto de control en G1/S
7.5.2. Punto de control en la fase S
7.5.3. Punto de control en G2/M
7.5.4. Punto de control en Mitosis

7.6. Apoptosis
7.6.1. Via extrinseca

7.6.2. Via intrinseca

8-11

12

13

14-33



7.7. Catastrofe mitética
7.8. P73
7.8.1. Estructura de P73

7.8.2. Participacion de P73 en el control de ciclo celular y apoptosis

8. ANTECEDENTES 34-39
9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION 40
10. HIPOTESIS 41
11. OBJETIVO GENERAL 42
12. OBJETIVOS PARTICULARES 42
13. MATERIAL Y METODOS 43-58

13.1. Cultivo celular y quimicos

13.2. Western blot

13.3. fluorescencias

13.4. Deteccién de H3S10-p y H3S10-p/Caspasa-3 por citometria de flujo
13.5. LIVE/DEAD

13.6. Fragmentacion del DNA

13.7. Ensayo de TUNEL

13.8. Inmunoprecipitaciéon

13.9. Ensayos de digestion con Fosfatasas

13.10. Extraccion de RNA y obtencion de Cdna

13.11. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

13.12. Ensayos de silenciamiento



14. RESULTADOS 59-98
14.1. Arresto en Mitosis

14.1.1. Conteo de nucleos mitoticos

14.1.2. Niveles proteicos de H3S10-p
14.2. Alteraciones morfologicas en Mitosis

14.2.1. Efecto de la curcumina en el huso mitético

14.2.2. Efecto de la curcumina en la segregacion cromosémica

14.2.3. Efecto de la curcumina en proteinas de unién a microtubulos
14.3. Muerte celular tipo apoptosis

14.3.1. Aumento de la permeabilidad de la membrana celular

14.3.2. Cambios en los niveles de proteinas promotoras de la

apoptosis y anti-apoptoticas.
14.3.3. Efecto de curcumina en el procesamiento de las caspasas
14.3.4. Fragmentacion del DNA

14.4. Muerte celular en mitosis

14.5. Puntos de control en G2 y Mitosis
14.5.1. Dafio a DNA y marcadores de arresto en G2
14.5.2. Marcadores de activacion del punto de control en Mitosis
14.6. P73 un posible regulador del arresto y muerte celular en mitosis

14.6.1. Localizacion de P73 en respuesta a curcumina



14.6.2. Modificaciones post-traduccionales de P73 inducidas por

curcumina

14.6.3. Efecto de la curcumina en la expresion de algunos posibles genes
blanco de P73

14.6.4. Asociacion de P73 con BUBR1 en respuesta a curcumina

14.6.5. Efecto del silenciamiento parcial de P73 en la induccién de arresto

celular en respuesta a curcumina

15. DISCUSION 99-110
16. CONCLUSION 111
17. PERSPECTIVAS 112
18. REFERENCIAS 113-123



2. INDICE DE FIGURAS.
Figura 1. Fases de la Mitosis.
Figura 2. Estructura de los miembros de la familia de P53.

Figura 3. En la linea celular K862, curcumina induce un arresto en la fase

G2/M y muerte celular.
Figura 4. Curcumina induce un aumento en la cantidad de nucleos mitéticos.

Figura 5. Curcumina induce un aumento en el marcador de mitosis, H3S10-

p.
Figura 6. Curcumina induce alteraciones en la arquitectura del huso mitético.
Figura 7. Curcumina induce anormalidades nucleares.

Figura 8. Curcumina induce una localizacién polar de Astrina.

Figura 9. Curcumina promueve la fosforilacion de Astrina.

Figura 10. Curcumina induce alteraciones en la permeabilidad celular.

Figura 11. Curcumina induce cambios en los niveles de proteinas anti-

apoptaticas, procesamiento de caspasas y corte de PARP.
Figura 12. Curcumina induce la fragmentacion del DNA.
Figura 13. Curcumina induce la muerte celular en mitosis.
Figura 14. Curcumina induce focos de dafio a DNA.

Figura 15. Curcumina altera los niveles proteicos de algunos componentes

del punto de control en G2.

Figura 16. Curcumina modifica los niveles proteicos de algunos

componentes del punto de control en Mitosis.

Figura 17. La linea celular K562 no expresa P53



Figura 18. Curcumina induce la localizacién nuclear de P73.
Figura 19. Curcumina induce marcas de activacion en P73 a nivel nuclear.

Figura 20. Efecto de la curcumina en la expresion de algunos de los genes

regulados por P73.

Figura 21. Asociacion de BUBR1 y P73 en condiciones de tratamiento con

curcumina.
Figura 22. Silenciamiento de P73.

Figura 23. Efecto del silenciamiento de P73 en la distribucion del ciclo celular

en respuesta a curcumina.

Figura 24. Modelo de los mecanismos moleculares activados por curcumina

en las células K562.



3. INDICE DE TABLAS.

Tabla 1. Porcentajes de nucleos mitoticos.

Tabla 2. Efecto de curcumina en el huso mitético.

Tabla 3. Efecto de curcumina en la morfologia nuclear.

Tabla 4. Porcentaje de muerte celular en respuesta a curcumina.
Tabla 5. Porcentaje de células TUNEL positivas.

Tabla 6. Porcentaje de células H3S10-p, Caspasa-3 y H3S10-p/Caspasa-3

positivas.



4. ABREVIATURAS.

APC/C

ATM
ATP
ATR

AlF

Apaf

BH
BSA
CAK
CARD

CDK
CHK1, 2
Ctrl

Cur

CKiI

DD

Desv. stn.
DED
DISC

DNA

Complejo promotor de la Anafase/Ciclosoma (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome).

Ataxia Telangiectasa Mutada (Ataxia-Telangiectasia Mutated).
Adenosina Trifosfato (Adenosine triphosphate).

Ataxia Telangiectasa relacionada a Rad3 (Ataxia Telangiectasia
and Rad3-related).

Factor Inductor de Apoptosis (Apoptosis-inducing factor).

Factor Activador de Proteinas Apoptéticas (Apoptotic protease
activating factor 1).

Homologia a Bcl-2 (Bcl-2 Homology)
Albumina Sérica Bovina (Bovine serum albumin).
Cinasa activadora de Cdk (CDK-activating kinase).

Dominio de Reclutamiento de Caspasas (Caspase activation
and recruitment domain).

Cinasa dependiente de ciclinas (Cyclin-dependent kinase )
Cinasa de punto de control 1y 2 (Checkpoint kinase 1, 2).
Control

Curcumina

Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (Cyclin-
dependent kinase inhibitor).

Dominio de muerte (Death Domain).
Desviacion estandar
Dominio efector de muerte (Death effector domain).

Dominio de Sefalizacién Inductor de Muerte (Death-Inducing
Signaling Complex).

Acido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleotide acid).



DMSO
DTT
EDTA

FADD

FASL
G1
G2

IAPs

kDa

LMC

MAPs

MCC

min
mJ
mN
MPF
N.I

Noco

Dimetilsulféxido
Ditiotreitol

Acido Etilendiaminotetra acético (Ethylenediaminetetraacetic
acid).

Dominio de muerte asociados a Fas (Fas Associated Via Death
Domain).

Ligando de Fas (Fas ligand).
Gap 1
Gap-2
Horas

Proteinas inibidoras de la Apoptosis (/nhibitors of apoptosis
proteins).

Inmunoprecipitacion (Immunoprecipitation).
Kilo Daltones

Leucemia Mieloide Cronica

Mitosis

Proteinas Asociadas a Microtubulos (Microtubule-associated
proteins).

Complejo del punto de control mitético (Mitotic Checkpoint
Complex).

Minutos

miliJoules

Multi/micronucleos

Factor Promotor de la Mitosis (Mitosis-promoting factor).
Nucleo interfasico

Nocodazol



PAGE

PARP

pb
PBS

PCNA

PFA
PLK
PPasa
RB
RNA
RPA

SAC

SDS
Staur
T14
TKls
TNF

TNFR

TRADD

Electroforesis en geles de poliacrilamida (Polyacrylamide gel
electrophoresis).

Poly (ADP) Ribosa Polimerasa (poly ADP ribose polymerase).
Pares de bases

Solucién Salina amortiguadoras de Fosfatos (Phosphate-
buffered saline).

Antigeno nuclear de células proliferando (Proliferating cell
nuclear antigen).

Paraformaldehido

Cinasas tipo polo (Polo-like kinase).

Fosfatasa (Phosphatase).

Retinoblastoma

Acido Ribonucleico (Ribonucleic acid).

Proteina de Replicaciéon A (Replication protein A).
segundos

Sintesis

Punto de control de ensamblaje del huso (Spindle Assembly
Checkpoint).

Dodecil Sulfato de Sodio (Sodium dodecyl sulfate).
Estaurosporina (Staurosporine).

Treonina 14

Inhibidores de tirosina cinasas (Tyrosine kinase inhibitors).
Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor)

Receptor del Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor
receptor).

Dominio de muerte Asociado a TNFR ((TNFR1)-associated
death domain).

10



TRAIL

uv

v/v

Y15

Ligando Inductor de Apoptosis relacionado a TNF (TNF-related

apoptosis-inducing ligand).

Luz Ultravioleta
volumen/volumen
Volts

Tirosina 15

11



5. RESUMEN.

La curcumina es un fitoquimico proveniente de los rizomas de la planta
Curcuma Ilonga con capacidades tanto citostaticas como citotdxicas en
diferentes lineas tumorales y modelos animales de carcinogénesis. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de la curcumina para activar
un proceso de catastrofe mitética en una linea celular derivada de Leucemia
Mieloide Croénica (K562). Mediante morfologia nuclear y analisis de
marcadores mitéticos (H3S10-p) determinamos la capacidad del fitoquimico
para inducir un arresto en mitosis. Las células arrestadas presentaron
alteraciones en la arquitectura del huso mitético, defectos en la segregacion
cromosomica y cambios en los patrones de localizacion de proteinas como
Astrina. Analizamos los niveles proteicos de algunos componentes del punto
de control en G2 (p-CHK1, 14-3-3c, P21) y del punto de control de
ensamblaje del huso (BUBR1, Securina), encontrando que probablemente
este ultimo, pudiera estar activo y participando en el arresto en mitosis

inducido por curcumina.

Adicionalmente, la curcumina activa un mecanismo de muerte celular tipo
apoptosis, con un aumento en la permeabilidad de la membrana celular,
reduccion en los niveles de proteinas anti-apoptéticas (BCL-2, XIAP),
procesamiento de caspasas y fragmentacion del DNA, especificamente en la
fase G2/M. Detectamos una poblacidon mitética positiva para caspasa-3

activa, que posiblemente pudiera estar muriendo por catastrofe mitética.

En un sistema carente de P53, como es K562, analizamos la localizacion
nuclear y activaciéon de P73, un posible regulador del proceso de catastrofe
mitética. No detectamos aumento en la expresion de genes asociados con
arresto (P57, P21) y muerte celular (BAX, BIM), que pueden ser regulados
por P73; ni tampoco su interaccion con miembros del SAC (BUBR1). En

conclusion la curcumina activa un mecanismo de catastrofe mitdtica en K562.
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6. ABSTRACT.

Curcumin is a phytochemical from the rhizomes of the plant Curcuma longa
with both cytostatic and cytotoxic effects in different cancer cells and animal

models of carcinogenesis.

The aim of the study was to evaluate the effect of curcumin to induce mitotic
catastrophe in a model of Chronic Myeloid Leukemia (K562). Nuclear
morphology and mitotic markers (p-H3S10) were used to determine mitotic
arrest. The arrested population exhibited mitotic spindle alterations,
chromosome segregation defects and delocalization of microtubule
associated proteins, like Astrin. After analyze protein levels of some
components of G2 checkpoint (p-CHK1, 14-3-3c, P21) and Spindle Assembly
Checkpoint (BubR1, Securin, Cyclin B1), our data suggested that possibly

this system is active and participate in mitotic arrest.

Additionally, curcumin activates cell death mechanisms, like apoptosis with
increased membrane cell permeability, reduction of anti-apoptotic proteins
(BCL-2, XIAP), caspase cleavage and DNA fragmentation specifically in the
G2/M phase. Our data suggest the presence of a mitotic cell population,

which was positive for active caspase-3 that was dying by mitotic catastrophe.

We analyze the localization and activation of P73, a possible regulator of
mitotic catastrophe in P53 deficient cells. No increase was detected in the
expression of genes associated with cell cycle arrest (P57, P21) and cell
death (BAX, BIM), that could be P73 regulated. Neither P73 interaction with
BUBR1, a SAC member, was detected.

In conclusion, curcumin activates a mitotic catastrophe mechanism in K562

cells.
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7. INTRODUCCION.
7.1. Leucemias

La leucemia es un cancer hematopoyético que involucra una maduracién
anormal de las células sanguineas a partir de las células madre de la médula
O6sea. Como resultado, la sangre y la médula 6sea de un paciente con
leucemia contienen un gran numero de células sanguineas inmaduras y
anormales que son incapaces de funcionar adecuadamente (blastos). Esto
conduce a los sintomas tipicos de la leucemia, que incluyen pérdida de peso,
fiebre, dolor de hueso y articulaciones, malestar, fatiga, debilidad, sangrados
anormales, un incremento en la susceptibilidad a infecciones y un
agrandamiento del bazo y en algunas ocasiones del higado [1]. En el 2012
se reportaron a nivel mundial, 200,676 nuevos casos de leucemia y 151,321
defunciones asociadas a dicho cancer. En el mismo afio en México hubo una

incidencia de 6,325 casos y 4,264 muertes causadas por la leucemia [2].

Las leucemias pueden ser clasificadas de acuerdo al grado de diferenciacién
de las células anormales, asi como de la estirpe celular de la cual provienen.
De esta forma, las leucemias pueden ser agudas, cuando las células de la
médula 6sea no maduran o cronicas cuando solamente maduran de forma
parcial [3]. Ademas, se clasifican en linfoides cuando se inician a partir de
linfocitos o mieloides cuando se inician de células mieloides en etapa
temprana, como eritrocitos y megacariocitos. Con base en lo anterior las
leucemias se suelen dividir en cuatro grupos principales: Leucemia mieloide
aguda (LMA), Leucemia mieloide cronica (LMC); Leucemia linfocitica aguda

(LLA) y Leucemia linfocitica cronica (LLC) [3].

La LMC representa un desorden mieloproliferativo clonal que afecta el linaje
mieloide, monocitico, eritroide, megacariocitico y de células B y explica el 15
% de todas las leucemias en adultos [4]. La LMC progresa a través de tres
fases clinicas, una primer fase cronica que se caracteriza por la excesiva

proliferacion del linaje de las células mieloides en la médula 6sea; una fase
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acelerada y finalmente una etapa agresiva e inestable, conocida como crisis
blastica donde se presenta una excesiva cantidad de blastos indiferenciados
en la médula 6sea y sangre periférica [5]. Otro criterio de clasificacién se
basa en la presencia de blastos en sangre periférica o en la médula ésea. La
fase cronica, acelerada y de crisis blastica, se caracterizan por tener de 0-
15%, 16-30% y > 30% de blastos [6].

La LMC se caracteriza por la presencia del cromosoma Filadelfia que resulta
de una translocacion reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9
y 22 1(9;22)(g34;q11). El producto de dicha translocacion es el gen de fusion
BCR-ABL, que codifica para una proteina hibrida, cuyo producto proteico
mas comun es una proteina quimérica de 210 kDa, con funcion constitutiva
de cinasa de tirosina. La actividad exacerbada de esta proteina es
fundamental en la etiologia de la enfermedad, ya que favorece la activacion

de rutas de proliferacion y sobrevivencia [6, 7].

Un incremento en la expression de BCR-ABL, es un evento causal en la
progresion de la LMC de una fase acelerada a una crisis blastica. Ademas de
BCR-ABL, en la evolucion de la enfermedad se presentan otras
anormalidades cromosomicas tales como trisomia 8 (~40%), doble
cromosoma Filadelfia (~ 38%) e isocromosoma 17q (~ 21%) [8]. Algunas de
estas alteraciones, se traducen en eventos genéticos de caracter
oncogénico, tales como la pérdida del supresor de tumores P33,
amplificacion de MYC, el rearreglo/delecién de los genes de Retinoblastoma
y el inhibidor de CDK’s, p16INK4A [6].

Inicialmente, para tratar los sintomas de la LMC, se utilizaron agentes
citotoxicos como el arsénico, busulfan e hidroxiurea, que sélo limitaban
parcialmente la proliferacion de los blastos, pero que no eliminaban la
enfermedad. La introduccion del transplante alogénico permitio la eliminacion
de clonas positivas para Filadelfia, lo que incrementd la sobrevida de los
pacientes, pero tiene una clara limitante, la disponibilidad de donadores.

Posteriormente, el uso de la terapia con interferon-a, permitié una respuesta
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citogenética completa y una mayor sobrevida, pero no en todos los pacientes

[9].

Sin embargo, el surgimiento de inhibidores para la funcién de tirosina cinasa
(TKIs) de la proteina quimérica BCR-ABL, cambio significativamente la
terapia para la LMC. EIl primero de estos compuestos fue el imatinib, el cual
interfiere con la interaccion entre BCR-ABL y el ATP. Es decir, que pese al
éxito terapéutico que significaron los TKIls, se estima que aproximadamente
un 20 a 30% de los pacientes con LMC, fracasan en responder a imatinib o
experimentan una recaida, después de una respuesta inicial [11]. En la
actualidad, multiples TKls han sido aprobados para el tratamiento de la LMC.
En el caso de pacientes de reciente diagnostico se utiliza con mayor
frecuencia el imatinib, y en algunos casos el dasatinib y el nilotinib; mientras
que para pacientes con recaida y enfermedad refractoria se utilizan el
dasatinib, nilotinib, bosutinib y ponatinib [9, 10]. La existencia de estos
fenotipos resistentes plantea la necesidad de continuar la busqueda de

nuevas alternativas terapéuticas.
7.2. Curcumina

En la busqueda de alternativas para el tratamiento de diferentes tipos de
cancer ha surgido el estudio de los quimiopreventores, sustancias de origen
natural o sintético, capaces de retardar, detener o revertir el proceso de
carcinogeénesis. Sus efectos se deben en parte, a su capacidad para inducir
diferentes sistemas celulares de detoxificacion y antioxidacion.
Adicionalmente, los quimiopreventores tienen un impacto en la modulacion
de diversos eventos celulares, como la reparacion del DNA, la progresion del
ciclo celular, la diferenciacién, la apoptosis y la angiogénesis y metastasis.
Muchos de los quimiopreventores son fitoquimicos frecuentes en la dieta,
como el resveratrol (uvas), el epigalocatequina-3-galato (té verde), el

sulforafan (Brocoli) y la curcumina (Curry) [12].
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La curcumina es un componente de la Curcuma, una especia que se obtiene
de los rizomas secos de la planta Curcuma longa. La curcuma contiene tres
principales curcuminoides: curcumina, dimetoxicurcumina y
bisdimetoxicurcumina. Sin embargo, la curcumina es el mas abundante,

constituyendo aproximadamente 2- 5% de la curcuma [13].

La curcumina es un polifenol de coloracion amarilla [1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona], también conocido como
diferuloilmetano, de férmula molecular C21H2006 y un peso de 368.37 g/mol,
soluble en solventes organicos como dimetilsulfoxido, acetona, etanol, acido
acético, cloroformo y diversos aceites [14]. Es una molécula poco estable,
porque es sensible al pH alcalino, oxigeno y la irradiacion con luz ultravioleta
y visible [15]. Su principal desventaja es su baja biodisponibilidad, debido a
que es pobremente absorbida, rapidamente metabolizada y eliminada de la
circulacion sistémica. A nivel de metabolismo, la curcumina es primero
biotransformada a dihidrocurcumina y tetrahidrocurcumina por reductasas,
posteriormente estas especies son sustratos de la glucuronidasa que les
conjuga monoglucoronidos. Asi las principales metabolitos que se eliminan

incluyen formas de curcumina conjugadas a glucoronidos o sulfatos [15, 16].

La curcumina se ha empleado como un componente importante de la
medicina tradicional, principalmente en el sureste asiatico. Sus propiedades
anti-inflamatorias han sido aprovechadas en el tratamiento de desdérdenes
biliares, hepaticos; cdlicos, dolores dentales, de cabeza; sinusitis,
reumatismo, asi como antiséptico y analgésico en procesos de cicatrizacion
[17].

Complementariamente, estudios in vitro e in vivo han demostrado la
capacidad de la curcumina para inhibir la proliferacion y sobrevivencia de
distintos tipos de cancer [14]. Este potencial anti-tumoral de la curcumina,
parece residir en su capacidad para modular una gran cantidad de blancos
moleculares y vias relacionadas con el proceso carcinogénico. Entre estas se

incluyen la activaciéon de apoptosis, modulacién de reguladores del cic
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celular, inhibicion de rutas de resistencia como NF-kB, angiogénesis y

procesos de invasion [17, 18].
7.3 Ciclo celular

El ciclo celular es el proceso por el cual una célula duplica su genoma, crece
y se divide en dos células hijas. Este fendbmeno se suele dividir en cuatro
fases: un periodo de crecimiento (G1) donde las proteinas, RNA vy
membranas son sintetizadas. Seguida de una fase de sintesis o replicacién
del DNA (S). Después de un segundo periodo de crecimiento (G2), la célula
se divide durante la Mitosis (M), en la cual el material genético es distribuido

equitativamente entre las dos células hijas [19].

Este proceso se encuentra regulado por la formacion, activacion e
inactivacién de una serie de moléculas regulatorias que incluyen las ciclinas
(subunidades regulatorias) y las Cinasas dependientes de Ciclinas, CDK’s
(subunidades cataliticas). Diferentes ciclinas se unen especificamente a
diferentes CDK’s para formar complejos que regulan fases especificas del
ciclo y controlan la transicién de una fase a otra. Por ejemplo, la presencia de
factores de crecimiento, induce la expresion de Ciclina D, la cual forma
complejos con la CDK4 o la CDK®6, para controlar la progresion del ciclo
celular a través de G1, mediante la fosforilacion de sustratos, tales como
miembros de la familia de Retinoblastoma (Rb). La proteina Rb es una de las
proteinas pocket que en su forma hipofosforilada secuestra a factores de
transcripcion de la familia E2F. La hiperfosforilacion de Rb mediada por el
complejo ciclina D/CDKA4, libera a E2F, permitiendo la expresion de genes
necesarios para la sintesis de DNA y ciclina E. A continuacion se forma el
complejo ciclina E/CDK2, que es importante para la transicion G1/S.
Propiamente en la fase S la progresidén es controlada por el complejo de
cicina A/CDK2; mientras que ciclina A/CDK1 y ciclina B/CDK1 son
determinantes para el transito y control de la fase G2 y M, respectivamente
[20].
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Durante la progresion del ciclo celular la regulacion de los complejos
ciclina/CDK, depende de modificaciones post-traduccionales. Muchos
miembros de la familia de las CDK’s, poseen sitios de fosforilacion
inhibitorios (Treonina 14, T14; Tirosina 15, Y15 en CDK1) y activadores
(Treonina 161, T161 en CDK1). La fosforilacion en T14 y Y15 dentro del sitio
de union a ATP, por las cinasas inhibitorias WEE1 y MYT1, respectivamente,
interfiere con el apropiado alineamiento del ATP. Mientras que la fosforilacién
en T161 en el loop-T por la cinasa activadora de CDK’'S (CAK) mejora la
union al sustrato y la estabilidad del complejo [21]. En consecuencia, los
residuos de T14 y Y15 deben ser defosforilados por la familia de fosfatasas
CDC25 (A, B, C), para la total activacion del complejo [22].

Otro nivel de regulacién, lo constituyen los inhibidores de CDK (CKls), que
interaccionan con los diferentes complejos ciclina/CDKs y los inhiben. Los
CKils se dividen en dos clases: los miembros de la familia INK4 (p16INK4a,
p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d) y los miembros de la familia CIP/KIP
(p21CIP1, p27KIP1 y p57KIP2). Los inhibidores del tipo INK4, bloquean la
formacion de los complejos de ciclina D/CDK4, 6; mientras que los CIP/KIP
son mas promiscuos e inhiben los distintos complejos de ciclina/CDK; al

obstruir el sitio de unién a ATP en el dominio catalitico de la CDK [23].
7.4. Mitosis

La mitosis consiste de dos distintos procesos: division del nucleo o
cariocinesis y division del citoplasma o citocinesis. La mitosis se ha dividido
de forma clasica en cinco etapas: profase, prometafase, metafase, anafase y
telofase (Figura 1) [24].
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7.4.1. Etapas de la mitosis

En la profase la cromatina comienza a condensarse, para formar
cromosomas claramente definidos. Conforme la profase progresa, aumenta
la condensacion de los cromosomas, el nucléolo se disipa, y los microtubulos
citoplasmaticos de interfase se reorganizan en dos arreglos focales,
conocidos como asteres, que emanan de los centrosomas, los principales
centros organizadores de microtubulos. Cuando los centrosomas han
migrado a lados opuestos del nucleo, se inicia el ensamblaje de una
estructura bipolar, conformada por microtubulos, que se conoce como huso
mitético. Esta estructura es la responsable de la segregacién cromosomica

durante la mitosis [24, 25].

En vertebrados el final de la profase y el comienzo de la prometafase estan

marcados por la ruptura de la envoltura nuclear. Durante la prometafase
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cada cromosoma inicialmente se orienta a un polo del huso, un proceso que
esta mediado por la union de microtubulos a los cinetdécoros, una estructura
proteica localizada en la superficie de los centrédmeros. Posteriormente,
microtubulos derivados en su gran mayoria del polo opuesto se unen a otro
cinetocoro hermano y los cromosomas se tornan biorientados e inician un
proceso de congresion que involucra el movimiento de los cromosomas hacia

el ecuador del huso [24].

Se considera que la célula esta en metafase cuando todos los cromosomas
estan biorientados y posicionados cerca del ecuador del huso, formando la
placa metafasica. También durante esta etapa la distancia entre los polos
del huso se reduce, tornandose mas compacto [25]. La Anafase, comienza
cuando las cromatides hermanas de cada cromosoma replicado se separan y
migran hacia los polos opuestos del huso. Esta etapa suele ser subdividida
en anafase A y B. Durante la anafase A las dos cromatides de cada uno de
los cromosomas pierden su cohesion, se separan y se mueven hacia los
polos opuestos. Mientras que, durante la anafase B, el huso mitético se

alarga, incrementando la distancia entre los dos polos [24].

Finalmente, durante la telofase desaparecen los microtubulos cinetdcoricos y
se alargan los microtubulos polares; cada grupo de cromosomas se
descondensa y se restablece la envoltura nuclear para formar dos nucleos
hijos. Al final de esta etapa comienza a formarse una hendidura entre los
nucleos separados, que empleando wuna fuerza de constriccidon
proporcionada por un anillo de actinomiosina, se contrae dando origen a una
estructura formada por microtubulos agrupados que se conoce como cuerpo
medio. Esta estructura participa en la division del citoplasma y la formacion

de dos células hijas durante la citocinesis [24, 25].
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7.4.2. Astrina una proteina asociada a microtubulos

La adecuada progresion de la mitosis no solo depende de la polimerizacion
de los dimeros de a/B- tubulina que constituyen los microtubulos del huso
mitético; sino de la estabilidad y el comportamiento dinamico de dicha
estructura. Para ello son importantes una amplia clase de proteinas
asociadas a microtubulos (MAPs, Microtubule Asociated Proteins) [24]. Las
MAPs participan en la organizacion y mantenimiento del huso bipolar, la
union de los microtubulos a los cinetocoros, el movimiento de los
cromosomas Y la formacion de la hendidura de ruptura durante la citocinesis
[24].

Una de dichas MAPs, es la Astrina, un componente del huso mitético que
estabiliza los microtubulos, participa en el alineamiento de los cromosomas,
la segregacion de las cromatidas vy la integridad de los centrosomas [27-29].
Ademas, la Astrina tiene un papel en promover la estabilidad de las uniones
entre microtubulos y cinetocoros, un evento que es clave para el
silenciamiento de sistema que controla la transicidon de metafase a anafase
[30].

7.5. Puntos de control de ciclo celular

Los puntos de control son vias de transduccion de sefales que permiten
detectar DNA dafiado o anormalmente estructurado y coordinar la progresion
del ciclo celular con la reparacion del DNA. La activacion de un punto de
control del ciclo celular retrasa o detiene la progresion del ciclo, confiriendo
una ventana de tiempo para que los mecanismos de reparacion del DNA
corrijan el dano, antes de que pueda fijarse y heredarse a la siguiente
generacion de células hijas [31].Los puntos de control del ciclo celular existen

en la transicion G1-S, G2-M, ademas en la fase S y la Mitosis.
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7.5.1. Punto de control en G1/S

En respuesta al daino en el DNA, la cinasa ATM/ATR fosforila a la variante de
histona H2AX (y-H2AX) en el DNA adyacente al sitio de la lesion. Esta marca
amplifica la sefal y permite la activacién de CHK2 que fosforila a CDC25A,
marcandola para ubiquitilacion y su posterior degradacién proteosémica. La
inactivacion de la fosfatasa impide que se retiren las fosforilaciones
inhibitorias en los residuos Thr14 y Tyr15 de CDK2, impidiendo su asociacion
con ciclina E, una etapa necesaria para la progresiéon G1/S [32, 33]. Ademas
de esta ruta de respuesta rapida basada en modificaciones post-
traduccionales, existe una lenta que involucra la estabilizacion de P53 y la
activaciéon de su programa transcripcional. En ella participan, ATM/ATR y
CHK1/CHK2 que fosforilan a P53 induciendo su activacion transcripcional y
su estabilidad al reducir su afinidad por MDM2, su principal ubiquitina-ligasa.
Esto reditua en la induccién transcripcional de P21, que inhibe los complejos
de CDK2-Ciclina E. Este bloqueo dependiente de P53 mantiene el arresto
iniciado por la ruta de CDC25A, proporcionando el tiempo suficiente para la
reparacion del DNA dafiado [32].

7.5.2. Punto de control en la fase S

Alteraciones en el proceso de sintesis del DNA, tales como el arresto de la
horquilla de replicacién, producen amplias regiones de cadena sencilla, que
funcionan como senales de afio, a las cuales se unen las proteinas RPA. A
estas zonas son reclutados el complejo ATR-ATRIP y otros mediadores
como el complejo tipo RFC (Replication Factor C), el complejo 9-1-1 y
TOBP1 (Topoisomerase-binding protein-1). [34]. Estos elementos finalmente
favorecen la activacion de ATR que transduce la sefial a CHK2, que fosforila
dos factores que juegan un papel clave durante la iniciacion de la replicacion
de cromosomas en cada origen: la subunidad DBF4 de la cinasa CDC7 y la
proteina SLD3. La inhibicion de estos factores previene la activacion de la
DNA helicasa replicativa en los origenes y bloquea el establecimiento de las

horquillas de replicacion del DNA [35]. También CHK2 puede inactivara

23



miembros de la familia de fosfatasas CDC25A, impidiendo la funcionalidad
adecuada de los complejos CDK2/Ciclina A/E, que son claves para la

activaciéon del complejo de helicasa MCM 2-7 en los origenes de replicacion.
7.5.3. Punto de control en G2/M

De forma similar al punto de control en G1, el dafio a DNA causa la
activacion de ATM/ATR, que produce la fosforilaciéon de la cinasa CHK1, que
regula negativamente a CDC25C al fosforilarla en Ser216 y crear un sitio de
unién para las proteinas 14-3-3, que secuestran a la fosfatasa en el
citoplasma. Dicha fosforilacion inhibitoria también puede ser catalizada por la
ruta ATM — CHK2 y ATM — PLKS3.

También se ha descrito que el mismo eje ATR/ATM— CHK1/CHK2, fosforila
a cinasas como WEE1 y PLK1, promoviendo su funcionalidad e inactivacion,
respectivamente. Estas modificaciones aumentan la actividad inhibitoria de
WEE1 sobre CDC2 e impiden que PLK1 promueva la entrada a Mitosis al
fosforilar y activar a CDC25C [32].

Finalmente, a través de la ruta de ATM/ATR — CHK1/CHK2 se promueve la
estabilidad de P53 que induce la expresion de P21. Este CKI, puede inhibir
directamente a ciclina B/CDC2 y es capaz de bloquear la fosforilacion
activadora en Thr 161, mediada por CAK. Indirectamente, P21 puede
asociarse al complejo PCNA-ciclina B/CDC2, al que normalmente se une
CDC25C para defosforilar a CDC2. Consecuentemente, de esta forma P21

permite que Ciclina B/CDC2 se mantenga en un estado inactivo [32].
7.5.4. Punto de control en Mitosis

Un mecanismo esencial para garantizar el establecimiento adecuado de
uniones biorientadas en los cromosomas, lo constituye el punto de control de
ensamble del huso (SAC, Spindle Assembly Checkpoint) o punto de control
mitético (MCC, Mitotic Checkpoint Complex). Este sistema detecta el estado

de la interaccién entre cinetécoros y microtubulos y ante la pérdida de union
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o tension entre dichas estructuras, posterga el inicio de la anafase hasta que
todos los cromosomas estén biorientados [36]. Las proteinas del SAC
conservadas en los eucariotas incluyen las Ser/Thr cinasas MPS1 y BUB1,
una probable pseudo-cinasa, BUBR1 y otros componentes como MAD1,
MAD2 y BUB3. Estas proteinas retrasan la segregacién cromosomica
erronea, a través de la inactivacion de CDC20, un co-factor de la E3
ubiquitina ligasa, Complejo Promotor de la Anafase (APC/C, Anaphase

Promoting Complex/Cyclosome).

Normalmente, APC/C a través de CDC20 reconoce y promueve la
ubiquitilacion y posterior degradacion por el proteosoma de la securina (un
inhibidor de la enzima separasa, la cual corta proteoliticamente los complejos
de cohesinas) y ciclina B (el regulador maestro de la progresién en mitosis);
favoreciendo la segregacion cromosomica y la salida de mitosis,

respectivamente [37].

La subunidad APC10 de APC/C junto con CDC20, forman un sitio de
reconocimiento de secuencias de destruccién (D-box, Destruction-box),
presentes en securina y ciclina B. Cuando el SAC esta activo se cataliza la
formacion de un complejo inhibitorio de CDC20, conocido como Complejo del
punto de control mitético (MCC, Mitotic Checkpoint Complex) que consiste en
un heterotetramero formado por CDC20, MAD2, BUBR1 y BUBS3. Las
consecuencias funcionales de este secuestro es que los sitios de
reconocimiento de D-box, presentes en CDC20 son bloqueados por la unién
a BUBR1; se impide la interacciéon de CDC20 con la subunidad APC10 y se
promueve la autoubiquitilacion de CDC20 por APC/C, que deriva en su

degradacion proteosémica [37].

El evento clave para la activacion del SAC involucra el reclutamiento
ordenado de los componentes del sistema a los cinetocoros no unidos a
microtubulos. Las primeras en ser reclutadas parecen ser las cinasasa
Aurora B y MPS1, que se unen a las proteinas KNL1-NDC80 del cinetocoro.
Seguido del reclutamiento del complejo BUB1-BUB3, posteriormente BUBR1-
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BUB3 vy finalmente un heterotetramero compuesto de MAD1-MAD2. Este
ultimo es clave al servir como molde para catalizar la conversion de las
formas libres o conformacionalmente abiertas de MAD-2 (O-MAD-2, Open-
MAD?2) a su version cerrada (C-MAD-2, closed MAD-2) que es la que se une
y secuestra a CDC20 [36].

Después de que todas las cromatides se han unido apropiadamente a los
cinetocoros, el punto de control de mitosis, debe ser apagado para permitir la
activacion del complejo APC/C y el avance hacia la Anafase. El
silenciamiento del SAC se puede dar a través de varios mecanismos: 1) la
remocién de sus componentes (MAD1, MAD2) de los cinetocoros, a traves
de proteinas motoras, tipo el complejo dineina/dinactina. 2) La union de la
proteina p31COMET a la forma activa, C- MAD-2, del cinetocoro, lo que
impide que pueda seguir funcionando como molde para la conversién de la
forma O-MAD-2 a C-MAD-2; 3) La fosforilacion inhibitoria de MAD2 en
multiples sitios en su C-terminal, que posiblemente pude ser catalizada por
MPS-1 y 4) un aumento en la actividad de PP1 que desfosforila en el

cinetocoro varios blancos importantes para el SAC [38, 39].
7.6. Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que se encuentra
regulada a nivel genético; permite la eliminacién ordenada y eficiente de
células dafiadas, sin la activacion de procesos inflamatorios. Las células en
apoptosis se caracterizan por una contraccion del citoplasma celular;
plegamiento de la membrana plasmatica y exposicion de fosfatidilserina en la
cara extracelular. Ademas, pérdida de la integridad de la membrana,
modificacion ultraestructural de organelos, condensacién de la cromatina y
fragmentaciéon del DNA en sus etapas tardias [40]. Los componentes clave
para la evolucion del proceso apoptoético lo constituyen una familia de
cisteina proteasas conocidas como caspasas. Estas enzimas cortan sus
sustratos blanco en una forma especifica, después de un residuo de acido

aspartico, en un contexto de aminoacidos de un tetrapéptido corto (X-X-X-
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Asp). Las caspasas se clasifican en iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -10) que
son responsables de comenzar la via apotética y efectoras (caspasa-3, -6y -
7) que son las encargadas del corte definitivo de ciertas proteinas celulares
[41]. Estas proteasas se producen inicialmente como procaspasas
monomeéricas inactivas, que requieren dimerizar y frecuentemente ser
procesadas para su activacion. Este proceso es regulado mediante dos vias:

la via extrinseca o de receptores de muerte y la via intrinseca o mitocondrial.
7.6.1. Via extrinseca

Esta ruta se enciende mediante la interaccion de ligandos extracelulares,
como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF, Tumor necrosis factor), el ligando
de Fas (FaslL, Fas Ligand) o el ligando inductor de apoptosis relacionado a
TNF (TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand), con el dominio
extracelular de receptores transmembranales de muerte, tales como: TNFR1,
FAS (CD95/Apo-1) y TRAILR1 (DR4)/ TRAILR2 (DRS5), respectivamente.

Los receptores de muerte se caracterizan estructuralmente por la presencia
de un dominio intracelular de muerte (DD, Death Domain). Después de
interaccionar con sus ligandos, los receptores de muerte se oligomerizan y
exponen sus dominios DD a través de los cuales son reclutadas las proteinas
FADD o TRADD, dependiendo si el receptor activado es FasL o TNFR1.
Estas proteinas adaptadoras, presentan otro dominio de interaccion llamado
dominio efector de muerte (DED, Death Effector Domain), que interacciona
con el dominio DED presente en las pro-caspasas iniciadoras 8/10 [40, 42].
El resultado final es la formacién de una plataforma de muerte conocida
como Complejo de Sefializacion Inductor de Muerte (DISC, Death-Inducing
Signaling Complex), que incrementa la concentracion local de la pro-
caspasa-8 y promueve su proximidad, procesamiento y auto-activacion. La
caspasa-8 activa cataliza el procesamiento de las caspasas efectoras -3, -6 y
-7 y el correspondiente corte de diferentes sustratos celulares. En algunas
circunstancias la sefial de muerte es amplificada mediante el corte

proteolitico de la proteina BID a través de la caspasa-8, generando el
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fragmento activo, BID truncada (t-BID), que directamente activa a otras
proteinas pro-apoptoticas, para inducir la permeabilidad de la membrana
externa mitocondrial y en consecuencia activar la via intrinseca de la

apoptosis [40].
7.6.2. Via intrinseca

La via apoptdtica intrinseca o mitocondrial se activa en respuesta a una gran
variedad de estimulos, tales como dafio a DNA, ausencia de factores de
crecimiento, hipoxia y estrés en el Reticulo endoplasmatico. Estas sefales
finalizan en la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, que
comunmente se encuentra regulada por interacciones proteina-proteina entre
miembros de la familia BCL-2 que comparten uno o mas dominios de
homologia a BCL-2 (BH, Bcl-2 Homology) [43]. Esta familia se clasifica en
tres subtipos principales: los miembros antiapoptéticos que incluyen a BCL2,
BCLXL, BCLW, MCL1 y BFL1/A1 que comparten homologia estructural en
los dominios BH1, 2, 3 y 4. Estas proteinas interaccionan directamente con
las proteinas proapoptéticas de la subfamilia only-BH3: BIM, PUMA, BAD,
BID, BIK, BMF, HRK y NOXA. En respuesta a un estimulo apoptético se
incrementan los niveles de las proteinas only-BH3 y se disminuyen los de la
subfamilia antiapoptdtica, BCL-2. Las alteraciones en este equilibrio
conducen a la activaciéon de las proteinas efectoras proapoptoticas: BAK y
BAX, que se ensamblan en grandes oligbmeros que al insertarse en la
membrana externa mitocondrial, favorecen su permeabilidad. Como
resultado de estos cambios se libera de la mitocondria el citocromo c, el
factor inductor de la apoptosis (AIF, Apoptosis Inducing Factor),
endonucleasa G, Smac/DIABLO vy la serina proteasa Omi/HtrA2 [44]. En el
citosol el citocromo ¢ se une a la molécula adaptadora APAF-1 para formar el
apoptosoma, una estructura heptamérica en forma de rueda a la cual se
recluta la pro-caspasa-9 y favorece su proximidad, autoprocesamiento y
posterior activacion. La caspasa-9 a su vez corta y activa a las caspasas
efectoras -3, -6 y-7 [43, 45].
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Otras proteinas proapoptéticas como Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 potencian
la actividad del apoptosoma al antagonizar a la proteina inhibidora de la
Apoptosis (XIAP, X-linked inhibitor apoptosis). XIAP pertenece a una familia
de proteinas que se caracterizan por la presencia de un dominio BIR
(Baculovirus IAP Repeat) que es fundamental para su actividad
antiapoptaotica. XIAP cuenta con tres dominios BIR, de los cuales el segundo
BIR y la regién que lo precede se unen e inhiben a la caspasa-3 y -7,
mientras que el tercer dominio BIR especificamente inhibe a la caspasa-9.
Posterior a su interaccion XIAP, promueve la ubiquitilacion y posterior

degradacion proteosdmica de las caspasas [46].
7.7. Catastrofe mitética

La catastrofe mitdética es un mecanismo oncosupresor que evita la
inestabilidad gendmica al detectar un dafno en mitosis y eliminar las células

afectadas mediante apoptosis, necrosis o senescencia [47].

La catastrofe mitética puede activarse mediante dos mecanismos, en uno de
ellos las células con un deficiente punto de control en G2, entran de forma
prematura a la Mitosis acarreando dafio en el DNA, lo que produce que
tengan defectos en la segregacibn cromosomica que deriva en su
eliminacién. En el segundo mecanismo las células con dafo directo en el
aparato mitético o en la maquinaria requerida para la adecuada segregacion
cromosdmica, activan el sistema del SAC y promueven un prolongado

arresto en mitosis y finalmente la catastrofe mitética [48].

De esta forma los principales inductores que activan este proceso, incluyen
agentes que introducen alteraciones bioquimicas y estructurales en el DNA
que a su vez favorecen la activacion de los sistemas de reparacion y arresto
del ciclo celular (agentes alquilantes, radiacion). Esto en un contexto de
deficiencias funcionales en proteinas importantes para la activacion de los
puntos de control (ATM, ATR, CHK1, CHK2, P53 y P21) [49]. Un segundo

grupo de inductores de este sistema lo constituyen agentes que afectan la
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dinamica de los microtubulos, al favorecer la hiperpolimerizacion (taxanos) o
despolimerizacion (vinca alcaloides) de los dimeros de tubulina. Asi como la
inhibicion de distintas proteinas que participan en el control de la adecuada
segregacion cromosomica, tales como: PLK1, Aurora cinasas, Survivina y
CENPE [47, 50]. Es ampliamente aceptado que la catastrofe mitotica esta
siempre precedida por un arresto en mitosis; sin embargo, no se conocen
con precision los mecanismos que activan el proceso de muerte celular

subsecuente [48].

Se sabe que una célula que experimenta un arresto mitético prolongado
puede tener tres posibles finales: 1) una muerte en mitosis en presencia de
niveles elevados de ciclina B; 2) un proceso que se conoce como brinco
mitético y que consiste en que conforme los niveles de ciclina B van
disminuyendo gradualmente; pese a la activacion del SAC, las células salen
de mitosis y subsecuentemente mueren en G1 y 3) las células que salen de
mitosis y llegan a G1, pueden experimentar senescencia en lugar de muerte
celular [47, 51]. Se ha propuesto que el mecanismo de muerte celular que se
activa podria depender de la presencia de P53. En un contexto de
funcionalidad del supresor de tumores el efecto final de la activacion de la
catastrofe mitética seria la apoptosis, sin embargo, en su ausencia se

promoveria necrosis [48].

No obstante, también se ha sugerido que la catastrofe mitética es un tipo de
muerte celular, en sentido estricto, distinta de la apoptosis. Esta observacion
se basa principalmente en criterios morfolégicos, ya que las células que
sufren catastrofe mitética exhiben principalmente micronucleos/multintcleos
y una falta de condensacién cromosdmica a diferencia de las células
apoptéticas que se caracterizan por una fragmentacion nuclear y una
condensacion de la cromatina. Este criterio no parece ser lo suficientemente
sélido, ya que a pesar de sus diferencias morfolégicas, ambos procesos
comparten caracteristicas bioquimicas [50]. Por ejemplo, en modelos de
catastrofe mitética, se ha descrito la activacion secuencial de caspasas,
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liberacion mitocondrial de proteinas pro-apoptéticas (Citocromo c y AlF),
fragmentacién del DNA y condensacion de la cromatina; caracteristicas

tipicas de una apoptosis por via intrinseca [52].

De hecho, a nivel molecular varios de los mecanismos que se han propuesto
para explicar la muerte en mitosis incluyen la fosforilacion por parte del
complejo de ciclina B/ CDK1 de distintos miembros de la familia BCL-2,
claves para la regulacién de la apoptosis mitocondrial. Ciclina B/CDK1
fosforila directamente a BCL-2 y BCL-XL, evitando su asociacion con BAX y
BAK; mientras que fosforila y marca para ubiquitilacion a MCL-1,
promoviendo su degradacion via proteosoma. La consecuencia funcional de
estas modificaciones es permitir la oligomerizacion de BAX-BAK en la

membrana externa mitocondrial y consecuentemente la muerte celular [53].
7.8. P73
7.8.1. Estructura de P73

La proteina P73 pertenece a la familia de factores de transcripcion de P53
que incluye también a P63. Los miembros de esta familia se caracterizan por
la presencia de tres dominios estructurales: un dominio de transactivacion
(TAD, Transactivation Domain), seguido de un dominio rico en prolina en su
N-terminal. También contienen un dominio de union a DNA (DBD, DNA-
Binding Domain) y uno de oligomerizacion o tetramerizacion (OD,
Oligomerization Domain). A diferencia de P53, P63 y P73 tienen en su
carboxilo terminal un dominio SAM (Sterile alpha motif), de interaccion
proteina/proteina y un dominio de inhibicion transcripcional (TID,

Transcriptional-Inhibition Domain) [54] (Figura 2).
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Dentro de esta familia, los dominios comunes, comparten un significativo
grado de homologia de secuencia. Asi por ejemplo, el dominio TAD, OD y
DBD, de P73 comparte un 30%, 38 % y 63 % de identidad, con respecto a
los dominios de P53. De hecho los residuos de P53 que directamente
interaccionan con el DNA, son idénticos en P63 y P73 [55]. Mediante una
combinacion de splicing alternativo y el uso de promotores internos se
originan diferentes isoformas de P73. Se expresan por o menos 35 variantes
de RNAm que tedricamente codifican para 28 diferentes isoformas de P73.
Se han documentado por lo menos siete isoformas producto de splicing
alternativo del C-terminal (a, B, vy, ¢, ©, € y n) y cuatro del N-terminal, que
pueden ser agrupadas en dos clases: las que mantienen un dominio de
transactivacion competente (TAP73) y las isoformas truncadas en el N-
terminal (ANP73, AN'P73, Ex2P73, Ex2/3 P73) [56]. Las formas completas
exhiben actividad transcripcional; regulan la expresion de genes relacionados
con la proliferaciéon, diferenciacion, apoptosis, autofagia y metabolismo.
Mientras que las formas truncadas actuan como dominantes negativos de
P53 y P73; al formar oligomeros inactivos con TAP73 o compitiendo por los

sitios de union a promotores regulados por P73 y P53 [57].
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7.8.2. Participacion de P73 en el control de ciclo celular y apoptosis

Debido a la elevada identidad que existe a nivel del dominio de unidn a DNA
entre las formas completas de P53 y P73, este ultimo se puede unir a
promotores candnicos de P53 y activar programas transcripcionales de
arresto y muerte celular. Ademas, P73 es capaz de inducir arresto del ciclo
celular en G1 y G2/M, a través de la regulacion transcripcional de P21,
GADD45 y P57%P? [57, 58]; también puede funcionar como represor de
diferentes reguladores de la transicion G2/M, tales como: CDC25B, CDC25C,
CCNB1, CCNB2, CDC2y TOP2A. Adicionalmente se sabe que P73 participa
en el arresto en mitosis al interaccionar con proteinas del SAC (BUB1, BUB3
y BUBR1) siendo importante en su localizacion y actividad [57, 58]. La
capacidad de P73 para inducir apoptosis se atribuye a la posibilidad que
tiene de transactivar genes pro-apoptéticos, tales como: BAX, PUMA, NOXA,
BAD y BIK [57]. También, puede regular la transcripcion de GRAMD4, una
proteina que puede interaccionar con BCL-2, favoreciendo la oligomerizacion
de BAX y su translocacion mitocondrial [54, 57]. A nivel de via extrinseca
P73 puede regular expresion de receptores de muerte, como CD95 [58, 59].
Incluso se ha descrito que P73 y algunos productos de corte mediados por
caspasa-8 y -3, pueden interaccionar directamente con la mitocondria,
probablemente afectando su permeabilidad [60]. Ademas de la apoptosis
mitocondrial, P73 puede activar la muerte celular por estrés en el Reticulo
endoplasmico, al inducir la expresion de escotina, una proteina que afecta su

permeabilidad [61].
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8. ANTECEDENTES.

Existe una amplia evidencia en la literatura del potencial de la curcumina
para inhibir la proliferacion y favorecer la muerte celular de distintos tipos de
tumores, como el colorectal [62], genitourinario [63, 64], pulmonar [65],

neurolodgico [66], melanoma [67] y algunos tipos de leucemias [68].

Particularmente, en modelos celulares de Leucemia Mieloide Crénica (LMC),
el tratamiento con curcumina puede activar procesos de muerte celular tipo
apoptosis; ya que ésta se abate significativamente en presencia de
inhibidores de caspasas [69]. Se ha reportado que la curcumina induce
distintos marcadores apoptéticos, como una mayor expresion de las
proteinas pro-apoptéticas: BAX, FAS; un mayor corte de BID; liberaciéon de
Citocromo C; procesamiento de las caspasas-8, -9 y -3 y corte de PARP [70-
73]. Otro efecto pro-apoptdtico de la curcumina es la reduccion de la
expresion de moléculas anti-apoptéticas como BCL-2 y miembros de la
familia de NF-kB [72-74].

En cuanto a su efecto citostatico, en modelos celulares de LMC se ha
reportado que la curcumina induce una menor proliferacién asociada a una
reduccion en la expresién y niveles proteicos de STAT-5 y un arresto en la

fase G1, que conlleva un incremento en p21 [75, 76].

Datos del laboratorio empleando como modelo la linea celular K562,
derivada de una crisis blastica de LMC [77] nos han permitido determinar que
la curcumina es capaz de inducir un marcado arresto en la fase G2/M en
forma dosis dependiente (Figura 3 A). Este arresto observa claramente a una
dosis de 20 yM; detectandose los maximos niveles a las 12, 18 y 24h de
tratamiento (Figura 3B). Paralelamente, encontramos que a partir de 20uM,
la curcumina es capaz de inducir muerte celular (Figura 3C), siendo la dosis
de 30 uM la que produce un claro efecto citotoxico, tiempo dependiente

(Figura 3D). Encontramos que dicho proceso se veia acompafado de un
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procesamiento parcial y actividad de las caspasas -8, -9 y -3; asi como corte
de PARP.

Una observacion interesante es que las dosis y tiempos de exposicion a
curcumina en los que observamos un arresto significativo en G2/M
correlacionan con los puntos en los que se detectan los mayores niveles de

muerte celular (Figura 3).
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Este dato sugiere que ambos eventos podrian estar relacionados y que la
poblacién enriquecida en G2/M podria ser la que estuviera experimentando
el proceso de muerte celular. Las caracteristicas de nuestro modelo se
podrian ajustar al mecanismo oncosupresor de la catastrofe mitética ya que
este proceso se activa en células que presentan un arresto marcado pero
transitorio en G2/M que deriva en una entrada prematura a mitosis o dafio a
la red de microtubulos del huso mitético que finalmente llevan a la activacion

de los mecanismos de muerte celular [48].

Esto es factible, ya que se ha reportado que la curcumina es capaz de inducir
un arresto tanto en la transicion G2/M, como en mitosis, provocando husos
mitéticos monopolares, defectos en la segregacidon cromosomica y la
separacion de los centrosomas, en lineas de cancer colorectal [78]. De
hecho en un modelo de cancer de mama se ha descrito que el arresto en
G2/M promovido por curcumina se debe a su efecto en el ensamblaje de los
husos mitéticos, que promueve husos monopolares, los cuales derivan en
alteraciones en la segregacion cromosomica y consecuentemente células

con micronucleos [79].

La curcumina promoveria directamente el arresto en mitosis, ya que se ha
demostrado en cultivos primarios y células cancerosas que es capaz de
unirse a la tubulina e inhibir la polimerizacion de los microtubulos [80, 81].
Este efecto a su vez puede favorecer la activacion del SAC. Se ha descrito
en un modelo de cancer de mama que el fitoquimico altera la adecuada
interaccién entre microtubulos y cinetocoros, favoreciendo la acumulacion de
MAD2 y BUBR1 en los cinetocoros libres de tubulina. Funcionalmente esto
deriva en un retraso en la progresion de metafase a anafase [82].
Complementariamente, la curcumina puede mimetizar los efectos del SAC, al
inhibir la actividad del APC/C, mediante la unién a una de sus subunidades
(Cdc27), lo que a su vez reduce su asociacién con el co-activador CDC20.
Esto provoca un arresto en mitosis al prevenir la degradacién de ciclina B y
securina [83].
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Las alteraciones en mitosis producidas por la curcumina, pueden derivar en
eventos de muerte celular. Se ha descrito que el fitoquimico es capaz de
inducir eventos de catastrofe mitotica en células de cancer de esdéfago,

pancreas y leucemia promielocitica aguda [84-86].

El fitoquimico no solamente incrementa el numero de células con
caracteristicas morfologicas tipicas de la catastrofe mitotica (alteraciones
cromosomicas y en el huso mitético, multindcleos, micronucleos y células
gigantes). Sino que también promueve la activacibn de marcadores de
apoptosis tales como el procesamiento de caspasa-3 y el corte de PARP,
ademas de la reduccion de moléculas antiapoptoticas como BCL-2, XIAP y
survivina [84-87].

Especificamente en un modelo de Leucemia Mieloide Crénica de
mieloblastos murinos transfectados con BCR-ABL se demostro la capacidad
de la curcumina para activar un mecanismo de catastrofe mitética. Este
evento se caracterizd por un arresto inicial en la fase G2/M, acompafado de
un aumento en los niveles de P21; asi como un incremento en el numero de
células multinucleadas arrestadas en mitosis y; que preceden la activacion
de las caspasas-3, -7 y la fragmentacion del DNA. Adicionalmente, exhiben
una reduccion en survivina que impacta en la deslocalizacion de la Aurora
cinasa B, un regulador clave en el control de la segregacion cromosomica
[87].

La catastrofe mitética es un tipo de muerte caracteristico de células
deficientes en P53, que lo activan después de un arresto transitorio en G2 y
ante la incapacidad para reparar un dano en su material genético [88]. Se ha
propuesto que en ausencia de P53 un miembro de la misma familia, P73

podria participar en el control de la muerte celular en mitosis.

A diferencia de P53, la presencia de mutaciones en P73 es un evento poco
frecuente, aproximadamente se ha detectado mutada en 0.6 % de los

tumores primarios [89]. En contraste, en un amplio rango de tumores se ha
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detectado la sobreexpresion del transcrito de P73 y de su producto proteico;
particularmente en leucemias mieloide aguda y crénica se ha reportado la

sobreexpresion de las isofomas vy, €, 8y 6 de P73 [90].

En nuestro modelo de LMC (K562) se ha descrito la ausencia de P53 debido
a una insercion en el exon 5 de su gen, que provoca un cambio en el marco
de lectura y finalmente un codon de paro prematuro [91]. Adicionalmente, en

esta misma linea celular se ha descrito la expresion bialélica de P73 [92].

Se ha reportado en diferentes modelos in vitro que P73 puede participar en la
regulacion de procesos de muerte celular [93-95]. Particularmente en K562,
se ha descrito su participacion, tanto en el control del arresto en G2/M como
la apoptosis en respuesta a agentes intercalantes del DNA. Este fenotipo se
ve asociado a un incremento en P21 y BAX que junto con un aumento de
Apaf-1; una reduccion de en la localizacion nuclear de NF-kB y un nivel

menor de BCL-2, derivan en la activacion de caspasa-3 [96].

P73 participa en el control de la mitosis, al regular la expresion de P57
(KIP2), que es importante para la salida de dicha fase [97]. Ademas, puede
ser regulada negativamente por cinasas mitéticas como CDK1/ciclina B,
PLK1 y Aurora A cinasa [98-100]. Inclusive, P73 parece ser importante en el
mantenimiento del estado diploide de las células; ya que su pérdida induce
un rapido incremento en la ploidia celular [101]. Lo anterior, podria deberse a
que se ha demostrado que P73 participa en la localizacion de miembros del
SAC e interacciona con BUB1, BUB3 y BUBR1. Particularmente, la

interaccién con BUBR1 promueve una mayor funcionalidad del SAC [102].

Ademas de participar en la regulacion del punto de control en mitosis, P73
tiene un papel en la activacion de un proceso de muerte celular que evite la
permanencia de células cromosomicamente inestables. En el contexto de
mitosis se han descrito dos mecanismos de muerte celular dependientes de
P73. Un primer sistema involucraria una muerte mitética independiente de

caspasas (CIMD, Caspase Independent Mitotic Cell Death), cuyos posibles
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blancos serian AIF y EndoG que determinarian la fragmentacién del DNA
[103]. Se ha propuesto que la CIMD podria ocurrir como resultado de
defectos en la interaccion entre los cinetdécoros y microtubulos que activarian
a BUB1, que fosforilaria a BUB3. Esta ultima puede liberarse de BUB1 e
interaccionar con una forma de P73 fosforilada (Y19) por c-ABL, activando su
funcién transcripcional e induciendo la CIMD [104]. El segundo tipo de
muerte mitética inducida por P73 es dependiente de caspasas y se ha
propuesto que su activacion es inducida por un arresto prolongado en
mitosis. En este modelo, P73 induce la expresiéon de la proteina pro-
apoptética BIM, favoreciendo la liberacién del Citocromo C y la activacion de
caspasa-9. Estos efectos, incluido el nivel de muerte celular en mitosis se
abaten significativamente cuando se silencia P73 [105]. Por lo cual dicha
proteina podria participar en el contexto de catastrofe mitética tanto en la

induccioén de arresto del ciclo como en la muerte celular.
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9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

En la busqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento de diferentes
tipos de cancer, los fitoquimicos se han constituido como una posible opcion,
dada su baja toxicidad en células sanas y el amplio rango de actividades
bioldgicas en las que inciden. Dentro de los distintos tipos de fitoquimicos, la
curcumina es un compuesto de baja toxicidad y con actividad anti-
proliferativa y pro-apoptética en contra de diferentes tipos de cancer, incluida

la leucemia.

El gen supresor de tumores P53 tiene un papel critico en la regulacion e
integracion de los sistemas que controlan la progresion del ciclo celular y la
apoptosis. De esta forma, la ausencia de P53 incrementa la complejidad del
tratamiento de muchos tumores con las quimioterapias convencionales,
encaminadas a inducir muerte celular por apoptosis. Sin embargo, el proceso
de muerte y arresto que observamos en nuestro modelo parece ser un
evento de catastrofe mitética independiente de P53 y posiblemente podria
estar regulado por la induccién de un factor de transcripcion relacionado a
P53, como P73.

La caracterizacion de mecanismos independientes de P53, como Ia
catastrofe mitdtica nos permitira identificar moléculas o procesos que pueden
tener un potencial terapéutico para el tratamiento de tumores deficiente en

p53 con resistencia a las quimioterapias convencionales.
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10. HIPOTESIS.

En la linea celular K562 se activa un mecanismo de muerte celular tipo

catastrofe mitética en respuesta al tratamiento con curcumina
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11. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar en K562 el fendmeno de catastrofe mitética inducido por

curcumina

12. OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Determinar si la curcumina induce un arresto en mitosis en la linea celular

K562

2.- Evaluar en K562 la presencia de algunos marcadores de catastrofe

mitética y apoptosis, en respuesta a curcumina

3.- Determinar en las células K562 tratadas con curcumina el estado de

activacion del punto de control en G2 o Mitosis

4.- Evaluar la localizacion, niveles proteicos y de funcionalidad de P73 en

respuesta al tratamiento con curcumina

5.- Evaluar si P73 participa en el arresto en G2/M y/o la muerte celular en

K562 inducida por la curcumina
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13. MATERIALES Y METODOS.
13.1. Cultivo celular y quimicos

El reactivo curcumina se obtuvo de Sigma Chemical Co., fue disuelto en
DMSO (Sigma) a una concentracion de 30 mM, se almaceno hasta su uso a
— 20 °C. Para los diferentes tratamientos, las alicuotas fueron diluidas a 20
mM con DMSO vy la concentracion final de 20 uM se obtuvo al diluir en el
volumen final del medio de cultivo. La concentracion final de DMSO, siempre
se mantuvo en 0.1 % v/v; tanto en los grupos control como en los

experimentales.

La linea celular de Leucemia Mieloide Cronica, K562, fue obtenida de la
ATCC (CCL+243). Se creci6 en medio de cultivo RPMI 1640, suplementado
con 10% de Suero fetal bovino, 1% (v/v) de penicilina-estreptomicina (10000
U/mL penicilina/10000 U/mL) y 1% (v/v) de aminoacidos no esenciales, todos
obtenidos de Gibco, BRL. Las condiciones de cultivo fueron a 37 °C, en una

atmosfera hiumeda con 5 % CO».
13.2. Western blot

Las células K562 se crecieron en placas de 6 pozos a una densidad de 2.5 x
10° células/mL en 4 mL de RPMI 1640 suplementado. Después de 24 h de
cultivo, fueron tratadas con 0.1 % DMSO y 20 uM de curcumina por 3, 6, 12,
18 y 24 h de tratamiento. Como control positivo, para enriquecer la fraccion
de células mitdticas, se utilizaron células K562 tratadas con 100 nM de
Nocodazol por 24h. Al finalizar los tratamientos, las células fueron
recuperadas y centrifugadas a 855 x g por 5 min a 4 °C. Se lavaron una vez
con PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH;PO,)
frio y para obtener los extractos totales; el boton celular fue resuspendido en
80-100 upL del buffer de lisis comercial ProteoJET™ (Fermentas)
suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas y fosfatasas:
Complete (Roche) y PhosStop (Roche), respectivamente. Las suspensiones

celulares fueron agitadas en vértex de forma vigorosa por 10 segundos y
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mantenidas en hielo por 10 minutos. Esta accidon se repitio tres veces y al
final las muestras fueron centrifugadas a 16000 x g por 20 min a 4 °C. El
sobrenadante que contiene las proteinas totales se recuperé en un tubo
nuevo previamente enfriado. Para obtener las fracciones proteicas de nucleo
y citoplasma, se utilizaron los reactivos de extraccion NE-PER (Thermo
Scientific). Basicamente después de los tratamientos, las células fueron
centrifugadas a 500 x g por 5 minutos a 4 °C, se lavaron una vez con PBS 1X
y tras descartar el sobrenadante se le adicioné al botén celular (~5 x 10°
células) 500 pL del buffer CER | frio, suplementado con Complete y
PhosStop. La suspension celular se agité vigorosamente en el vortex por 15
s y se incubo en hielo por 10 min. Se adicionaron 27.5 yL de CER Il frio y se
agitd en el vortex por 5 s, se incubo en hielo 1 min, y se centrifugd a 855 x g
por 5 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante que corresponde al extracto
citoplasmatico y se centrifugé a 14000 g x 10 min a 4 °C y se transfirié a un
tubo nuevo, previamente enfriado. El boton de nucleos se resuspendid en
250 pL de NER, suplementado con Complete y PhosStop y se agito
vigorosamente en vortex por 15 s seguido de una incubacion de 10 min en
hielo. Esta accién se repiti6 a lo largo de 40 minutos. Finalmente las
muestras se centrifugaron a14000 x g x 10 min a 4 °C, transfiriéndose los
sobrenadantes, que contienen la fraccion nuclear, a tubos previamente
enfriados. Tanto los extractos totales, como las fracciones nucleo/citoplasma
se cuantificaron utilizando el reactivo Quick Start 1x Bradford (BioRad), en un

espectro modelo Biophotometer (Eppendorf).

En los analisis por western blot, se usaron 30 ug de proteina que fueron
separados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8,
10, 12 y 15 %, segun el peso de la proteina a analizar. A las muestras se les
adiciond el volumen correspondiente de buffer Laemmli (62 mM Tris, 23%
SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 0.1% bromofenol) 2X o 4X y fueron
desnaturalizadas a 96-98 °C durante 10 min. Se utilizé6 un marcador de peso
molecular preteiido (PageRuler Prestained Protein Ladder # 26616, Thermo

Scientific).Los geles se corrieron en una mini-camara modelo Mighty Small |l
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(Amersham Biosciences) a 70-90 V con un amortiguador de corrida (25 mM
Tris, 190 mM Glicina, 0.05% SDS). Posteriormente, las proteinas se
electrotransfirireron a membranas PVDF (Perkin-Elmer) en una camara Mini
trans-Blot Cell (Bio-Rad), empleando un amortiguador de transferencia (25
mM Tris, 190 mM Glicina, 20 % metanol), durante 2 h a 200 mA. Las
membranas fueron bloqueadas con una solucién de TBS 1X-tween-20 (Tris
10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, 0.1% Tween-20) con 5 % de leche
descremada durante 1 h a temperatura ambiente. Las membranas se
incubaron toda la noche a 4 °C con anticuerpos primarios contra las
siguientes proteinas: anti-caspasa-8 (1:1000), caspasa -9 (1:1000), caspasa -
3 (1:1000), PARP (1:1000), Survivina (1:1000), BCL-2(1:1000) y XIAP
(1:1000), obtenidos de Cell Signalling; anti- H3S10-p, P73, hnRNPA, BUBR1,
SPAG-5, obtenidos de Santa Cruz Biotechnology; GAPDH (1:5000), Securina
(1:5000) obtenido de Genetex y BAX (1:1000) obtenido de Invitrogen. Como
control de carga, se utilizé anti-a actina (1:500), amablemente donado por el
Dr. M. Hernandez de Biologia Celular-Cinvestav. Posterior a la incubacion las
membranas fueron lavadas 3 veces durante 5 min con TBS 1X-tween-20 e
incubadas durante 1 h 30 min con anticuerpos secundarios anti-conejo-HRP
(Invitrogen), anti-ratén-HRP (Invitrogen) y anti-cabra-HRP (Thermo Scientific)
en una dilucibn 1:5000. Tanto los anticuerpos primarios como los
secundarios fueron preparados en TBS 1X-tween-20 + 5% de leche
descremada. Finalmente se hicieron 3 lavados de 5 min con TBS 1X y las
membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia con el kit de Super
signal West femto Maximum sensitivity substrate (Thermo scientific) en un

sistema de captura de imagenes, ChemiDoc (BioRad).
13.3. Inmunofluorescencias

Para las tinciones del nucleo y el citoesqueleto de actina, las células K562
fueron sembradas en placas de 12 pozos (Corning), a una densidad de
100,000 células/mL en 2 mL de RPMI-1640 suplementado. Se trataron con

0.1 % DMSO y 20 uM de curcumina por 12, 18 y 24 h. Como control negativo
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se emplearon células crecidas en medio completo. Después de los
tratamientos, las células fueron recuperadas y se centrifugaron a 213 x g por
5 min a temperatura ambiente. Fueron lavadas una vez con PBS 1X y se
descartaron los sobrenadantes mediante una sola decantacidon. El boton
celular fue resuspendido en 100 uL de PBS 1X con 0.06 U de faloidina-
Rodaminada (Invitrogen) y se incubaron por 20 min en hielo cubierto de la
luz. Las muestras se lavaron una vez con PBS 1X, se les adicioné 1 mL de
Paraformaldehido al 4 % y se incubaron por 10 min en hielo. Se hicieron dos
lavados con 1 mL de PBS 1X y el boton se resuspendié en 200 uL de PBS
1X y se distribuyd en el area de cubreobjetos previamente recubiertos con
poli-L-Lisina (1:10 v/v). Se incubaron por 1 h a 37 °C para permitir que las
células sedimentaran. Los cubreobjetos con las células adheridas fueron
lavados con PBS1Xy tefiidas con 500 pL de una solucién de DAPI (1 pg/mL)
(Molecular Probes, Invitrogen) en PBS 1X. Se incubaron por 5 min a
temperatura ambiente, cubierto de la luz y finalmente se lavaron dos veces
con PBS 1 X, durante 5 min a temperatura ambiente y una vez con H,0O
miliQ. Las muestras fueron montadas usando 3-5 pL de Vecta-shield (Roche)

en cubreobjetos limpios.

Para las inmunodetecciones (a-tubulina, Astrina, H3S10-p/Caspasa-3 y P73)
las células K562 fueron sembradas en placas de 12 pozos en las que
previamente se colocaron cubreobjetos que fueron recubiertos con una
solucion de poli-L-Lisina (0.01 mg/mL) en PBS1X y que se incubaron toda la
noche a 37 °C. Al dia siguiente los pozos fueron lavados con PBS 1X y se
sembraron 200,000 células en 2 mL de medio suplementado. El control
negativo se crecidé solo en medio y los otros grupos fueron tratados con 0.1

% DMSO y 20 uM de curcumina por 12, 18 y 24 h.

Para las tinciones del huso mitético, después de los tratamientos, el medio
de cultivo fue retirado y se adicionaron 500 uL de PFA 4 %, incubandose a
temperatura ambiente por 15 min. Se lavaron los pozos con 1 mL de PBS 1X

y se permeabilizaron adicionando 500 pL de PBS 1X-Triton 0.1 %,
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incubandose a temperatura ambiente por 15 min. Se hizo un lavado con PBS
1X, y se bloqued durante 15 min a temperatura ambiente con 0.5% de
Gelatina y 1.5 % de Suero Fetal Bovino en PBS 1X. Después de un lavado
con PBS 1X, los cubreobjetos se incubaron en una camara humeda con anti-
a-tubulina (1:500 v/v) de Santa Cruz Biotechnology, durante 1 h a
temperatura ambiente. Subsecuentemente, se realizé un lavado con PBS 1X
y las muestras se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente con una
dilucion 1:25 (v/iv) de wun anti-raton acoplado a FITC (Jackson
Immunoresearch). En el caso de las inmunofluorescencias de Astrina, se
siguio el protocolo anterior, pero después de la incubacion con el anticuerpo
contra o-tubulina, las células se lavaron con PBS 1X por 5 min.
Posteriormente, se incubaron por 1 h a temperatura ambiente, con anti-
Astrina en una dilucién 1:100 (v/v). Seguido de un lavado con PBS 1X por 10
min; las laminillas se incubaron con un anti-conejo acoplado a Alexa 594
(Invitrogen) en una dilucién 1:100 (v/v), durante 1 h a temperatura ambiente

en la oscuridad.

Para las tinciones de H3S10-p/Caspasa-3 y P73 las células recuperadas
fueron fijadas con PFA 4% durante 15 min a temperatura ambiente, se
hicieron dos lavados de 5 min, con PBS 1X. Se permeabilizaron con PBS 1X-
Triton 0.25 % durante 10 min a temperatura ambiente, y se lavaron dos
veces con PBS 1X. Las muestras fueron bloqueadas durante 30 min en
agitacion con una solucion de PBS 1X + 2 % BSA. El exceso de solucion de
bloqueo, se retird con dos lavados con PBS 1X y los cubreobjetos fueron
incubados en camara humeda durante 1 h a temperatura ambiente con un
anti-H3S10-p (1:50 v/v) o toda la noche con anti-P73 (1:50 v/v), ambos
anticuerpos de Santa Cruz Biotechnology. Posteriormente, se lavaron dos
veces con PBS 1X y se incubaron 1h a temperatura ambiente con un anti-
conejo acoplado a FITC (Jackson Immunoresearch), en una diluciéon 1:100
(v/v) para H3S10-p y 1:200 (v/v) para P73 diluidos en PBS 1X. Se realizaron
dos lavados con PBS 1X de 5 min en agitacién. Particularmente para las

inmunofluorescencias de H3S10-p/Caspasa-3, después de la inmunotincién
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con H3S10-p, las muestras fueron incubadas con una dilucion 1:100 en PBS
1X de un inhibidor de caspasa-3 acoplado a sulfo-rodamina (Calbiochem)

durante 1 h a 37 °C en obscuridad.

En todas las inmunodetecciones, después de los anticuerpos secundarios,
los cubreobjetos se lavaron durante 5 min en agitacién con PBS 1X y se tifio
el nucleo con DAPI (1 pg/mL) (Molecular Probes, Invitrogen) durante 5 min a
temperatura ambiente, en obscuridad. Después de dos lavados con PBS 1X
y uno con H>O miliQ, se montaron empleando el medio Vecta-shield (Roche),
en portaobjetos esterilizados. Todas las laminillas fueron visualizadas en un
microscopio confocal Olympus FV-300 (OLYMPUS).

13.4. Detecciéon de H3S10-p y H3S10-p/Caspasa-3 por citometria
de flujo

Para analizar el indice mitético 1 x 10° células K562 fueron crecidas por 24 h
en placas de 6 pozos (Corning), en 4 mL finales de medio de cultivo
suplementado. Posteriormente, para el experimento de deteccién de H3S10-
p, las células fueron tratadas con 0.1 % DMSO y 20 uM de curcumina a 12,
18 y 24 h. Mientras que para la tincion de H3S10-p/Caspasa-3 ademas del
control de DMSO, se empled sélo la condicién de 20 yM de curcumina por 24
h. Como control positivo de arresto en mitosis (positivas para la marca
H3S10-p) y de muerte celular (caspasa-3 activa) se emplearon células
expuestas a 100 nM de Nocodazol y 1 uM de estaurosporina por 24 h,

respectivamente.

Finalizados los tratamientos las células fueron tefiidas conforme al protocolo
descrito por Taylor W. [106]. Brevemente, las células fueron colectadas,
centrifugadas y lavadas con 5 mL de PBS1X; se centrifugaron a 450 x g por
20 min y el botdén celular se resuspendid en 400 pL de PBS 1X. La
suspension celular se fijo mediante la adicion de 1 mL de etanol absoluto frio
y se mantuvo a -20 °C, por lo menos una noche; subsecuentemente, se

centrifugo a 1400 x g por 7 min a 4°C y se lavo una vez con PBS1X. El botén
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celular se permeabilizé con 1.4 mL de PBS 1X + 0.25% Tritén X-100 y se
incubo en hielo por 15 min. Tras una centrifugacién a 1400 x g por 7 min a
4°C; el botdn celular se resuspendio en 100 uL de PBS 1X + 1% BSA con 0.5
Mg de anticuerpo anti-H3S10-p (Santa Cruz Biotechnology). Las muestras se
incubaron con agitacion lenta a temperatura ambiente por 2 h.
Posteriormente se hizo un lavado con 1.3 mL de PBS 1X + 1% BSA y el
boton celular se resuspendié en 100 uL de una dilucién 1:200 (v/v) de un
anti-conejo acoplado a FITC (Jackson Immunoresearch) disuelto en PBS 1X
+ 1% BSA; se incubd en oscuridad por 30 min a temperatura ambiente, con
agitacion lenta. Se realizé un lavado con PBS 1X+ 1% BSA, y las células se
resuspendieron en 500 uL de PBS 1X. Finalmente, se adicion6 RNasa A, a
una concentracion final de 0.2-0.5 mg/mL y se incubé por 30 min a 37 °C;
seguido de la adicion de loduro de Propidio (Roche) a una concentracion
final de 10 pg/mL, incubandose por 15 min en hielo. Las muestras fueron
leidas en un citometro FACSCalibur (Becton Dickinson). Se capturaron por lo
menos 20000 eventos y los datos fueron analizados en el software Summit

(Beckman Coulter).

Para la deteccion de H3S10-p/Caspasa-3, después del anticuerpo primario
contra H3S10-p, las muestras se incubaron con un anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado a Alexa Fluor 594 (Invitrogen) disuelto 1:8000 en PBS
1X+ 1% BSA durante 1 h. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS
1X 'y el botén resuspendido en 300 yL de PBS 1X. Las muestras se tifieron
con un inhibidor de caspasa-3 acoplado a Sulfo-Rodamina (Calbiochem)
durante 30 min a 37 °C. Posteriormente se enjuagaron dos veces con un
Buffer de Lavado proporcionado por el kit. Finalmente las muestras fueron
resuspendidas en 300 pyL de buffer de lavado y leidas en un citometro BD
LSRFortessa (Becton Dickinson). Se capturaron por lo menos 20000 eventos
y los datos fueron analizados en el software Summit (Beckman Coulter).
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13.5. LIVE/DEAD

Para determinar alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular
que pudieran sugerir la evolucion de procesos de muerte, se utilizé el kit de
LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stain (Molecular Probes, Invitrogen). Este
ensayo se basa en la interaccion de un reactivo fluorescente (Red
fluorescent reactive dye L= 595 nm; Aem= 615 nm) con los grupos amino de
las proteinas celulares. En una célula con la membrana plasmatica integra, el
colorante s6lo reacciona con los grupos amino presentes en las proteinas de
la superficie celular. Sin embargo, en las células muertas la fluidez de la
membrana plasmatica se incrementa, por lo que el colorante puede difundir y
reaccionar no sélo con las proteinas de superficie, sino con las proteinas
citoplasmaticas. El resultado es que las células muertas emiten una mayor
fluorescencia en comparacién con las células vivas. Para realizar este
ensayo, la linea celular K562 fue crecida en placas de 6 pozos (Corning) a
una densidad de 250, 000 células/mL en 4 mL de RPMI suplementado. Se
dejaron crecer por 24 h y se adicionaron los tratamientos:

0.1 % viv de DMSO y 20 uM curcumina a 12, 18 y 24 h. Como control
positivo de muerte celular, se emplearon células K562, irradiadas con 40
mJ/cm? de luz UV durante 2 min en una camara de UV, GS Gene linker-UV

chamber (Bio-Rad), que fueron cosechadas 24 h post-irradiacion.

Una vez transcurrido el tiempo de los tratamientos, las células fueron
recuperadas y centrifugadas a 3000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se lavaron y
resuspendieron en 1 mL de PBS 1X, ajustandose a una densidad de 1x10°
células/mL. Esta suspension celular se tind con 1 pL del compuesto
fluorescente (Red fluorescent reactive dye) y se dejé incubar durante 30
minutos en hielo, protegida de la luz. Finalmente las células fueron lavadas
dos veces con PBS 1X + 1 % BSA (Equitech-Bio) y se resuspendieron en 1
mL de la misma solucion. Las muestras fueron leidas en un citémetro
FACSCalibur (Becton Dickinson), excitadas con un laser de ion argén y la

fluorescencia se detectod en el canal FL-2. Se capturaron por lo menos 20000
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eventos y los datos fueron analizados en el software Summit (Beckman
Coulter).

13.6. Fragmentacién del DNA

Un total de 1.5 x 10° células K562 fueron sembradas en cajas Petri de 60 mm
(Corning), en 6 mL de RPMI-1640 suplementado. Se dejaron crecer por 24 h
y se les adicion6 0.1 % de DMSO, 20 yM de curcumina por 24 h. Como
control positivo de fragmentacion del DNA, se usaron células tratadas con
100 nM de Nocodazol por 24 h. Como en el resto de los experimentos, el
control negativo fue crecido en medio completo sin ningun estimulo. Para

estos ensayos se siguio el protocolo reportado por Matassov D. y cols. [107].

Brevemente, después de los tratamientos, ~5-7 X 10° células fueron
recuperadas y centrifugadas a 1000 x g por 5 min a 4°C. Se resuspendieron
en 1 mL de PBS 1X frio y se centrifugaron a 1000 x g por 2 min a 4°C. El
botdn celular se liso con 500 uL de buffer de lisis (0.2% Triton X-100; 10 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM EDTA) y se incub6é por 15 min en hielo. Las
muestras fueron centrifugadas a 12,000 x g por 20 min a 4°C; el botén celular
contiene el DNA de alto peso molecular; mientras que el sobrenadante el de
bajo peso molecular. Este ultimo fue transferido a un nuevo tubo y se le
adiciond RNAsa A, a una concentracion final de 100 ug/mL, incubandose a
37 °C por 1 h. Para la extraccion del DNA se adicioné un volumen igual (500
ML) de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) a la muestra y se agité
vigorosamente, mezclando las soluciones. Se centrifugd a 14000 x g x 3 min
a temperatura ambiente y se retird la fase superior (acuosa), transfiriéndose
a un tubo nuevo. Al remanente de fenol cloroformo se le adicionaron 100 uL
de buffer de lisis y se centrifugo a 14000 x g por 3 min a temperatura
ambiente y la nueva fase acuosa se combiné con la previamente obtenida. A
este volumen final se le adicionaron 500uL de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), se mezcld vigorosamente y se centrifugo a 14000 x g por 3 min a
temperatura ambiente. Se recuperé la fase acuosa y para precipitar el DNA,

se adicionaron 25 pL de una solucion 5M de NaCl y 2-2.5 volumenes de
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etanol absoluto frio. Las muestras se mantuvieron toda la noche a —20°C.
Posteriormente fueron centrifugadas a 12000 x g por 30 min a temperatura
ambiente, se retiro el etanol y el boton celular fue lavado una vez con 1 mL
de Etanol al 70 %. Finalmente, fueron centrifugadas a 12000 x g por 20 min a
temperatura ambiente, se descarto el etanol y el botdén celular se secd por
algunos minutos hasta eliminar el exceso de alcohol. Las muestras se
resuspendieron en 18 uyL de buffer TE (10 mMTris-HCI, pH 8.0, 10 mM
EDTA), incubandose a 45 °C por 15 min. Posteriormente, fueron corridas en
una electroforesis (2-3 h a 60 V) en geles de agarosa al 1.5 % disueltos en
TAE1X (40 mM Tris acetate, 2 mM EDTA) y visualizadas en un
transiluminador al tefiir los geles con una solucién de Bromuro de Etidio (0.5

pg/mL) durante 10 min.

En el control negativo y la muestra tratada con DMSO, dado que no hay un
inductor de muerte, la cantidad de DNA fragmentado es minima, siendo
prevalente el DNA integro, de alto peso molecular. Para extraer este material
se siguioé el mismo protocolo de extraccion con Fenol:cloroformo, solamente
que el botén con DNA de alto peso molecular se liso con 500 uL de buffer
sarcosil (10 mM EDTA, 100 ug/mL proteinasa K, 0.5% N-lauroil sarcosina de
sodio, 50 mM Tris) y RNasa a una concentracion final de 100 pg/uL a 50°C
por 12—16 h. EI DNA se precipito con 300 mM de NaCl y 2.5 volumenes de

etanol a 4 °C durante toda la noche.
13.7. Ensayo de TUNEL

En placas de 6 pozos (Corning) se sembraron 1 x 10° células. Fueron
tratadas con 0.1 % v/v DMSO y 20 uyM de curcumina por 24 h. Un pozo se
mantuvo solo con medio suplementado, como control negativo. Para este
ensayo se utilizé el sistema APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit (Molecular
Probes, Invitrogen), que proporciona como control positivo de fragmentacion
del DNA, una suspensién de células fijadas de un linfoma humano. Posterior
a los tratamientos las células fueron recuperadas y centrifugadas a 855 x g

por 5 min a 4 °C y se lavaron una vez con 1 mL de PBS 1X. Se ajusto su
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densidad a 1x10° células y se resuspendieron en 0.5 mL de PBS 1X. Se les
adiciono 5 mL de paraformaldehido 1% (p/v) y se colocaron en hielo por 15
minutos. Las células fueron recuperadas por centrifugaciéon a 300 x g por 5
min, y se lavaron 2 veces con PBS 1X, el boton se resuspendio en 0.5 mL de
PBS1X. A dicha solucién se le adicionaron 5 mL de Etanol 70% (v/v) frio,
manteniendo las muestras a — 20 °C, por lo menos una noche.
Posteriormente las células fueron centrifugadas a 300 x g por 5 min y el
etanol se retir6 con cuidado de no tomar el botén, el cual fue lavado dos
veces con 1 mL de buffer de lavado, proporcionado por el kit, recuperandose
mediante centrifugaciones a 300 x g por 5 min. El boton de cada uno de los
grupos, se resuspendio en 50 pL de solucién para marcaje del DNA, que se
prepard, mezclando: 10 L de buffer de reaccion, 0.75 uL de enzima TdT, 8.0
ML de BrdUTP y 31.25 uL de dH;O. La mezcla de reaccién se incubd
durante 60 min a 37 °C, agitando los tubos ocasionalmente para mantener
las células en suspension. Después de este periodo las células fueron
lavadas dos veces con 1 mL de buffer de enjuague —proporcionado por el kit-
y el boton se resuspendié en 100 yL de una solucion preparada con 5 uL de
un anticuerpo contra BrdU acoplado a Alexa Fluor® 488 y 95 uL de buffer de
enjuague. Las muestras fueron incubadas durante 30 min a temperatura
ambiente, protegidas de la luz. Finalmente para determinar el contenido de
DNA, se adicionaron 0.5 mL por muestra de un buffer de tincién loduro de
Propidio/RNAsa —proporcionado por el kit- y nuevamente se incubaron por 30
min a temperatura ambiente en oscuridad. Las muestras se leyeron en un
citometro BD LSR Fortessa (Becton Dickinson) y la fluorescencia de las
células TUNEL positivas se detecto en el canal de FITC; mientras que la del
loduro de Propidio se detecté en el canal PE. Se capturaron por lo menos
20000 eventos y los datos fueron analizados en el software Summit

(Beckman Coulter).
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13.8. Inmunoprecipitaciéon

Un total de 6 x 10° células K562 fueron tratadas con DMSO y 8 x 10° fueron
expuestas a 20 uM curcumina por 24 h. Después de los tratamientos, un total
de 12 -14 X 10° células fueron recuperadas por centrifugacion a 855 x g por 5
min a 4 °C. El botdn se lavé 2 veces con PBS 1X frio y se le adicionaron de

500-800 pl de la solucion de lisis Mammalian Protein Extraction Reagent, M-
PER (Thermo Scientific) suplementado con inhibidor de proteasas, Complete
(Roche) e inhibidor de fosfatasas, PhosStop (Roche). Las células se lisaron
haciéndolas pasar repetidamente por una aguja de insulina. La suspensién
celular se agit6é vigorosamente por 10 s y se incubd en hielo por 10 min, esto
se repitié dos veces. Los extractos se centrifugaron a 16000 x g por 20 min a
4°C para precipitar el debris celular. Se recuper6é el sobrenadante y se
cuantifico utilizando el reactivo de Quick Start 1x Bradford (BioRad). A un
total de 500 ng de proteina se le adicionaron 40 uL de perlas de agarosa
acopladas a proteina G (Thermo Scientific), dejandose incubar en rotacion
por 2 h a 4 °C, para eliminar proteinas que se unen de manera inespecifica.
Posteriormente la mezcla fue centrifugada a 95 x g por 4 min a 4 °C para
bajar las perlas. Se recuperd el sobrenadante y se le adiciono 1 ug de
anticuerpo primario (anti-SPAG5 H-300 y anti-BubR1 C-20, de Santa Cruz
Biothecnology). La misma cantidad de isotipo se adiciono de IgG de conejo
(Santa Cruz Biothecnology) y para control de isotipo de las
inmunoprecipitaciones de BubR1 se utilizé un anticuerpo no relacionado
(anti-GFP), hecho en cabra (Rockland). Las muestras se colocaron en
rotacion toda la noche a 4 °C. Finalizada la incubacion se adicionaron 40 uL
de perlas de agarosa acopladas a proteina G y las muestras se incubaron en
agitacion por 4 h a 4 °C. Posteriormente, se centrifugaron a 95 x g por 3 min
a 4 °C, descartandose el sobrenadante y se lavaron las perlas dos veces con
300 uL de buffer de lisis. Finalmente las perlas fueron lavadas con 300 pL de
PBS 1X frio y el botén se mezclé con 65 uL de buffer Laemmli 1X,

hirviéndose por 10 min a 95 °C. Se recuperaron los sobrenadantes tras
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centrifugar a 16000 x g por 10 min a temperatura ambiente. Estas muestras

fueron analizadas por Western blot.

13.9. Ensayos de digestion con Fosfatasas

Las células K562 fueron crecidas en medio RPMI suplementado y se dejaron
crecer por 24 h antes de los tratamientos. Se sembraron en placas Petri de
60 mm, 1 x 10° células para las condiciones de Medio y DMSO. Mientras que
para las tratadas con 20 uM de curcumina y 100 nM de Nocodazol por 24 h,
se sembraron 2 x 10° células. Después de estos periodos, las células fueron
recuperadas, centrifugadas a 855 x g por 5 min a 4°C. Al botén celular se le
adicionaron 100-200 uL de buffer de lisis (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI
pH= 8, 0.1 % Triton X-100), suplementado con Complete (Roche). Para
obtener un control de maxima preservacion del estado fosforilado de las
proteinas analizadas, se hizo una extraccion con el buffer de lisis
suplementado con Complete y el inhibidor de fosfatasas, PhosStop. Los
extractos fueron cuantificados con el reactivo de Quick Start 1X Bradford
(BioRad). Se utilizaron 50 ug de proteina para los ensayos de digestidon con
la Fosfatasa. Las mezclas de reaccion se prepararon adicionando 400U de la
Proteina Fosfatasa Lambda, 1X NEBuffer para Proteinas tipo
Metalofosfatasas (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 0.01% Brij 35
pH= 7.5), suplementado con 1 mM MnCl,, todos obtenidos de New England,
BioLabs. Todas las reacciones se llevaron a un volumen final de 50 yL con
agua libre de nucleasas (Ambion). Se incubaron durante 30 min a 30 °C y las
reacciones se detuvieron adicionando 20 yL de Buffer Laemli 4X (0.250 M
Tris-HCI pH= 6.8, 8 % SDS, 40 % v/v glicerol, 0.4 M DTT, 0.02 % Azul de
Bromofenol, pH= 6.8). Las muestras fueron hervidas por 10 min a 95-96 °C y
se corrieron en un gel de poliacrilamida para definir por Western blot si los
retardamientos electroforéticos que asociamos a fosforilacién, desaparecen

después de la digestion con fosfatasas.
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13.10. Extraccion de RNA y obtencion de cDNA

Las células K562 fueron crecidas en cajas Petri de 60 mm a una densidad de
250,000 células/mL. Después de 24 h en cultivo, fueron tratadas con 0.1%
DMSO y 20 uM de curcumina por 12, 18 y 24 h. Posterior a los tratamientos,
se recuperaron ~ 2-4 x 10° células, se lavaron con PBS1X y fueron lisadas
con 0.5 mL del reactivo Trizol (Ambion). Las muestras se mezclaron con
ayuda del vortex por 20-30 s y se mantuvieron en hielo durante 5 min. Se
adicionaron 100 uL de cloroformo y se agitdé vigorosamente en el vortex
durante 1 min hasta que la suspensién exhibiera una apariencia blanquecina.
Las muestras se dejaron incubar por 2 min a temperatura ambiente (15-30

°C) y fueron centrifugadas a 16000 x g por 15 min a 4 °C. Posteriormente se
recupero la fase superior cuidando de no tomar nada de la interfase y a este
sobrenadante se le adicionaron 500 uL de isopropanol. Las mezclas fueron
agitadas en el vortex de forma intermitentemente durante 1 min para evitar
que se calentaran y precipitadas por lo menos una noche a -70 °C. Después
se centrifugaron a 16000 x g por 15 min a 4 °C y se decantaron las muestras
procurando que no se moviera el botén celular. Las muestras fueron lavadas
con 500 uL de Etanol al 70 % frio y se centrifugaron a 16000 x g por 10 min a
4 °C. Posteriormente se les retir6 la mayor cantidad posible de etanol,
cuidando de no tocar el botdn con la punta de la micropipeta y se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, se
resuspendieron en 50 uL de agua libre de nucleasas y se cuantificaron en un
espectro modelo Biophotomer (Eppendorf). Para eliminar la contaminacion
de DNA de las extracciones de RNA, se utilizé el kit DNA-free (Ambion).
Brevemente alicuotas de 50 pL fueron tratadas con 2 U de DNasa [, 5 uL de
buffer de rDNAsa | 10X (Ambion) e incubadas por 1 h a 37 °C. Después de
ese tiempo se adiciond 0.2 U DNAsa | y se incubaron por una hora mas a 37
°C. Posterior a la incubacién se adicioné 5 uL del reactivo de inactivaciéon
proporcionado por el kit y las muestras se mantuvieron durante 2 min a

temperatura ambiente, con agitacion intermitente alo  largo de ese periodo.
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Finalmente se centrifugaron a 13000 rpm durante 1 min a temperatura
ambiente y los sobrenadantes se recuperaron, verificandose la integridad del
RNA, mediante una electroforesis en geles de agarosa al 1 %. Una vez
confirmada la integridad, se prepar6 el cDNA a partir de 5 ug de RNA. A las
mezclas de reaccién se le adicionaron 10 uL de dNTP’s (Thermo Scientific) +
3 uL oligo dT (Thermo Scientific) y se llevaron a un volumen final de 25 uL de
agua libre de nucleasas (Ambion). Posteriormente se colocaron a 70 °C
durante 5 min, se pasaron a hielo por 1 min y se les dio una breve
centrifugacion durante 30 s. A esta mezcla se le adiciono 10 uL de
amortiguador para sintesis de la primera cadena de cDNA (5X First-Strand
Buffer + 5 uL de 0.1 M DTT). Las mezclas finales se colocaron durante 2 min
a 42 °C y se recuperaron 5 uL de cada reaccién como controles (RT-). A los
45 uL restantes se le adicionaron 2 uL de Superscript Il 'y se incubaron por 90
min a 42 °C. Finalmente las reacciones se inactivaron por calor, incubando

las muestras a 70 °C por 5 min.
13.11. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se analizaron los cDNAs de las muestras Medio, DMSO vy tratadas con 20

uM de Curcumina a 12, 18 y 24 h. Las mezclas de reaccién fueron de 50 uL y
las concentraciones finales de los componentes fueron: 0.2 uM Oligos, 0.25
uM dNTP’s (Thermo Scientific), 2 uM MgCl; (Invitrogen), 0.02 U/uL Taq DNA
pol (Invitrogen), 1X PCR Buffer 10X (Invitrogen). Para todos los primers se
utilizaron las siguientes temperaturas: pre-desnaturalizacion, 92°C-10s;
desnaturalizacion, 92°C-20s; alineamiento, 50°C-20s y extension 72°C con
variaciones en los tiempos, que junto con el ciclaje se especifican para cada

par de primers.

Se utilizaron los siguientes pares de primers para amplificar los transcritos de
interés: P21 sentido 5> — TGT CCG TCA GAA CCC ATG C- 3’ y antisentido
5 — AAA GTC GAA GTT CCA TCG CTC- 3’ (72°C-30s x 50 ciclos); P57
sentido 5 — ACA TCC ACG ATG GAG CGT CTT G — 3’ y antisentido 5" —
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TGT CCT GCT GGA AGT CGT AAT CC - 3'(72°C-40s x 40 ciclos); BIM
sentido 5" — CAA GGT AAT CCT GAA GGC AAT CAC GG - 3 y antisentido
5 — TCG AGA CAG CAG GGA GGA TCT TCT C- 3(72°C-35s x 35 ciclos);
BAX sentido 5 — CCC GAG AGG TCT TTT TCC GAG- 3’ y antisentido 5’ —
CCA GCC CAT GAT GGT TCT GAT- 3’(72°C-30s x 30ciclos). GAPDH
sentido 5" — CAA GGT AAT CCT GAA GGC AAT CAC GG - 3 y antisentido
5 — TCG AGA CAG CAG GGA GGA TCT TCT C- 3(72°C-30s x 25 ciclos).
Los productos de amplificacién se separaron por electroforesis en geles de

agarosa al 2% y se tifieron con Bromuro de Etidio al 0.05 %.

13.12. Ensayos de silenciamiento

Las células K562, fueron sembradas en placas de 24 pozos (Corning), un
total de 100,000 células en 1 mL de RPMI suplementado. Después de 24 h,
las células fueron recuperadas y lavadas dos veces con 1 mL de RPMI. El
boton celular se resuspendid en 100 uL de RPMI y se distribuyd
homogéneamente en toda el area del pozo. La mezcla de transfeccion se
preparo adicionando en el siguiente orden: 100 uL de RPMI + 50 nM de
siRNA (p73 siRNA, Santa Cruz Biothecnology) + 6 uL del reactivo de
transfeccion Hiperfect (QIAGEN), mezclandose mediante vortex por 10 sec.
Se dejd incubar durante 10 min a temperatura ambiente, para permitir la
formacion de los complejos de transfeccion. La mezcla se adicion6 gota a
gota, en toda el area del pozo, garantizando una distribucion uniforme y se
incubaron las células durante 6 h en condiciones normales de cultivo (37 °C,
en una atmosfera humeda con 5 % CO3). Finalmente se adicionaron 800 pL
de RPMI + 10 % SFB+ 1% (v/v) de aminoacidos no esenciales (Gibco BRL) y
se cosecharon las células 24 h post-transfeccion. Se obtuvieron extractos
totales de proteinas, utilizando el buffer de lisis comercial, M-PER (Thermo
Scientific) suplementado con inhibidor de proteasas, Complete (Roche) e

inhibidor de fosfatasas, PhosStop (Roche).
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14. RESULTADOS.
14.1. Arresto en Mitosis

Con base en el trabajo previo, en donde se habia detectado que la
curcumina induce un claro arresto en la fase G2/M, mediante citometria de
flujo; decidimos definir si parte de ese arresto correspondia a un
enriquecimiento de células en mitosis. Con dicho objetivo, se realizaron
tinciones nucleares para identificar nucleos mitéticos (cromosomas
condensados) y se evaluo por western blot y citometria de flujo los niveles de
Histona 3 fosforilada en Serina 10 (H3S10-p), un marcador que se enriquece

en mitosis.
14.1.1. Conteo de nucleos mitéticos

Para determinar la cantidad de células mitéticas evaluamos la presencia de
nucleos con cromosomas condensados. En las células control o sin
tratamiento con curcumina, observamos principalmente nucleos interfasicos,
con cromatina no condesada (Figura 4A). Sin embargo, al tratarse de cultivos
asincronicos, soélo se detectd una poblacion entre un 2 y 3.4 % de nucleos
mitéticos, en las células sin tratamiento y expuestas a DMSO,
respectivamente (Figura 4B). En respuesta a una dosis de 20 uyM de
curcumina por 12, 18 y 24 h, observamos un incremento en la frecuencia de
nucleos mitoticos, del 15, 20 y 26 %, respectivamente (Figura 4B, Tabla 1).
Principalmente con morfologias tipicas de etapas tempranas de la mitosis,
tales como profase y prometafase. Estos datos sugieren que el fitoquimico
favorece un incremento tiempo dependiente en la poblacién de células con

nucleos mitoticos.
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Tabla 1. Porcentajes de nucleos mitéticos

Muestra % Nucleos mitéticos
(Media * Desv. Estandar)

Medio 2.1+1.09
DMSO 341 £1.7
20 uM Cur 12 h 15.05 + 3.17
20 yM Cur 18 h 19.91 +3.88
20 UM Cur 24 h 26.6 +4.74

14.1.2. Niveles proteicos de H3S10-p

Para confirmar esta hipotesis, se evaluo la Histona 3 fosforilada en Serina 10
(H3S10-p), un marcador que se ha demostrado, se asocia fuertemente con la
condensacion de los cromosomas mitéticos en células de mamiferos [108].
Esta modificacién por fosforilacion es catalizada en el inicio de la fase G2,
por la cinasa Aurora B en la heterocromatina pericentromerica y se propaga
a lo largo de los brazos de los cromosomas, alcanzando su maxima
abundancia en metafase, seguida de una rapida reduccion hacia la transicion

a anafase [109].

En los ensayos de western blot, se detectd un claro incremento en los niveles
de H3S10-p, desde la 6 h de tratamiento con 20 yM de curcumina. No
obstante el maximo nivel de este marcador se observo a las 24 h, en un
grado comparable al control positivo, que se obtuvo mediante el tratamiento
con Nocodazol, un inhibidor de la polimerizacibn de microtubulos, que
enriquece las poblaciones de células arrestadas en mitosis temprana (Figura
5A). Los cambios mas evidentes en los niveles de H3S10-p, se detectaron a
12 y 24 h, lo cual parece ser consistente con el tiempo de duplicacion de las
células K562. Aproximadamente cada 12-16 h se esperaria que las células
concluyeran un ciclo de duplicacién y consecuentemente se enriqueciera la

poblacién G2/M, que posiblemente queda arrestada en mitosis.
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Con base en este resultado, se decidié evaluar por citometria de flujo los
niveles de H3S10-p, en combinacién con una tinciéon con ioduro de propidio,
que determina el contenido de DNA. Con esta metodologia pudimos
identificar poblaciones con su material genético duplicado (4N), pero que
ademas fueran positivas para la marca mitética. Es decir, definir qué parte de
la poblacion G2/M, corresponde a células arrestadas especificamente en
Mitosis. De forma consistente, con los resultados previos del conteo de
nucleos, encontramos que en los grupos Medio y DMSO hay cerca de un

2.8% y 3% de células positivas para la marca mitética (Figura 5B).

De forma evidente los grupos tratados con 20 uM de curcumina muestran un
incremento de 5-8 veces mas en la frecuencia de dicho fendmeno. En
respuesta al fitoquimico se detecté a las 12, 18 y 24 h de tratamiento, un
aumento del 15%, 21.8% y 23%, respectivamente de células positivas para
H3S10-p y contenido tetraploide de DNA (Figura 5B). Como control positivo,
se utilizaron células tratadas con Nocodazol, en donde claramente hay una

acumulacion del 48% de células 4N/H3S10-p positivas.

Estos datos confirman que la dosis de 20 yM de curcumina favorece un
arresto en mitosis, que parece tener un comportamiento tiempo-dependiente.
Por lo cual podemos concluir que parte del arresto G2/M que detectamos en
nuestro trabajo previo, involucra un claro enriquecimiento de una poblacion

en mitosis.
14.2. Alteraciones morfolégicas en Mitosis

Una vez que demostramos que el fitoquimico induce un arresto en mitosis,
decidimos evaluar si las caracteristicas tipicas de este proceso, como el
adecuado ensamblaje del huso mitético y una correcta segregacion
cromosémica no se ven afectados por el tratamiento con curcumina.
Alteraciones en estos procesos se han descrito como marcadores
morfoldgicos de células que experimentan procesos de catastrofe mitotica.
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14.2.1. Efecto de la curcumina en el huso mitoético

Para analizar la arquitectura del huso mitético realizamos tinciones de los
microtubulos mediante la deteccion de a-tubulina. Pese a que no contamos
con un marcador de centrosoma, como y-tubulina, para ubicar con precision
los polos, la convergencia de los microtubulos a su centro organizador,
genera zonas focales, con una tincion mayor para a-tubulina, lo cual

evidencia de forma indirecta la localizacion de los centrosomas.

Como era de esperarse en cultivos asincroncos, en los grupos control (medio
o DMSO) detectamos aproximadamente un 2% de células con husos
bipolares, con una arquitectura tipica de metafase, con los cromosomas
perfectamente alineados en el ecuador del huso, exhibiendo una orientacion
amfitélica, es decir, sujetos a una tensidon equivalente que proviene de
microtubulos que emanan de polos opuestos. No se detectaron husos
monopolares o multipolares. En contraste, en las células tratadas con 20 yM
de curcumina se observo un incremento significativo en el numero de husos
monopolares dependiente del tiempo de exposicion (Figura 6A, Tabla 2).
Aunque también se detectd la presencia de husos bipolares, a diferencia de
los observados en los controles, muchos de ellos se observan con defectos
en la estructura y orientacién de los microtubulos, que deriva en una
distribucion asimétrica de los cromosomas. Lo anterior lo pudimos observar
principalmente en los tratamientos con curcumina por 12 h, en donde resulta
evidente mediante la tincidon nuclear, que las alteraciones en la arquitectura
de los microtubulos deriva en una distribucion asimétrica de los cromosomas
(Figura 6B). Finalmente en tiempos largos de 18 y 24 h detectamos un ligero
incremento de aproximadamente 2% en una poblacion con husos

multipolares (Tabla 2).
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Estos datos sugieren que la curcumina tiene un impacto en la adecuada
conformacién de los husos mitéticos, favoreciendo principalmente un fenotipo
de monopolaridad. Probablemente este efecto directo sobre la maquinaria
esencial para la adecuada cariocinesis y progresion de la mitosis, podria

explicar el efecto de la curcumina como un inductor de arresto en mitosis.

Tabla 2. Efecto de curcumina en el huso mitético

Monopolar Bipolar Multipolar
Medio 0 2.41+1.62 0
DMSO 0 1.55+0.73 0
20 uM Cur 12 h 448+1.39 3.191%1.47 0
20 uM Cur 18 h 9.09+4.53 241+1.78 25+1.5
20 uM Cur 24 h 6.33£2.03 3.97£2.08 1.5+£0.27

14.2.2. Efecto de la curcumina en la segregacion cromosomica

Con base en los datos previos se podria suponer que en presencia de un
huso mitético estructuralmente alterado, si la mitosis prosigue y la
cariocinesis y citocinesis se completan, se puede dar origen a células con
micronucleos o multinucleadas. También es posible que las células no
experimenten citocinesis dando origen a células gigantes tetraploides. Es por
ello que analizamos el impacto de la curcumina en la induccion de ambos
parametros. En las células crecidas sin tratamiento o expuestas a DMSO,
hay un basal de aproximadamente 1% de células con micro/multinucleos.
Mientras que en respuesta a 20 uM de curcumina desde las 18 h hay un
incremento de ~ 3% que alcanza su maximo valor a las 24 h con cerca de un
6 % (Figura 7, Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de curcumina en la morfologia nuclear

Multi/micronucleos Células gigantes
Medio 0.90 £ 0.12 0
DMSO 2.31+1.21 0
20 uM Cur 12 h 2.89+1.43 1.02 £0.14
20 uM Cur 18 h 3.46 £ 2.02 0.75 £ 0.54
20 uM Cur 24 h 6.52 + 3.12 0.64 + 0.46

Por otra parte practicamente no detectamos un cambio en la frecuencia de
células gigantes en respuesta a curcumina (Tabla 3); sugiriendo que no son
tan frecuentes los eventos de citocinesis abortivas. Estos datos demuestran
que el fitoquimico, induce un incremento en la frecuencia de células con
alteraciones nucleares en forma tiempo dependiente. Lo cual parece ser
consistente con el incremento observado en alteraciones del huso mitético
que podrian impactar en orientaciones merotélicas o sintélicas de los
cromosomas que deriven en segregaciones asimétricas. Aunque no se pude
descartar que la curcumina también afecte a proteinas de unién a
microtubulos como Astrina, que participan en el control de la segregacidn

cromosomica.
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Figura 7. Curcumina induce anormalidades nucleares. Las células K562 fueron crecidas en medio y
tratadas con 0.1 % DMSO y 20 uM de curcumina por 12, 18 y 24 h. Después de los tratamientos fueron fijadas
para inmunofluorecencia. Se utiliz6 DAPI para tefiir los nucleos y faloidina para el citoesqueleto de actina. Se
grafica el porcentaje de células con anormalidades nucleares (multi/micronicleos) o que presentan un
fenotipo de células gigantes, en respuesta al tratamiento con curcumina. * p< 0.05 vs Medio. Se muestran
imagenes representativas en 60X y el aumento en 100X/3X. N.I= Nucleo interfasico, mMM= multi/micronucleos.
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14.2.3. Efecto de la curcumina en proteinas de unién a microtubulos

La estabilidad y funcionalidad de los husos mitéticos no s6lo depende de la
estructura de los microtubulos sino también de la participacion de proteinas
de unién a microtubulos (MAP’s, Microtubule Asociated Proteins). Esto es de
la mayor importancia porque hay MAP’s, como la Astrina que ademas de
brindarle estabilidad a los microtubulos también se la confieren a las
interacciones entre cinetocéros y microtubulos; un evento clave en la
segregacion cromosoémica. De hecho, una inadecuada localizacién de Astrina
deriva en la activacién del SAC, el principal sistema de control, para arrestar

a las células en mitosis.

Por ello decidimos analizar el efecto de la curcumina sobre la localizacién de
Astrina en los microtubulos. En los grupos control, conforme a lo descrito en
otros modelos celulares observamos una distribucion de la Astrina a lo largo
de los husos en células en prometafase y en células en metafase detectamos
una acumulacién de astrina en el plano ecuatorial (Figura 8A, ver aumentos).
El tratamiento con 20 yM de curcumina a los tiempos de 12, 18 y 24 h
produce una relocalizacion de Astrina y su acumulacién a nivel de los polos
del huso mitético (Figura 8A, ver aumentos). En consecuencia pese a que los
nucleos mas abundantes, parecen ser tipicos de una prometafase, no se
detectd presencia de Astrina a lo largo de los microtubulos del huso (Figura

8A, ver aumentos).

Para contar con mayores evidencias de una posible localizacién de Astrina
en la zona de los polos del huso mitético, decidimos evaluar su asociacion
con y-tubulina, un componente del centrosoma; una estructura que en
mitosis es tipicamente polar. Para ello se realizé la inmunoprecipitacion de
Astrina y se detectd por western blot la presencia de y-tubulina. Encontramos
que en las muestras tratadas con 20 uM de curcumina por 24 h, hay una
mayor asociacion de Astrina con y-tubulina, en comparacion con lo

observado en el grupo expuesto a DMSO (Figura 8B). Este dato sugiere que
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el tratamiento favoreceria dicha asociacién, probablemente como resultado

de una mayor localizacion de Astrina en los polos.

Es importante sefalar que en los inmunoprecipitados del grupo control
observamos las dos isoformas tipicas de Astrina de ~135/120 kDa. Sin
embargo, en la muestra tratada con 20 uM de curcumina por 24 h,
observamos un retardamiento en el patron de corrimiento en el SDS-PAGE,
que se traduce en una banda de mayor peso (Figura 8B). Este cambio en la
migracion de Astrina, también lo detectamos en los inputs tratados con el

fitoquimico (Figura 8B).

Este fendmeno lo detectamos a las 24 h de tratamiento, por lo que decidimos
evaluar su comportamiento en una cinética. Mediante western blot
detectamos un retardamiento en el patron de migraciéon de Astrina en las
células expuestas a 20 yM de curcumina, que se traduce en la aparicion de
una tercer banda, principalmente a las 12, 18 y 24 h de tratamiento (Figura
9A). Cabe senalar que en paralelo se detectd una menor cantidad de la
isoforma de ~120 kDa, lo que podria sugerir que esta variante sea el principal

blanco de la modificacion post-traduccional (Figura 9A).

En respuesta a Nocodazol, un inductor tipico de arresto en mitosis temprana,
se ha descrito un cambio en la movilidad de Astrina que es producto de una
fosforilacién posiblemente catalizada por el complejo de CDK1/ciclina B
[110]. Por ello decidimos incluir un grupo tratado con Nocadozol, para
comparar su patron electroforético con el observado en respuesta al
fitoquimico. Nuestros datos muestran que ambos tratamientos después de
24h producen un retardamiento similar en Astrina (Figura 9A). Con base en
este dato decidimos evaluar si como en el caso de Nocodazol, el
retardamiento observado en respuesta a curcumina podria ser

consecuencia de fosforilacion.

Para probar que realmente se trataba de una fosforilacién, decidimos tratar

extractos de células expuestas a curcumina y nocodazol con una pan-

70



fosfatasa y después corrimos esta muestra, bajo la premisa de que si el

retardamiento era producto de fosforilacion este desapareceria en las

muestras tratadas con la fosfatasa Lambda (A-PPasa).
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Los resultados revelaron que el tratamiento previo con A-PPasa, elimina la

banda retardada, reestableciéndose el patrén tipico de migracion de Astrina

que se observa en el grupo expuesto a DMSO (Figura 9B).

Estos datos sugieren que indirectamente la curcumina favorece una

acumulacién de Astrina fosforilada, al promover un arresto en mitosis.
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14.3. Muerte celular tipo apoptosis

Datos previos de nuestro laboratorio sugerian una posible correlacion entre
el arresto en G2/M y la muerte celular de K562 en respuesta a curcumina.
Dado que demostramos que parte de dicho arresto se da especificamente en
mitosis y que hay un dafio evidente en el aparato mitotico, estos elementos
podrian constituirse en inductores de muerte celular, conforme al modelo de
catastrofe mitética. Por lo cual se evaluaron si el tratamiento con 20 uM de
curcumina a los tiempos de 12, 18 y 24 h, tendrian un efecto en algunos
parametros tipicos de una muerte por apoptosis, tales como: aumento de la
permeabilidad de la membrana celular, procesamiento de caspasas, cambios
en los niveles de proteinas pro-apotéticas y anti-apoptéticas asi como

fragmentacion del DNA.
14.3.1. Aumento de la permeabilidad de la membrana celular

Para evaluar esta variable utilizamos un sistema que permite discriminar las
células vivas de las muertas con base en diferencias en sus fluorescencias
(kit LIVE/DEAD; Invitrogen). Este kit se basa en el uso de un colorante que
reacciona con los grupos amino de las proteinas. En las células vivas la
interaccion del fluoroforo con los amino de las proteinas de membrana deriva
en una fluorescencia basal, que se incrementa cuando las células mueren y
su membrana plasmatica se vuelve mas permeable permitiendo la entrada
del colorante y su reaccidon con los amino de todas las proteinas

citoplasmaticas.

Nosotros detectamos que los grupos control, exhiben una muerte basal de
aproximadamente 5-6%. En contraste, en las muestras tratadas con 20 uM
de curcumina detectamos a las 12 h, un incremento en la muerte celular de
18 %, que practicamente no cambia a las 18 h (19%) y que alcanza su mayor
valor a las 24 h, con cerca del 50 % de células muertas (Figura 10, Tabla 4).

Confirmamos que el sistema funcionaba adecuadamente, ya que en el
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control positivo, expuesto a UV, detectamos cerca de un 90 % de células

muertas.

Estos datos sugieren que la curcumina después de 24 h de tratamiento,

promueve un incremento en la permeabilidad de la membrana celular que se

puede asociar a un mayor numero de ceélulas comprometidas a muerte

Tabla 4. Porcentaje de muerte celular en
respuesta a curcumina

celular.

Muestra Muerte celular (%)
Medio 5.58 +1.66
DMSO 498 +1.65
20 uM Cur 12 h 18.12 + 6.91
20 uM Cur 18 h 18.89 + 5.21
20 uM Cur 24 h 51.36 + 9.81
uv 92.31 + 2.86

14.3.2. Cambios en los niveles de proteinas pro-apoptéticas y anti-

apoptoticas.

Dado que determinamos un efecto citotoxico de la curcumina, decidimos
evaluar si dicho fenédmeno correlacionaba con un cambio a nivel de las
proteinas de la familia BCL-2 que regulan la estabilidad de la membrana
mitocondrial. Evaluamos la proteina pro-apoptotica, BAX, sin detectar ningun
cambio evidente en sus niveles, en respuesta al tratamiento. En contraste, la
proteina anti-apoptética BCL-2 mostro niveles bajos desde las 3 h de
tratamiento con 20 uM de curcumina, con respecto a los controles (Figura
11A). Cabe sefalar que a las 24 h, el punto donde se observa la mayor
cantidad de células comprometidas a muerte celular (Figura 10), la reduccion
de BCL-2 fue dramatica y practicamente no se detecta la proteina (Figura
11A).
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Complementariamente evaluamos los niveles proteicos de algunos miembros
de la familia de inhibidores de la apoptosis (IAP): XIAP y survivina. La
primera es un inhibidor canénico que se une a las caspasas-3, -7 y-9, a
través de sus dominios BIR; mientras que survivina participa tanto en la
inhibicion indirecta de las caspasas, como en la regulacién de la progresion
mitotica. En el caso de XIAP detectamos una reduccion desde las 3 horas

de tratamiento, con respecto a los niveles observados en los grupos Medio y

T I
T

]
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De forma analoga a lo observado con BCL-2, la menor cantidad de proteina
la detectamos después de 24 h de exposicion a 20 uM de curcumina (Figura
11A). En contraste, no se detectaron cambios en los niveles proteicos de
survivina en los diferentes tiempos de tratamiento con respecto a los
controles (Figura 11A). Estos datos sugieren una reduccion en componentes
candnicos de la maquinaria antiapoptética que favorecerian la activacién de

las caspasas.
14.3.3. Efecto de curcumina en el procesamiento de las caspasas

Debido a que nuestros hallazgos mostraban una reduccion en algunos
mecanismos anti-apoptoticos que impiden la activacion de las caspasas,
decidimos analizar su procesamiento; una forma indirecta para evaluar si

estan activas.

Aunque los cambios en BCL-2 sugerian principalmente una alteracion a nivel
de la membrana mitocondrial, si la curcumina activa un mecanismo tipo
apoptosis se podria esperar el encendido de las dos rutas. Es por ello que
analizamos tanto la caspasa-9, como la caspasa-8; moléculas iniciadoras de
la via intrinseca y extrinseca, respectivamente. También evaluamos el
procesamiento de la caspasa-3, efectora y el corte de PARP, uno de sus

principales sustratos.

En los grupos control, sélo detectamos la forma completa (47 kDa) de la
caspasa-9. Sin embargo, en respuesta a curcumina las formas de
procesamiento parcial (37/35 kDa) se detectan desde las 12 h,
evidenciandose de forma clara a las 24 h (Figura 11B). Similarmente las
formas de procesamiento parcial (43/41 kDa) de caspasa-8 se detectan
hasta las 24 h de tratamiento (Figura 11B). En consistencia con la activacién
de las caspasas iniciadoras, en respuesta a curcumina detectamos las
formas de procesamiento total (19/17 kDa) de caspasa-3, a partir de las 12 h;
alcanzandose sus mayores niveles a las 24 h, el punto temporal donde se

presenta el mayor efecto téxico (Figura 11B).
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El patron de procesamiento de caspasa-3 sugeria su posible activacion; para
confirmar esta hipotesis evaluamos el procesamiento de PARP, uno de sus
principales sustratos. Observamos la mayor acumulacion de PARP cortado
(89 kDa), a las 24 h de tratamiento con el fitoquimico (Figura 11B). Este
evento es consistente con que a ese tiempo es cuando se detecta la mayor

cantidad de caspasa-3 procesada y tedricamente activa.

Todos estos datos sugieren que la curcumina podria promover un
mecanismo de apoptosis intrinseca, que deriva en el procesamiento parcial
de la caspasa-9 y el procesamiento total de la caspasa-3. Esta ultima parece

ser funcionalmente activa, como lo evidencia el corte de PARP.
14.3.4. Fragmentacion del DNA

Dado que los datos previos nos sugerian la activacion de un mecanismo de
muerte celular programada; se evalué un marcador tipico de células en

apoptosis tardia: la fragmentacion del DNA.

En primera instancia analizamos la fragmentacion de la cromatina, que
ocurre entre los nucleosomas y produce oligdmeros que son multiplos de
aproximadamente 180 pb y que generan el tipico patron de escalera en una
electroforesis de DNA. En las células control, basicamente se extrajo DNA
genémico de alto peso molecular, sin evidencia de fragmentacion. En
contraste, en las células tratadas con 20 yM de curcumina por 24 h, se
detecta un patron de fragmentos de DNA, multiplos de 200 pb, que va del
rango de 200 a 1400 pb. Adicionalmente observamos una proporcion de
DNA de alto peso molecular, por arriba de las 15000 pb (Figura 12A). Este
patron difiere del obtenido en el control positivo, que fueron células tratadas
con 100 nM de Nocodazol por 24 h. En este grupo se detecté un
enriquecimiento de los productos de fragmentacion y la desaparicién del
material de alto peso molecular (Figura 12A). Estos datos sugieren que el
fitoquimico activa un proceso de fragmentacion parcial de la cromatina, en

las células que sufren apoptosis.
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Con la evidencia anterior, decidimos emplear una metodologia que nos
permitiera determinar si parte de esta fragmentacion ocurre en la poblacién
arrestada en la fase G2/M que se enriquece a las 24 h de tratamiento. Para
ello utilizamos una doble tincion que nos permitiera definir a las poblaciones
TUNEL positivas (con fragmentacion del DNA) que tuvieran un contenido
tetraploide de DNA (arrestadas en G2/M) (Figura 12B, Tabla 5). En los
grupos control, se detectd cerca de un 3-4 % de células TUNEL positivas no
asociadas a una fase especifica de ciclo celular. Sin embargo, en las células
tratadas con 20 yM de curcumina por 24 h, detectamos una poblacién de
aproximadamente 22 % de células TUNEL positivas y arrestadas en la fase
G2/M (Figura 12B). Estos datos fueron consistentes con los ensayos previos
de fragmentacién de la cromatina pero adicionalmente nos sugieren que este
marcador apoptotico ocurre preferentemente en la poblaciéon concentrada en
G2/M. Adicionalmente, confirmamos el adecuado funcionamiento vy
sensibilidad del sistema empleando un control positivo proporcionado por el
kit APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit (Invitrogen) en donde detectamos ~ 30%
de células TUNEL positivas (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de células
TUNEL positivas

Muestra Muerte celular
Medio 3.81 £ 2.08
DMSO 3.02 £ 2.63

20uyM Cur24h 2194 + 357
Control + 29.57 + 7.57
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Figura 12. Curcumina induce la fragmentacién del DNA. Las células K562 fueron tratadas con 20 yM
curcumina por 24 h. Como controles negativos se utilizaron células crecidas en Medio y expuestas a 0.1 %
DMSO. (A) Se analiz6 la fragmentacién de la cromatina mediante el ensayo de escalera de DNA en geles de
agarosa. Como control positivo se utilizaron células tratadas con 100 nM de Nocodazol por 24 h. Se muestra un
gel representativo. (B) Las células fueron tefiidas con el kit APO-BrdU™ TUNEL Assay (Invitrogen) y analizadas
por citometria de flujo, con el objetivo de determinar si parte de la fragmentacién del DNA, ocurria
especificamente en la fase G2/M. El control positivo empleado en este ensayo es parte de los componentes del
kit empleado. Se grafica la media * desv. stn de por lo menos tres experimentos independientes. * p< 0.05 vs
Medio.
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14.4. Muerte celular en mitosis

Los resultados anteriores muestran que una dosis de 20 uM de curcumina
por 24 h, produce un claro enriquecimiento de células en mitosis, pero
ademas una reduccién en algunas moléculas anti-apoptéticas como BCL-2 y
XIAP, asi como un procesamiento de caspasas y fragmentacién del DNA en
la fase G2/M. Por lo cual decidimos evaluar si conforme al modelo de
catastrofe mitotica, parte de las células que se encuentran arrestadas en
mitosis, mueren por un mecanismo tipo apoptosis. Para ello, mediante
inmunofluorescencia y citometria de flujo realizamos una doble tincién para
detectar las células doble positivas para un marcador de arresto en mitosis
(H3S10-p) y apoptosis (Caspasa-3 activa). El primer acercamiento cualitativo
por inmunofluorescencia, nos permitid detectar principalmente células
H3S10-p (+)/Caspasa-3 (-) en los grupos control. En respuesta al esquema
de 20 yM curcumina por 24 h detectamos dos poblaciones, una primera con
nucleo interfasico y caspasa-3 activa (Figura 13A). Una segunda, exhibia un
claro nucleo mitotico y en consecuencia una fuerte tincién para H3S10-p.
Parte de estas células también fueron positivas para la marca de caspasa-3
activa (Figura 13A). La deteccidn visual de esta poblacion doble positiva es lo
que nos sugirié la conveniencia de cuantificarla mediante citometria de flujo.
En las muestras control detectamos cerca de un 3 % de células H3S10-p
positivas y aproximadamente un 6%, caspasa-3 positivas; estimandose cerca
de un 2% de poblaciones dobles positivas (Figura 13B, Tabla 7). Sin
embargo, en las muestras tratadas con 20 yM curcumina por 24 h, hubo un
incremento significativo en todas las poblaciones analizadas. Se detecté ~ 16
% de células positivas para H3S10-p, ~ 11 % de células caspasa-3 positivas
y la poblacion H3S10-p (+)/ Caspasa-3 (+) se increment6 hasta en un 18 %,
todas suman aproximadamente 45%, similar al porcentaje de células
arrestadas en G2/M. Como controles positivos de las marcas H3S10-p y
caspasa-3 activa, se utilizaron células tratadas con 100 nM de Nocodazol y 1

MM de estaurosporina por 24h, respectivamente (Figura 13B, Tabla 6).
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Tabla 6. Porcentaje de células H3S10-p, Caspasa-3 y H3S10-p/Caspasa-3

positivas

H3S10-p (+) Casp-3 (+) H3S10-p (+)/Casp-3 (+)
Medio 3.37 £ 1.86 5.63 £ 4.14 2.66 + 1.93
DMSO 3.51 £ 0.86 6.09 £ 4.19 2.12+0.76
20 uM Cur 24 h 15.7 £ 4.14 11.43 £1.92 18.31 £ 4.41
100 nM Noco 24 h 46.23 + 10.45 0.24 £ 0.25 0.95+0.18
1 uM Staur 24 h 0.11 £ 0.11 45 £ 19.35 0.45+0.19

14.5. Puntos de control en G2 y Mitosis

Una vez que demostramos que el fitoquimico es capaz de inducir un proceso
de muerte celular en mitosis, decidimos evaluar el estatus de algunos
componentes moleculares del punto de control en G2 y Mitosis. Esto es
importante, porque el estado de activacion de dichos puntos de control es
clave para la evolucién del proceso de catastrofe mitotica. Se ha propuesto.
que un punto de control en G2 débil que permite la entrada prematura a
mitosis de células con dafio a DNA, es un inductor de catastrofe mitética.
Adicionalmente, las células que sufren un dano directo en el aparato mitético,
se arrestan en dicha fase como resultado de un adecuado funcionamiento
del punto de control de ensamblaje del huso, que detecta alteraciones a nivel
de la interaccién entre cinetdcoros y microtubulos. Por lo cual dicho sistema,
permite el establecimiento del arresto en mitosis que es clave en el

mecanismo de catastrofe mitotica.
14.5.1. Dafio a DNA y marcadores de arresto en G2

Primero se evalud la capacidad del fitoquimico para inducir dano en el DNA.
Para ello evaluamos por inmunofluorescencia un marcador tipico de dafo a
DNA, la fosforilacion en Ser 139 de la variante de histona H2AX (y-H2AX),
catalizada por cinasas tipo, ATM, ATR y DNA-PK [111]. Mediante esta
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metodologia el dafio a DNA se detecta por la observaciéon de focos de tincion
de y-H2AX.

En respuesta a la dosis de 20 uM de curcumina a los tiempos de 12, 18 y 24
h, observamos la presencia evidente de focos de y-H2AX, en comparacion
con los grupos control (Figura 14, ver aumentos). Este resultado nos sugirié
que el tratamiento con el fitoquimico es capaz de inducir dafio a DNA; un
inductor tipico de activacién del punto de control en G2. Dado que justo en
esos tiempos también tenemos un arresto de las células en la fase G2/M,
entonces decidimos evaluar el estado de activacion de una cinasa clave de
dicho sistema, CHK-1 que fosforila e inactiva a las fosfatasas CDC25C. Asi
como los niveles de proteina de dos moléculas efectoras 14-3-3c que
secuestra en citoplasma a CDC25C y P21, un inhibidor de complejos
Ciclina/CDK.

Para evaluar el estado de activacion de CHK1, analizamos mediante western
blot, sus niveles de fosforilacion en Ser 345 (p-CHK1). Esta modificacion es
catalizada por ATR principalmente en respuesta a rupturas de doble cadena
del DNA, lesiones ricas en y-H2AX. Aunque esperabamos un incremento de
p-CHK1 en consistencia con el mayor numero de focos de dano a DNA; el
tratamiento con 20 uM de curcumina indujo una reduccion con respecto a los
niveles detectados en los controles, que es mas clara a las 24 h (Figura
15A). Esta reduccién en la forma fosforilada no tiene impacto en CHK1 total,
ya que sus niveles son muy comparables entre los grupos control y los
tratados (Figura 15A). Este dato sugeria que este sistema no estaria activo y
no podria fosforilar a CDC25C para crear sitios de andamiaje para las
proteinas 14-3-3. Sin embargo, dado que los niveles de 14-3-3c no estan
directamente relacionados con la actividad de CHK1, decidimos evaluar si el
fitoquimico, tenia algun efecto en los niveles de esta proteina. Encontramos
que en comparacién con los grupos control, las células expuestas a 20 uyM
de curcumina exhiben un aumento en los niveles de 14-3-3c, desde las 6 h

de tratamiento (Figura 15B). En realidad no podemos sugerir si este cambio
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tiene un impacto en la actividad del punto de control en G2, ya que la
localizacion de su principal blanco, CDK1/CiclinaB1 o su asociacién con

CDC25C, no lo analizamos.

De acuerdo a los datos previos podriamos sugerir que el brazo de respuesta
rapido no es totalmente funcional por la falta de activacién de una cinasa
transductora clave, como es CHK1. Es por ello que decidimos evaluar si la
curcumina también tenia algun impacto en el brazo de respuesta lenta del
punto de control en G2 que involucra la activacion del programa
transcripcional controlado por p53 que deriva en la expresion de P21.
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Encontramos que los niveles proteicos de P21 aumentan en respuesta al
tratamiento desde las 12 h alcanzando un maximo nivel a las 24 h (Figura
15B). Estos cambios podrian tener una implicacion funcional, ya que en el
punto temporal donde observamos la mayor cantidad de este inhibidor,

también hemos detectado un claro arresto en G2/M.
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14.5.2. Marcadores de activacion del punto de control en Mitosis

El principal sistema para arrestar a las células en mitosis es el punto de
control de ensamblaje del huso (SAC, Spindle Assembly Checkpoint) que se
enciende en respuesta a alteraciones a nivel de la adecuada interaccion
entre cinetécoros y microtubulos. De la primera parte de este trabajo
sabemos que la curcumina arresta en mitosis y provoca alteraciones en la
adecuada conformacion del huso mitético que parecen tener un impacto en
la adecuada segregacion cromosomica. Es decir, seria probable que en
respuesta a curcumina se activara el SAC, por lo que decidimos evaluar
indirectamente su funcionalidad. Para ello, analizamos el estado de
fosforilacion de BUBR1, que correlaciona con una acumulacion en mitosis y
un ensamblaje del SAC en respuesta a alteraciones del huso [112, 113].
Adicionalmente, evaluamos los niveles de ciclina B y securina, dos sustratos
del Complejo promotor de la Anafase (APC/C, Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome), que se acumulan cuando el SAC esta encendido y se
impide la transicion a anafase. Observamos una acumulacién de la forma
fosforilada de BUBR1 (p-BUBR1) que se evidencia por un retardamiento en
su patron de migracion en la electroforesis. La aparicion de una banda por
arriba de los 120 kDa, que corresponde a la forma hiperfosforilada de
BUBR1, es clara desde las 12 h de tratamiento (Figura 16A). La mayor
cantidad de p-BUBR1 lo detectamos a las 24 h en niveles comparables al
control positivo, células arrestadas en mitosis mediante el tratamiento con
Nocodazol (Figura 16A). Este dato sugeria un posible ensamblaje del SAC
que de ser funcional deberia impactar en la inactivacién del complejo APC/C

y la falta de degradacion de sus posibles sustratos.

En el caso de ciclina B1, se detecta una acumulacién desde las 6 h de
tratamiento con curcumina, observandose la mayor cantidad de proteina en
24 h, en niveles comparables al control positivo, tratado con Nocodazol
(Figura 16B). Analogamente en el caso de Securina hay una clara

acumulacién de proteina a las 24 h de tratamiento con el fitoquimico, pero
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adicionalmente hay un retardamiento en el patrén de migracion desde las 6 h
(Figura 16B).
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Se ha propuesto que Securina es fosforilada en mitosis por el complejo de
ciclina B/CDK1 [114]. Dado que en nuestro modelo la curcumina promueve
una acumulacion de las células en mitosis, decidimos evaluar si el cambio de
movilidad electroforética de securina, podria asociarse a una regulacion por
fosforilacién. Para probar lo anterior, realizamos ensayos de digestién con
fosfatasas. Encontramos que el tratamiento previo con una pan-fosfatasa (A-
PPasa) de los extractos proteicos de células tratadas con 20 pM de
curcumina o 100 nM de Nocodazol, elimina el retardamiento de securina,
reestableciéndose un patron de corrimiento comparable al del grupo control
(Figura 16C). En consecuencia este resultado sugiere que el fitoquimico no
so6lo induce la acumulacion de securina, sino también promueve su

fosforilacién, posiblemente al promover la acumulacién de células en mitosis.

Esta caracterizacion parcial del punto de control de ensamblaje del huso,
sugiere que este sistema podria estar funcionalmente activo, inhabilitando a

APC/C y contribuyendo al arresto de las células especificamente en Mitosis.

146. P73 un posible regulador del arresto y muerte celular en

mitosis

Un dato interesante de los sistemas de regulacion del punto de control en G2
es que detectamos cambios en dos de sus componentes: 14-3-3c y P21; que
habitualmente son regulados transcripcionalmente por P53. Sin embargo,
K562, es una linea que carece de dicho factor de transcripcidon. En nuestro
modelo confirmamos este dato tanto en condiciones basales como en
respuesta a curcumina (Figura 17). En consecuencia si los cambios que
detectamos a nivel de proteina tienen un sustrato en una induccion
transcripcional, no podria depender de P53, pero posiblemente del paralogo,
P73, que puede regular programas transcripcionales candnicamente

controlados por P53.
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14.6.1. Localizacion de P73 en respuesta a curcumina

Con la intencidn de explorar la posibilidad de que P73 pudiera ser funcional
en nuestro modelo, decidimos analizar por inmunofluorescencia su posible
localizacion nuclear en respuesta a curcumina. En las células control
encontramos un patrén de tincidon disperso, con zonas de P73 tanto en
nucleo como en citoplasma (Figura 18A, ver aumentos). Pero en respuesta al
fitoquimico, detectamos desde las 12 h una clara e intensa localizacion a
nivel nuclear. Este patron es prevalente a las 18 y 24 h de exposicion al

fitoquimico (Figura 18A, ver aumentos).
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Para confirmar esta observaciéon decidimos hacer fraccionamiento nucleo-
citoplasma y encontramos que en las muestras control hay una clara
acumulacion de P73 a nivel citoplasmatico (Figura 18B). En respuesta al
fitoquimico a los tiempos de 12, 18 y 24 h, detectamos un claro incremento
de P73 en la fraccidon nuclear acompanado de una concomitante reduccion
en sus niveles citoplasmaticos (Figura 18B). Este resultado no presento
contaminacion citoplasmatica, como lo evidencia la presencia exclusiva en la
fraccién nuclear y citoplasmatica de los marcadores de pureza, hnRNA1 y
GAPDH, respectivamente. Este dato, fue consistente con el patrén de
localizacion nuclear que previamente habiamos observado por

inmunofluorescencia.

14.6.2. Modificaciones post-traduccionales de P73 inducidas por

curcumina

Para evaluar el estado funcional de P73 se analizaron los niveles de la forma
fosforilada de P73 en tirosina 99 (p-P73), que es una modificacién post-
traduccional catalizada por c-abl, que se asocia a la forma
transcripcionalmente activa de P73. Cuando evaluamos los niveles de p-P73
en extracto total, detectamos un incremento en la fosforilacién de los grupos
tratados con 20 uM de curcumina a los tiempos de 12, 18 y 24 h; con
respecto a los controles (Figura 19A). Los mayores niveles de proteina

fosforilada se detectaron entre las 12 y18 h de tratamiento (Figura 19A).

Dado que en dichos tiempos observamos una localizacién nuclear de P73;
decidimos explorar si la forma fosforilada de P73, también se enriquecia en
la fraccidon nuclear. De esta forma cuando las células fueron tratadas con el
fitoquimico por 24 h detectamos un claro enriquecimiento de p-P73 a nivel
nuclear, en comparacion con el grupo control (DMSO). Esto no fue un efecto
de carga, ya que cuando esa misma membrana la revelamos contra la forma
total de P73, no detectamos cambios radicales en los niveles de proteina

total entre los grupos (Figura 19B).
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14.6.3. Efecto de la curcumina en la expresion de algunos posibles

genes blanco de P73.

Estos resultados nos hicieron pensar que al ser P73 un factor de
transcripcion, que en respuesta a curcumina se acumulaba en el nucleo en
una forma transcripcionalmente activa, era probable que también activara la
expresion de algunos genes blanco que participaran en el proceso de arresto
y muerte celular. Adicionalmente teniamos evidencia de que el fitoquimico
favorecia un incremento en los niveles proteicos de P21 (Figura 15B), lo cual,

razonamos podria deberse a una mayor expresion.
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En consecuencia, dada las caracteristicas de nuestro modelo, decidimos
analizar por RT-PCR, la expresion de algunos genes relacionados con
arresto del ciclo celular en G2/M (P21 y P57) y muerte celular en mitosis
(BAX'y BIM), que se ha descrito pueden ser regulados por P73. Encontramos
que las células expuestas a curcumina por 12, 18 y 24 h, no muestran una
mayor expresion de los genes BAX y BIM, cuando se comparan con los
grupos control (Figura 20A). De forma similar no se detecté una mayor
expresion de P21 y P57 a los diferentes tiempos post-induccion con
curcumina, cuando se comparan con los grupos control (Figura 20B). De
hecho, en el caso de p57 se detecta una reduccién en las muestras tratadas

que es mas evidente alas 12 h.
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14.6.4. Asociacion de P73 con BUBR1 en respuesta a curcumina

Adicionalmente, P73 podria participar directamente en el control del SAC, ya
que se ha descrito que puede interaccionar con miembros del mismo, como
BUB1, BUB3 y BUBR1. Particularmente, la interaccion con BUBR1, se ha
demostrado que promueve una mayor funcionalidad del SAC [102]. Nuestros
datos sugieren, que el punto de control en mitosis podria estar activo, con la
participacion de BUBR1, dado el incremento que detectamos en su forma
fosforilada y activa (Figura 16A). Ademas, también observamos que P73, no
solo se localiza en nucleos interfasicos, donde se esperaria que funcionara
como factor de transcripcion. Sino que también lo detectamos en nucleos
mitéticos, donde podria establecer interacciones proteina-proteina con
miembros del SAC (Figura 21A).

Es por ello que decidimos evaluar si en nuestro modelo existia una
interaccion entre P73 y BUBR1 en respuesta a curcumina. Para ello
inmunoprecipitamos utilizando un anticuerpo contra BUBR1 y evaluamos por
western blot, los niveles de P73 asociada. Bajo las condiciones de
tratamiento con el fitoquimico no detectamos a la proteina P73 en los
inmunoprecipitados de BUBR1, pese a que se logré enriquecer este ultimo y
ambas proteinas se detectaron en los inputs (Figura 21B). Estos datos
sugieren que en nuestro modelo, no se presenta una asociacion entre P73 y

BUBR1 que pudiera impactar en la funcionalidad del SAC.

14.6.5. Efecto del silenciamiento parcial de P73 en la induccion de

arresto celular en respuesta a curcumina

Aunque nuestros datos no muestran una participacion de P73 en la
regulacion transcripcional de genes relacionados con arresto y muerte
celular. En la literatura se ha descrito que en el contexto de catastrofe
mitética, P73 participa principalmente en el control del ciclo celular [97, 102].
Es por ello que para valorar, si valia la pena profundizar en el analisis de
otros mecanismos en los que P73 pudiera estar participando para regular
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dicho proceso, decidimos silenciarla y evaluar como afectaba la distribucion

del ciclo celular en respuesta al tratamiento con curcumina.

Con este objetivo, empleamos un siRNA dirigido a P73 y logramos una
reduccion de cerca del 40 % en los niveles proteicos de P73 (Figura 22). En
este contexto de silenciamiento parcial, evaluamos la distribucion de ciclo
celular, en respuesta a condiciones que producen un claro arresto en G2/M

(20 yM de curcumina por 24h).
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Independientemente del contexto de siRNA control o P73 siRNA, no
detectamos diferencias significativas en la distribucion de ciclo celular,

cuando las células son tratadas con 0.1 % de DMSO (Figura 23).

En respuesta al tratamiento con 20 uM de curcumina, cuando comparamos
Ctrl siRNA vs P73 siRNA, detectamos en fase G1, cerca de un 29.6 % vs
28.7%; en fase S, 34.3% vs 44.2% y en G2M aproximadamente un 36% vs

27 % (Figura 23). Aunque estos datos sugeririan la posible participacién de

P73 en el mantenimiento del arresto en la fase G2/M; no son concluyentes,
debido a que las aparentes diferencias no fueron estadisticamente

significativas.
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Estos datos nos sugirieron que probablemente en nuestro modelo de
catastrofe mitética inducida por curcumina, P73 no sea tan relevante para el

control del arresto celular.
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15. DISCUSION.

En este trabajo se demostrd que la curcumina tiene la capacidad de inducir
un arresto en mitosis en un modelo celular de Leucemia Mieloide Croénica
(K562) y que parte de esta poblaciéon estd muriendo por un proceso tipo
apoptosis. Es decir, nuestros datos sugieren que el fitoquimico activa un

mecanismo de catastrofe mitética en una poblacion de la linea celular, KS62.

De acuerdo al Comité de Nomenclatura en Muerte Celular (NCCD,
Nomenclature Committee on Cell Death) la catastrofe mitética no constituye
una via efectora de muerte celular “pura”, sino un mecanismo oncosupresor
que: 1) se activa durante la fase M del ciclo celular; 2) involucra algun grado
de arresto mitético; 3) se inicia por perturbaciones en el aparato mitético (en
los cromosomas y la compleja maquinaria que garantiza una segregacion
precisa) y 4) finalmente deriva en un proceso de muerte celular o
senescencia [115]. Es por ello que para iniciar la caracterizacion de nuestro
sistema como un posible modelo de catastrofe mitética, buscamos definir si

la curcumina era capaz de inducir arresto en mitosis en K562.

Nuestros datos muestran que a diferencia de los grupos control (Medio y
DMSO); el tratamiento con curcumina, produce un mayor numero de nucleos
mitéticos y un incremento claro en los niveles proteicos de H3S10-p; una
marca mitética que se localiza en la heterocromatina pericentromerica en la
fase G2 tardia y se extiende a lo largo de los cromosomas conforme la
mitosis procede. Siendo muy evidente en profase y desapareciendo en
Anafase. [109]. Estos resultados son consistentes con reportes previos en los
que se ha demostrado que la curcumina induce un arresto en mitosis en

modelos de cancer de mama y colorectal [78, 116, 117].

El arresto en mitosis que observamos parece ser tiempo dependiente y
sugiere que probablemente parte de las células transitan a través de la fase
G2, pero continuan hasta el inicio de la Mitosis y es en esta fase donde

realmente se arrestan. Nuestros datos apoyan esta hipdtesis, ya que
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observamos una acumulacién de nucleos mitéticos, aumento de H3S10-p y
Ciclina B en tiempos largos de exposicion a curcumina (24 h). Se sabe que la
degradacion via proteosoma de Ciclina B, un evento clave para la salida de

mitosis.

Es decir, en las condiciones de tratamiento con curcumina, probablemente el
punto de control en la fase G2 no es suficientemente funcional para
mantener el arresto de las células, permitiendo su transicion hasta mitosis.
Esta suposicion podria ser factible dado que nuestros datos muestran que en
presencia del fitoquimico, se reduce la fosforilacion activadora (Ser 345) de
CHK1, una cinasa clave para la regulacion de los efectores del punto de
control de G2 [32]. En consistencia con este dato en la literatura también se
ha descrito, que la curcumina promueve una reduccidon en los niveles de p-
CHK1 (Ser 345) al inhibir la actividad de ATR, en un modelo de cancer
cérvico uterino. Funcionalmente esto reditua en la inhibicion del punto de

control en G2 y una mayor acumulacion de células en mitosis [118].

Sin embargo, en nuestro estudio no podemos concluir contundentemente
que el punto de control en G2 este inactivo dado que no analizamos la
actividad de ATR, ni los estados de fosforilacion de CDC25C y WEEA1, los
principales sustratos de CHK1. Dichas fosforilaciones en WEE1 incrementan
su actividad como cinasa inhibitoria sobre los complejos de Ciclina/CDK [119]
y en CDC25C promueven su exportacion nuclear y secuestro a nivel
citoplasmatico por las proteinas 14-3-3 [120]. En este sentido, nuestros datos
muestran un claro aumento en los niveles de 14-3-3c, sin embargo, este
miembro en particular no se ha demostrado que se asocie a CDC25C, pero si
es capaz de secuestrar en citoplasma al complejo de ciclina B/CDK1.
Aunque no analizamos la localizacion nuclear de dicho complejo, en nuestro
sistema observamos algunos cambios que nos sugieren que se encuentra
funcional, tales como la acumulacion de su subunidad regulatoria (ciclina B) y

la deteccion de células en prometafase, en donde la  ruptura de la envoltura
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nuclear, ya se verifico. Un evento que es dependiente de la hiperfosforilacion

de la lamina nuclear por ciclina B/CDK1 [25].

Adicionalmente en nuestro sistema detectamos focos de y-H2AX, un
marcador de dafo a DNA [111]. Nuestro resultado es consistente con otros
trabajos en donde se ha demostrado que la curcumina induce dafio a DNA
[121,122]. Incluso en K562 se ha reportado que el fitoquimico favorece la
formacion de complejos Topo-DNA, que al ser procesados por la maquinaria
celular se convierten en rupturas de DNA que activan procesos de muerte
celular [123].

Esto terapéuticamente podria ser de la mayor importancia ya que se ha
descrito un incremento en el potencial citotdxico de drogas que causan dafo
a DNA cuando se emplean en modelos carentes del punto de control en G1,
a los que se les inhabilita el punto de control en G2/M, mediante el
silenciamiento de CHK1 [124]. Ademas, se ha reportado que la inhibicion de
CHK1, también favorece un arresto eficiente en mitosis y con ello potencia la

citotoxicidad de agentes anti-mitoticos, como Paclitaxel [125].

En este sentido en nuestro modelo de estudio la curcumina podria inducir los
tres efectos: dafio a DNA, inhibicion de CHK1 y arresto en mitosis; lo que
tedricamente potenciaria su efecto citotoxico y aumentaria su potencial

terapéutico.

Ademas, lo anterior también podria explicar porque el fitoquimico favorece un
proceso de catastrofe mitética en una linea celular como K562, deficiente de
P53 [91], que tampoco tendria un punto de control en G1, robusto. De tal
suerte que, cuando en este modelo celular la curcumina induce dafno a DNA,
existen amplias posibilidades de que este no pueda ser reparado en la fase
G1 o G2 debido a la pérdida de funcionalidad de componentes clave, como
P53 y CHK1, respectivamente. De esta forma, las células entrarian
prematuramente a mitosis con dafio en DNA; lo que se ha propuesto como
un modelo de induccion de catastrofe mitética [50]. En consistencia con esta
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hipdtesis, en la literatura se ha reportado que este tipo de muerte celular es
prevalente en células carentes de P53 y con un punto de control en G1
deficiente [126].

Otro modelo de activacion de la catastrofe mitética contempla la presencia
de alteraciones directas en la adecuada formacion del huso mitotico y la
compleja maquinaria que participa en el control de la segregacién
cromosdmica. En consecuencia los principales inductores de este
mecanismo lo constituyen agentes que alteran la adecuada polimerizacién y

estabilidad de los microtubulos del huso mitético [50].

En ese sentido, nuestros datos claramente muestran que el fitoquimico
podria inducir la catastrofe mitética por un efecto directo en el aparato
mitético. Nosotros observamos que en K562 la curcumina induce en una
forma tiempo dependiente husos mitéticos monopolares, con anormalidades
en su arquitectura, al estar constituidos por microtubulos carentes de
polaridad y estructura. Este efecto podria deberse a la ya descrita capacidad
del fitoquimico de unirse a la tubulina favoreciendo la despolimerizacion de
los microtubulos [127, 128]. En tanto que el fenotipo de husos mitéticos
monopolares podria ser consecuencia del efecto inhibitorio o de
deslocalizacion que el fitoquimico tiene sobre proteinas claves para el control
de la separacién de los centrosomas, tales como: Aurora cinasa A y la
kinesina, Eg5 [82,129, 130]. Otra consecuencia funcional de las alteraciones
estructurales del huso mitdtico, son los defectos en la segregacion
cromosdémica, ya que en respuesta a curcumina detectamos un ligero
incremento en el numero de células con micronucleos o multinucleos. Estas
morfologias nucleares pueden ser consecuencia de células que
experimentan cariocinesis en un escenario de orientaciones cromosémicas
incorrectas, como la merotélica, en donde los microtubulos de polos
opuestos se unen al mismo cinetocoro. Lo anterior provoca que la cromatida
no se desplace durante la anafase a alguno de los polos y cuando se da el

restablecimiento de la envoltura nuclear se puede constituir en un
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micronucleo. Es decir, este fenotipo en K562, podria ser consecuencia de la
incapacidad de los husos monopolares para coordinar una segregacion
cromosoémica equilibrada o amfitélica, como se ha observado en un modelo
de cancer de mama, tratado con curcumina [79]. Indudablemente, este tipo
de alteraciones se incrementaria significativamente en la medida en que las
células fueran capaces de salir de mitosis. Sin embargo, en nuestro sistema
dentro de la ventana temporal que analizamos, no observamos tal efecto. Lo
cual es importante sefalar, ya que sugiere que de ser eficiente el proceso de
catastrofe mitética inducido por curcumina, podria ser un mecanismo para

detener a las células leucémicas.

El hecho de que las células se arresten en mitosis podria deberse al
funcionamiento del SAC, el principal sistema que evita la transicién de las
células hacia anafase, al inactivar funcionalmente al complejo APC/C.
Nuestros datos sugieren que en K562, la curcumina favorece el encendido
del SAC, ya que encontramos una hiperfosforilacion de BUBR1, un marcador
de ensamblaje de dicho sistema [112, 113]. Lo anterior tedricamente,
supondria la inactivacion del complejo APC/C y consecuentemente la falta de
degradacion de sus principales sustratos: Securina y Ciclina B, un evento
clave para la salida de mitosis [37]. En consistencia con esta idea en nuestro
modelo en respuesta a curcumina observamos una clara acumulacion de
Securina y Ciclina B que correlaciona con un arresto en mitosis. Estos
resultados junto con un estudio realizado en un modelo de cancer de mama
en el que se observd una mayor acumulacion de miembros del SAC (MAD2 y
BUBR1) en cinetécoros no unidos [82]; son de los pocos trabajos que

sugieren indirectamente una activacion del SAC, en respuesta a curcumina.

Adicionalmente sabemos que el SAC se activa en respuesta a la inadecuada
interaccién entre microtubulos (MT) y cinetécoros (KT) [37]. Aunque nosotros
no analizamos directamente dicha asociacion, si observamos en respuesta a

curcumina claras alteraciones en la estructura de los extremos mas (+) de los
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microtubulos del huso mitético, que son los que interaccionan con los
cinetécoros. Ademas, nuestros datos sugieren que curcumina favorece una
localizacion polar de Astrina, que posiblemente puede ser un efecto
mecanico, resultado de las alteraciones que induce el tratamiento en la
arquitectura del huso mitético. Aunque también observamos una
hiperfosforilacion de Astrina que podria impactar en su funcionalidad o
localizacion, nuestros datos muestran que esta modificacion post-
traduccional parece ser solamente consecuencia de la acumulacién de las

células en mitosis.

Las alteraciones de Astrina, podrian ser funcionalmente relevante, ya que
normalmente se localiza en los cinetdcoros y promueve la estabilidad de las
uniones KT-MT, un evento clave para el silenciamiento del SAC [30]. En
consecuencia, la localizacion polar de Astrina en respuesta a curcumina, es
una evidencia indirecta de su deslocalizaciéon de los cinetocoros, o que
podria impactar en el funcionamiento del SAC. Pese a estos resultados, no
podemos hablar contundentemente de un SAC activo dado que en nuestro
modelo nunca investigamos, si la curcumina enciende este sistema y
promueve un mayor secuestro de CDC20 (cofactor de APC/C) por las
proteinas MAD2 y/o BUBR1.

En conjunto, lo que si sugieren estos datos es que el punto de control de
ensamblaje del huso podria participar en el establecimiento del arresto en
mitosis que induce la curcumina. Lo cual hace mucho sentido, dado el claro
efecto que tiene el fitoquimico en la estructura del huso mitético y sus
proteinas asociadas que podrian ser inductores del SAC. De acuerdo al
mecanismo de catastrofe mitética, estos fenotipos pueden derivar en un

evento de muerte celular, tipo apoptosis o necrosis.

Nuestros datos muestran que el tratamiento con el fitoquimico activa un
proceso tipo apoptosis con pérdida de la permeabilidad de membrana,
procesamiento de las caspasas-8, -9 y -3 y fragmentacion del DNA. La

caspasa-9 se activa de forma temprana con respecto a la caspasa-8, lo cual
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sugiere que la apoptosis se inicid por un mecanismo de via intrinseca.
Aparentemente la caspasa-3 no solo esta procesada sino activa, ya que
detectamos corte en PARP, uno de sus principales sustratos. También
observamos una clara reduccién en los niveles de proteinas antiapoptaticas
como XIAP y BCL-2, que se podrian explicar por el hecho de que estos son
blancos transcripcionales de NF-kB y se ha demostrado que curcumina es un
inhibidor de dicha ruta [131]. Ademas se ha reportado que en células
arrestadas en mitosis, miembros de la subfamilia antiapoptética de BCL-2,
como MCL-1, pueden ser fosforilados en mitosis y marcados para
degradacion [132, 133] Aunque en el caso de BCL-2, solo se ha descrito una
fosforilacién inhibitoria, mediada por CDK1 que evita su asociacion con
BAX/BAK [134]; no podemos descartar que en este modelo no pudiera estar

operando un mecanismo de regulacion parecido al de MCL-1.

Algunos de estos marcadores apoptoticos tales como la fragmentacion del
DNA y la presencia de caspasa-3 activa los pudimos asociar a poblaciones
con contenido tetraploide y positivas para H3S10-p, respectivamente. En
consecuencia, en nuestro modelo de catastrofe mitética, podemos sugerir
que células arrestadas en mitosis estan muriendo por un proceso tipo
apoptosis que involucra caspasa-3 activa. Estos resultados son consistentes
con diferentes modelos de catastrofe mitética inducidos por curcumina,
donde el proceso de muerte celular involucra el procesamiento de caspasa-3,
corte de PARP y reduccién de moléculas antiapoptoticas como BCL-2, XIAP

y survivina [84-87].

De forma previa, se describié en mieloblastos murinos transfectadas con
BCR-ABL que el fitoquimico induce un proceso de catastrofe mitética similar
al que observamos en K562, acompafado de arresto en mitosis, activacion
de caspasa-3 y fragmentacion del DNA [87]. En este trabajo a diferencia del
nuestro se detecta a tiempos largos un menor arresto en la fase G2/M, una
reduccion en ciclina B, survivina y un mayor numero de células

multinucleadas. Los autores le atribuyen el proceso de catastrofe mitotica, a
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la presencia de la proteina hibrida BCR-ABL. Nuestros resultados sugieren
gue no necesariamente ocurre asi, porque en K562 el cromosoma Filadelfia
se encuentra de forma natural, y nosotros detectamos una acumulacion de
ciclina B y niveles constantes de survivina, que sugiere que otros reguladores
claves en el control de la segregacion cromosdémica como Aurora cinasa B,
no estén desregulados. Esto explicaria el hecho de que no detectamos un
numero elevado de alteraciones en la morfologia nuclear. Las diferencias
entre ambos estudios podrian deberse a que el modelo murino, es un
sistema artificial de expresién de BCR-ABL; que contiene las copias
silvestres de ambos genes; a diferencia de nuestro trabajo, en el que K562
es una linea que se obtuvo de una paciente con crisis blastica y solo
contiene al cromosoma Filadelfia [77]. Por lo que K562 podria ser un modelo
mas adecuado para reproducir la Biologia de los mecanismos que podrian
ser activados en un paciente con Leucemia Mieloide Croénica, en respuesta al
tratamiento con curcumina. En ese sentido, este trabajo es el primer estudio
que describe la capacidad de la curcumina para inducir un proceso de

catastrofe mitdtica en una linea celular humana de LMC.

Otro aspecto en el que nos interesé profundizar, fue el analisis de las
moléculas reguladoras que podrian participar en el arresto y muerte celular
que desemboca en la catastrofe mitdtica. Dado que nuestro sistema carece
de P53 [91], nos preguntamos si su paralogo, P73, podria tener algun papel
importante, como se ha descrito en trabajos previos [103-105]. Aunque
logramos definir que el tratamiento con curcumina promueve una localizacién
nuclear de P73, al parecer no impacta en algun cambio en la expresion de
genes relacionados con arresto celular (P27 y P57) o con apoptosis (BAX,
BIM). Pese a que se ha descrito que dichos genes pueden ser controlados
transcripcionalmente por P73 [58, 97, 105]. Aunque esperabamos que el
cambio en los niveles proteicos de P21 que detectamos en respuesta a
curcumina, pudiera explicarse por un incremento en su expresion, otra
posibilidad es que la curcumina promueva su estabilidad a nivel post-

traduccional, ya que se ha reportado que este CKI puede ser fosforilado por
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PKC, para promover su estabilidad y de esta forma participar en el punto de
control de G2/M [135, 136]. La caida que vemos en P57, podria deberse a
que se ha reportado que P73 induce su expresion en la transicion de M a G1
para favorecer la salida de mitosis [137], sin embargo en nuestro sistema el
fitoquimico esta promoviendo la acumulaciéon de las células en mitosis
temprana, por lo cual se esperaria una baja expresion de P57. Tampoco
podemos descartar que P73 pueda tener un efecto sobre el control
transcripcional de otros genes candidato (GADD45, PUMA, NOXA, CD95),
que no contemplamos dentro de este primer analisis 0 un efecto directo de la
proteina, por ejemplo, a través de su interaccion con la mitocondria y la

perturbacion de su permeabilidad para promover muerte celular [57-60].

En este sentido, cuando analizamos la posible participacion de P73 a nivel
de interacciones proteina-proteina, con miembros del SAC, no detectamos
una asociacion clara entre P73 y BUBR1 en respuesta a curcumina. En
contraste con lo previamente descrito [138], nosotros detectamos a P73 en
cromosomas condensados, por lo que no podemos descartar la posibilidad
de que el fitoquimico promueva la asociacion de P73 con otros miembros del
SAC, con los que se ha reportado puede interaccionar, como BUB1 y BUB3
[102].

Pese a que no logramos montar un sistema de silenciamiento de P73
eficiente, detectamos que una menor cantidad de esta proteina en un
contexto de exposicidon a curcumina, produce una ligera reduccion en los
niveles de arresto en la fase G2/M. Nosotros consideramos que este efecto
se podria evidenciar de forma mas clara, si emplearamos un sistema de
silenciamiento que nos permitiera reducir mas los niveles de P73. En
consecuencia con esta primera aproximacion, no contamos con datos que
nos permitan proponer un mecanismo mediante el cual P73 participaria en la

regulacion del arresto del ciclo celular, en el contexto de catastrofe mitdtica.

Pese a que la curcumina ha ganado interés como un potencial agente anti-

tumoral por su reducida toxicidad; su principal desventaja es su  baja
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biodisponibilidad y el hecho de que las concentraciones que se emplean en
los modelos celulares son significativamente superiores a las que se pueden
alcanzar en modelos in vivo [13]. Sin embargo, el desarrollo de derivados
sintéticos del fitoquimico ha permitido incrementar su actividad y estabilidad
[139]. Es por ello, que si bien en este trabajo utilizamos dosis en el orden
micromolar, una perspectiva interesante seria emplear analogos sintéticos de
la curcumina que en dosis mas bajas pudieran activar mecanismos tipo
catastrofe mitdética en modelos de Leucemia mieloide cronica vy
consecuentemente tener un mayor potencial terapéutico. En consistencia con
esta idea en la literatura, ya se ha descrito que un derivado de curcumina
empleado en una dosis nanomolar, induce un arresto en G2/M y muerte
celular por apoptosis en un modelo de cancer de mama, sin un efecto
aparente en células normales [140]. En este sentido, profundizar en el
estudio de la selectividad del fitoquimico, es un aspecto determinante para
definir si realmente se podria emplear como un farmaco efectivo.
Particularmente, para enriquecer nuestro trabajo seria fundamental conocer
el efecto de la curcumina en células normales hematopoyéticas; ya que
existen reportes en los que se ha descrito el efecto de despolimerizacion de
microtubulos y alteraciones en la morfologia nuclear, en un modelo celular de

endotelio normal [81].

En resumen, con base en nuestros datos podemos proponer que en un
modelo de Leucemia Mieloide Cronica (K562), la curcumina es capaz de
activar un proceso de catastrofe mitética al favorecer un arresto en mitosis
mediante dos mecanismos: promoviendo daino a DNA e inactivando
componentes clave del punto de control en G2 (CHK1) que probablemente
derivan en una entrada prematura a Mitosis. Sin embargo, podria haber un
arresto transitorio en G2, ya que detectamos cambios en componentes de

este sistema (P21 y 14-3-3c) en respuesta al tratamiento.

Un segundo mecanismo involucraria alteraciones directas en la adecuada

conformacién del huso mitético y la localizacién de proteinas de union a
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microtubulos (Astrina) importantes para su estabilidad y que podrian impactar
en defectos en la segregacion cromosomica. Al parecer este arresto en
mitosis podria deberse al encendido del SAC como lo evidencia la
fosforilacion de BUBR1 y la acumulacion de Securina y Ciclina B, dos
sustratos del complejo APC/C que indirectamente sugieren su inactivacion.
Adicionalmente el fitoquimico promueve una muerte celular tipo apoptosis,
con reduccion en los niveles de proteinas anti-apoptoticas (XIAP y BCL-2),
procesamiento de caspasas y fragmentaciéon del DNA en poblaciones con
contenido tetraploide. Especificamente, detectamos una poblacion mitética
positiva para caspasa-3 activa, lo que sugiere una muerte celular en mitosis.
Aunque encontramos que en respuesta a curcumina un posible regulador del
proceso de catastrofe mitotica, como P73 se localiza y acumula a nivel
nuclear, al parecer no aumenta la expresion de genes relacionados con
arresto (P21, P57) y muerte celular (BAX, BIM), ni tampoco interacciona con
miembros del SAC, como BUBR1 (Figura 24).
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16. CONCLUSION.

En un modelo de leucemia mieloide crénica (K562), el tratamiento con
curcumina activa un mecanismo de catastrofe mitética que involucra un
proceso de arresto en mitosis con alteraciones en la conformacion del huso
mitotico y la segregacion cromosomica que desembocan en muerte celular
programada tipo apoptosis. En la regulacién de los dos procesos anteriores

al parecer P73 no tiene un papel determinante.
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17. PERSPECTIVAS.

1.- Profundizar en la caracterizacién de la funcionalidad de los componentes
del punto de control en G2, para determinar si su inactivacién es

determinante en la activacion de la catastrofe mitotica.

2. Determinar si el fenotipo de monopolaridad inducido por curcumina es
producto de la inhibicion de proteinas importantes para el control de la

separacion de los centrosomas, tales como: Kinesina 5 y Aurora cinasa A.

3.- Caracterizar como se ven alteradas la interacciones microtubulo-

cinetdcoro en respuesta a curcumina.

4.- Analizar si la curcumina activa el SAC, mediante ensayos funcionales,

como el analisis de los niveles de CDC20 secuestrado por BUBR1/MAD2.

5.- Evaluar en nuestro modelo la funcionalidad del complejo Ciclina B1/Cdk1
y su posible participaciéon en el proceso de muerte celular a través de la

regulacion de proteinas antiapoptéticas como BCL-2.

6.- Emplear estrategias mas eficientes para el silenciamiento de P73 que
permitan evaluar de forma mas clara el posible papel de esta proteina en los

procesos de arresto y muerte celular inducidos por el fitoquimico.

7.- Evaluar si analogos de curcumina con mayor biodisponibilidad son
capaces de inducir procesos de catastrofe mitética en modelos de Leucemia

Mieloide Cronica y su efecto sobre células normales.
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