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1. RESUMEN

El cancer a nivel mundial caus6 8.8 millones de muertes en el 2015, siendo la
leucemia uno de los diez tipos de cancer mas importantes por el alto numero
de muertes que genera. Los tratamientos convencionales contra el cancer son
la cirugia, radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, estos tienen varios
inconvenientes como su baja especificidad, el desarrollo de mecanismos de
tolerancia y los efectos secundarios en el paciente. Estas limitaciones han
llevado a la busqueda de nuevas terapias alternativas como las vacunas,
nanotecnologia y productos naturales como los péptidos antimicrobianos
(PA’s). Los PA’s representan una nueva familia de agentes anticancerosos que
disminuyen las limitaciones de los tratamientos convencionales. Hasta el
momento se han descrito mas de 3000 PA’s, de los cuales 217 poseen
actividad anticancerosa. De las 12 familias de PA’s de plantas, 3 de ellas tienen
actividad citotoxica y anticancerosa: las defensinas, tioninas y ciclotidos. Sin
embargo, los mecanismos de citotoxicidad no se conocen a detalle. En este
trabajo se evaluo la citotoxicidad de las defensinas de plantas PaDef (Persea
americana var. drymifolia) y y-tionina (Capsicum chinense) contra la linea
celular de leucemia mieloide cronica humana K562 y se analizé su mecanismo
de acciéon. Los PA’s PaDef y y-tionina inhibieron la viabilidad de las células
K562 de una manera dependiente de la concentracion, con una ICsy= 97.3
ug/ml y 290 upg/ml, respectivamente. Ambos péptidos antimicrobianos no
mostraron actividad citotoxica sobre las células mononucleares de sangre
periférica humana (CMSP) de un paciente sano. Para definir el mecanismo de
muerte celular de las defensinas PaDef y y-tionina primero se evalu6 el dafio a
la membrana celular, la cual no se afecté por ninguna de las defensinas. Por
otra parte, se analizé la induccidn de apoptosis en las células sometidas al
tratamiento con los PA’s. Las células tratadas con PaDef mostraron un 37.8%
de células en apoptosis, mientras que en aquellas tratadas con y-tionina fue de
30%, a las 12 h. Ademas, PaDef indujo la apoptosis extrinseca en las células
K562 ya que aumentd los niveles de expresion del ARNm de la caspasa 8 (~2
veces) y la actividad de esta (92%). Adicionalmente, PaDef estimuld la
expresion del ARNm de TNF-a (~4 veces) y de su receptor TNFR1 (~10 veces),
asi como la secrecion de TNF-a al medio a las 24 h (17 pg/ml). Por otro lado, la
defensina y-tionina indujo apoptosis en las células K562 a través de una ruta
independiente de caspasas. y-tionina provocd la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial (A¥m), incremento el contenido de calcio intracelular y
activo las calpainas a tiempos cortos de tratamiento (2 h). En conclusion, las
defensinas PaDef y y-tionina son citotoxicos para la linea celular de leucemia
K562, induciendo la apoptosis por vias diferentes, lo cual es una propiedad
novedosa para estas defensinas de plantas.

Palabras claves. Péptidos antimicrobianos; leucemia; K562; apoptosis; PaDef;
y-tionina.



2. ABSTRACT

Cancer worldwide caused 8.8 million deaths in 2015, being leukemia one of the
ten most important cancer due to the high number of deaths. The conventional
treatments against cancer are surgery, radiotherapy and chemotherapy.
However, these have several drawbacks such as low specificity, development
of tolerance mechanisms and side effects in patients. These limitations have led
to the search for new alternative therapies such as vaccines, nanotechnology
and natural products such as antimicrobial peptides (AMP's). AMP's represent a
new family of anti-cancer agents that reduce the limitations of conventional
treatments. So far more than 3000 AMP’s have been described, of which 217
have anticancer activity. Of the 12 families of plant AMP’s, 3 of them have
cytotoxic and anticancer activity: defensins, thionins and cyclotides. However,
the mechanisms of cytotoxicity are poorly known. In this work, the cytotoxicity of
plant defensins PaDef (Persea americana var. drymifolia) and y-thionin
(Capsicum chinense) against the human chronic myeloid leukemia cell line
K562 was evaluated and their mechanisms of action were analyzed. The PaDef
and y-thionin AMP’s inhibited the viability of K562 cells in a concentration-
dependent manner, with an 1Cso = 97.3 pg/ml and 290 ug/ml, respectively. Both
AMP’s showed no cytotoxic activity on peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). To establish the cytotoxic mechanism of defensins PaDef and y-
thionin, damage to the cellular membrane was evaluated, which was not
affected by both defensins. On the other hand, the apoptosis induction was
analyzed in the cells treated with the AMP's. The cells treated with PaDef
showed 37.8% of cells in apoptosis, while in those treated with y-thionin it was
30%, at 12 h. In addition, PaDef induced extrinsic apoptosis in K562 cells since
it stimulated the caspase 8 mMRNA expression levels (~2-fold) and its activity
(92%). Additionally, PaDef induced the mRNA expression of TNF-a (~4-fold)
and TNFR1 receptor (~10-fold), as well as the secretion of TNF-a to the
medium at 24 h (17 pg/ml). On the other hand, y-thionin defensin induced
apoptosis in K562 cells through an independent caspase pathway. y-thionin
caused the loss of the mitochondrial membrane potential (AWm), increased the
intracellular calcium content and activated the calpains at short times (2 h). In
conclusion, defensins PaDef and y-thionin are cytotoxic for the leukemia cell line
K562, inducing apoptosis through different pathways, which is a novel property
for these plant defensins.

Keywords. Antimicrobial peptides; leukemia; K562; apoptosis; PaDef; y-thionin



3. INTRODUCCION GENERAL

3.1. Cancer: caracteristicas y epidemiologia

El cancer es un término general que se refiere a mas de 100
enfermedades diferentes que afectan a muchos tejidos y tipos celulares. Sin
embargo, todas las formas de cancer se caracterizan por un crecimiento
anormal de las células como resultado de un numero relativamente pequefio de
mutaciones genéticas heredadas o inducidas por el ambiente [1]. Las
mutaciones y las modificaciones epigenéticas responsables del desarrollo del
cancer afectan principalmente 3 tipos de genes: genes supresores de tumores,
protooncogenes y genes reparadores de DNA [2,3].

A nivel mundial este padecimiento es responsable de un numero
importante de muertes. La Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S) sehala
que en 2015 fallecieron mas de 8.8 millones de personas por esta enfermedad
[4]. En el continente Americano fallecieron mas de 1.3 millones de personas en
2012 por cancer [5]; siendo el cancer de prostata, pulmon, colorrectal y
estbmago las principales causas de muerte en hombres; mientras que en las
mujeres destacan el cancer de mama, pulmon, colorrectal y cervico-uterino [5-
7]. En México, de acuerdo con la Union Internacional Contra el Cancer
(U.I1.C.C), el cancer es la tercera causa de muerte, y se estima que cada afo se
detectan 128 mil casos nuevos [8], siendo el cancer de prostata, pulmén,
estdmago e higado los de mayor mortalidad en hombres, mientras que en las

mujeres fue el cancer de mama, cervico-uterino, higado y estomago [5].

3.2. Leucemia: caracteristicas y epidemiologia

La hematopoyesis es la formacion de los componentes celulares de la
sangre, ocurre durante el desarrollo embrionario y durante la edad adulta para
producir y reponer las células del tejido sanguineo (Figura 1) [9]. La leucemia
es un grupo de neoplasias generadas por alteraciones en los mecanismos de
crecimiento, diferenciacion y de muerte de las células progenitoras
hematopoyéticas. Puede ser clasificada de acuerdo al linaje en: 1) linfoide
(linfocitos B y T), y 2) mieloide (granulocitos, plaquetas y globulos rojos). Otra
clasificacion es en funcion del tiempo, con las categorias de aguda o crénica
[10, 11].
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Figura 1. Hematopoyesis. A partir de una célula madre sanguinea se puede
generar una célula madre mieloide, la cual dara lugar a la formacion de
glébulos rojos, plaquetas o granulocitos. Asi mismo, se puede producir una
célula madre linfoide la cual podra generar cualquier tipo de linfocito [12].

La leucemia representa el 10° lugar en mortalidad en el mundo con
265,471 muertes [4]. México, por su parte, ocupa el 6° lugar a nivel mundial
con ~2,000 decesos por leucemia al afo [4-5]. Los sectores de la poblacién
que mayormente son afectados por la leucemia comprenden los estratos
poblacionales de 0-20 afios y de 60-80 afios [4, 13]. Recientemente, se ha
observado una disminucion importante en la mortalidad por leucemia en el
mundo. No obstante, reportes internacionales muestran que México tiene la
mayor tasa de mortalidad por leucemia en Latinoamérica [14]. La O.M.S estima
que en México para el 2035 la incidencia de leucemia en menores de 65 afios
aumentara un 20% (de 5212 casos a 6537), mientras que en la poblacion
mayor de 65 afios aumentara mas de 150% (de 1113 casos a 2882), mientras
que los decesos aumentaran un 28% (de 3087 decesos a 3965) y un 159.8%
(1177 decesos a 1881) en estas poblaciones, respectivamente [5].



3.3. Leucemia linfoide (LL)

La leucemia linfoide o linfoblastica (LL) es una transformacion maligna y
proliferativa de las células progenitoras linfoides en la médula 6sea (M.O),
sangre y sitios extracelulares. Usualmente la LL invade rapidamente la sangre;
sin embargo, también se puede diseminar a otras partes del cuerpo como los
nodos linfaticos, higado, rifiones, sistema nervioso central y testiculos, donde
continua creciendo y dividiéndose. Esta enfermedad se puede clasificar de
acuerdo al curso de la enfermedad en aguda y en cronica. Ademas, es la
leucemia mas comun en pacientes menores de 16 anos, sin embargo puede
aparecer en personas adultas mayores de 50 anos [15].

Se han identificado sindromes genéticos los cuales predisponen en
algunos casos el desarrollo de esta enfermedad, por ejemplo el sindrome de
Down, la anemia de Falconi, el sindrome Bloom y el sindrome de ruptura de
Nijmegen. Otros factores predisponentes para derarrollar la LL incluyen la
exposicion a radiacion ionizante, a pesticidas, a ciertos solventes o infecciones
virales como del virus de Epstein-Barr y o del virus de inmunodeficiencia
humana. Para identificar a la LL se pueden utilizar las aberraciones
cromosomicas, por ejemplo: t(12;21) [ETV6-RUNXT], t(1;19) [TCF3-PBX1],
t(9;22) [BCR-ABL1]. Esta enfermedad puede clasificarse de acuerdo a la O.M.S
en leucemia linfoblastica de células B no especifica, leucemia linfoblastica de
células B con anormalidades genéticas recurrentes y en leucemias

linfoblasticas de células T [16].

3.4. Leucemia mieloide (LM)

La LM es un desorden mieloproliferativo clonal resultado de Ia
transformacion neoplasica de una célula madre mieloide hematopoyética,
afectando principalmente a los linajes celulares mieloide, monocitico, eritroide y
megacariocitico [18, 19]. Al igual que la LL, la LM se origina en la médula 6sea
distribuyéndose por la sangre y esparciéndose en diferentes o6rganos del
cuerpo. Adicionalmente, esta enfermedad se puede clasificar en aguda y
cronica. En particular esta leucemia afecta principalmente a pacientes mayores
de 60 afos [15].



La LM tanto aguda como crénica se desarrollan mas comunmente en
adultos. La mayoria de los pacientes previamente desarrollan algun tipo de
alteracion hematolégica como consecuencia de la exposicion a agentes
alquilantes o radicacion. La LM se caracteriza por el gran numero de
traslocaciones cromosomales por ejemplo t(8:21), t(15:17), 1(9;22), asi como de
mutaciones en diferentes genes (por ejemplo: FLT3-ITD, NMP1, CEBPA)
involucrados en la hematopoyesis (diferenciacion y proliferacién) provocando
células mieloides pobremente diferenciadas. Su alta heterogeneidad
citogenética permite clasificarla en diversos grupos (favorables, intermedios y
de alto riesgo). Sin embargo, de acuerdo a la O.M.S la LM se clasifica en:
leucemia mieloide aguda (con recurrentes anormalidades genética, cambios
relacionados a mielodisplasia, neoplasia mieloide relacionado a la terapia,
sarcoma mieloide, proliferacion mieloide relacionado a sindrome de Down) y

leucemia mieloide cronica (cronica, atipica, juvenil) [17].

3.5. Leucemia mieloide crénica (LMC)

La LMC es un tipo de leucemia cuya progresion es lenta (proceso
cronico), en donde el paciente tiene generalmente un gran numero de células
maduras, las cuales todavia pueden llevar a cabo sus funciones normales. Con
la LMC las células cancerosas van sustituyendo en la M.O a las células que
normalmente producen glébulos rojos, blancos y plaquetas. Esta enfermedad
es resultado de un dafio adquirido (no presente en el nacimiento) en el ADN de
las células de la M.O [15]. La LMC se caracteriza por la traslocacion genética
1(9;22)(q34;911.2), la cual involucra la fusion de los genes ABL171 del
cromosoma 9q34 con el punto de ruptura y union del gen BCR en el
cromosoma 22qg11.2, este nuevo arreglo es conocido como cromosoma
Filadelfia. Este rearreglo provoca la expresién de una oncoproteina de fusion
BCR-ABLA1, la cual es una tirosina-cinasa activa que promueve el crecimiento y
replicacion con sefales apoptoéticas aberrantes (Figura 2) [20]. La LMC tiene 3
diferentes fases: cronica, acelerada y blastica. La fase cronica es en un 50%
asintomatica y puede durar de 3-5 afos; la fase acelerada es una fase
transitoria en donde se manifiestan sintomas como fatiga, pérdida de peso,

crecimiento del bazo y apariciéon de células blasticas en la sangre; y la fase



blastica tiene sintomas como pérdida de peso, fiebre, dolores de huesos,
anemia, complicaciones con infecciones y hemorragias, asi mismo una mayor
infiltracion de células inmaduras de tipo blastico en sangre y otros érganos [20,
21].

Cromosoma 9 alterado

Cromosoma Ruptura
9 normal cromosOmica
Cromosoma
22 alterado
cromosoma
iladelfia)
ber-abl

Cromosoma
22 normal
zi
ber ey —3
abl

Figura 2. Formaciéon del cromosoma Filadelfia. La traslocacion de un
fragmento del brazo largo del cromosoma 9 al cromosoma 22 provoca la
formacion de un cromosoma 22 modificado, denominado cromosoma Filadelfia.
El resultado es la formacion de un gen aberrante bcr-abl [22].

La informacion sobre la incidencia, prevalencia y mortalidad por la LMC
es escasa en el mundo y en México debido a la ausencia de un registro de la
enfermedad [4, 23]. Sin embargo, la LMC a nivel mundial representa el 15-20%
de la leucemia diagnosticada, con una incidencia de 1-2 casos por cada
100,000 habitantes al afio. Esta enfermedad afecta tanto a hombres como a
mujeres (mayores de 60 afos) [4, 20]. Ademas, la LMC es considerada la
leucemia crénica mas frecuente (3:1 con respecto a la leucemia linfoide
cronica).

En México, la LMC representa entre el 15-20% del total de la leucemia
[24], colocandose en el 2012 en el octavo lugar en incidencia y mortalidad con
6,235 y 4,264 casos, respectivamente. La poblacion mayormente afectada en



incidencia y mortalidad fueron los hombres (3,363 y 2,280 casos,
respectivamente) con respecto a las mujeres (2,962 y 1,984 casos,

respectivamente) [23].

3.6. Tratamientos contra el cancer y leucemia

Existen diferentes tratamientos contra el cancer tales como la cirugia,
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia, trasplante de
médula Osea, los cuales se usan dependiendo del tipo y avance de la
enfermedad. En su mayoria, los pacientes reciben una combinacion de
tratamientos [25]. Las terapias como la radiacion y la quimioterapia son los
meétodos de eleccion mas usados para tratar el cancer [26]. La radioterapia
mediante el uso de energia ionizante (rayos X, rayos gamma) destruye células
cancerosas o retrasa su crecimiento al dafar su ADN [27], siendo relativamente
precisa y es utilizada para lograr un control local. La quimioterapia consiste en
el uso de medicamentos para tratar de manera sistémica a la enfermedad.
Actualmente se usan mas de 100 medicamentos para el tratamiento contra el
cancer. Estos son diferentes en su composicidén quimica, administracién y
efecto y actuan sobre las células cancerosas en diferentes etapas del ciclo
celular. Los principales medicamentos son agentes alquilantes,
antimetabdlicos, antibidticos tumorales, inhibidores de topoisomerasa,
inhibidores de mitosis y corticoesteroides [28]. El problema de la radiacion y la
quimioterapia a menudo es que son altamente toxicos y tienen un amplio
espectro de efectos secundarios graves (p. ej. anemia, alopecia, infertilidad,
delirio, diarrea, dolor, edema, fatiga y nauseas) debido a que no son
especificos y se dirigen a cualquier célula que se divida rapidamente sin
diferenciar una célula sana de una maligna [29, 30].

La mayoria de los protocolos utilizados para el tratamiento de la
leucemia dependen de la edad, peso, tipo de leucemia y grado de desarrollo de
la enfermedad. Los dos principales tratamientos utilizados para el control de la
leucemia son la quimioterapia y la radioterapia, aunque existen algunas
alternativas como el trasplante de médula 6sea, terapias dirigidas y anticuerpos
monoclonales [30, 31]. La quimioterapia se usa por periodos cortos (1 afio) o
largos (2-3 afos), y algunos de los medicamentos que comunmente se usan

son: vincristina, daunomicina, doxorrubicina, arabindsido de citosina, L-



asparaginasa, etoposido y ciclofosfamida. En situaciones muy desfavorables
para el paciente los trasplantes de médula 6sea (alotrasplante) es la opcidn
mas utilizada; sin embargo, esta alternativa es muy dificil ya que la fuente de
células madre es complicada, principalmente por la busqueda de
compatibilidad de donadores [31]. La terapia dirigida consta de medicamentos
especificos para ciertos tipos de leucemia; por ejemplo, la LMC tiene la
caracteristica de tener un cromosoma anormal (cromosoma Filadelfia) la cual
produce una proteina aberrante y que es un detonante para el desarrollo de la
enfermedad, los medicamentos Imatinib (Gleevec) y Desatinic (Sprycel) actuan
especificamente sobre las células que contienen este cromosoma. Para la
leucemia mieloide aguda (LMA) se usa el Sorafenib que actua sobre ciertos
factores de crecimiento que se encuentran alterados en la enfermedad.
Mientras que para la leucemia linfocitica cronica se han desarrollado
medicamentos como la bendamustina, Ibrutinib (inhibidores de la tirosina-
cinasa de Bruton alterada en el padecimiento) e Idelalisib (bloquea una enzima
llamada PI3K®d, clave para la sobrevivencia, crecimiento y expansion de los
linfocitos B) [32, 33]. Ademas, se han desarrollado algunos anticuerpos
monoclonales especificos tales como rituximab (Rituxan), alemtuzumab
(Campath), epratuzumab, inotuzumab, y ozogamicina para tratar la leucemia
linfoide aguda. Lumiliximab, obinutuzumab y ofatumamab son ejemplos de
anticuerpos desarrollados para tratar la leucemia linfoide crénica, pero en su
mayoria se encuentran todavia en prueba y por su reciente uso aun no se sabe
la eficacia a largo plazo de éstos [34]. Existe un protocolo innovador en contra
de la leucemia, el cual consiste en utilizar los linfocitos T del paciente y
exponerlos a antigenos especificos de la leucemia que cursando el paciente y
retornarlas al paciente, con la finalidad de que el propio sistema inmune

destruya la enfermedad [35].

3.7. Nuevos tratamientos contra el cancer

Existe una nueva generacion de moléculas/tratamientos los cuales son
utilizados como una terapia alternativa y complementaria para contrarrestar el
cancer, éstos incluyen a productos naturales como algunos péptidos
antimicrobianos cationicos hibridos y sintéticos de origen animal y de plantas
(varios de ellos se encuentran en fase preclinica) [1, 36-38], a la terapia herbal



[39], a agentes alquilantes de DNA, a hormonas agonista/antagonistas y
anticuerpos (sipuleucel T). Sin embargo, algunos de ellos aun se encuentran en
fase experimental, son muy costosos y en algunos casos presentan una
insuficiente selectividad [40-42]. Los nuevos tratamientos desarrollados
(tratamientos de intervencion) tienen la virtud de ser menos invasivos y con una
disminuciéon de los efectos secundarios, estos incluyen: ablacion por
radiofrecuencia (RFA), tratamiento laser, terapia fotodinamica, crioterapia,
tratamiento de luz ultravioleta y ultrasonido enfocado de alta intensidad (HIFU)
[43].

3.8. Mecanismos de muerte celular (necrosis,
apoptosis y otros mecanismos)

La necrosis y la apoptosis son los dos principales mecanismos de
muerte celular, cada uno de ellos presentan moléculas iniciadoras-efectoras,
rutas de senalizacion y mediadores claves caracteristicos [44].

El término necrosis (del griego neckdés “muerte”) considera la muerte
celular pasiva. La necrosis ocurre de manera accidental e incontrolable como
resultado de perturbaciones fisicoquimicas. Sin embargo, se ha sugerido que
podria ser genéticamente controlada por diferentes escenarios fisiolégicos y
patolégicos [45-49]. Las células necréticas morfolégicamente experimentan
hinchazdn citoplasmatica y de los organelos, la cual finaliza en la lisis de la
membrana plasmatica y la liberacion del contenido intracelular, este evento
favorece una respuesta inflamatoria [50, 51], con lo cual se provoca la muerte
celular de células adyacentes, la atraccion de células del sistema inmune y la
generacion de una cicatriz fibrosa [52, 53]. Existen varios mecanismos de
activaciéon de la necrosis; sin embargo, dependiendo del agente causal sera la
manera que inicie el proceso [54]. Por ejemplo, la despolarizacion de la
membrana interna mitocondrial (mTP) tiene como consecuencia la interrupcion
de la produccion de ATP y como resultado su agotamiento. Esta
despolarizacion se debe al desacoplamiento de la cadena de transporte de
electrones, al aumento de Ca®* intracelular, fosfato inorganico, pH alcalino del
citoplasma y la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO) [55, 56]. Por
otro lado, la presencia de ERO conduce al dafio de acidos nucleicos [57] y

lipidos de membrana, ya sea de la membrana plasmatica o intracelulares
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[lisosomas, reticulo endoplasmatico (RE), mitocondria], lo cual provoca la
pérdida de su integridad y ocasiona la liberacién de su contenido (Ca?*,
proteasas). Por otra parte, la pérdida de la homeostasis del Ca** por entrada
extracelular (resultado de la pérdida de funcion de los canales/bombas ionicas)
o por liberacion del RE puede provocar la activacion de proteasas
dependientes de Ca** [58, 59].

Por otro lado, la apoptosis se define como el conjunto de reacciones
bioquimicas que tienen lugar en la célula y que determina su muerte de una
forma regulada en respuesta a una serie de acontecimientos fisiolégicos o
patolégicos [60, 61]. Es un tipo de muerte celular ordenada y silenciosa
empleada por diferentes organismos durante el desarrollo, morfogénesis y
homeostasis tisular. Las caracteristicas morfolégicas de la apoptosis incluyen la
formacion de vesiculas o cuerpos apoptéticos en la membrana celular,
contraccion celular, condensacion de la cromatina y concentracion
nucleosomal. Ademas, este proceso no provoca inflamacion ya que los
macrofagos reconocen, captan y eliminan los cuerpos apoptoticos [58]. La
apoptosis se puede clasificar como apoptosis (clasica) dependiente de
caspasas Yy apoptosis independiente de caspasas [62, 63]. La apoptosis clasica
es mediada por las enzimas caspasas, una familia de cisteina-proteasas, las
cuales se pueden clasificar en iniciadoras (caspasas 2, 8, 9, 10) y ejecutoras
(caspasas 3,6y 7).

Existen dos rutas de sefalizacion en las cuales la apoptosis clasica
provoca la muerte celular: la ruta intrinseca o mitocondrial, y la ruta extrinseca
o extracelular [64-66]. La ruta intrinseca es usualmente activada en respuesta a
sefales de estrés intracelulares (dafo al ADN, niveles altos de ERO,
infecciones virales, activacion de oncogenes), mientras que la ruta extrinseca
es encendida por la union de un ligando extracelular a un receptor de la
membrana plasmatica [58].

La ruta intrinseca, iniciada cuando existe estrés intracelular, induce la
activacion de la proteina BCL-2, la cual se oligomeriza en dos proteinas pro-
apoptéticas BAX y BAK, las cuales forman un poro en la membrana externa de
la mitocondria. Esta permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial
causa la liberacidon de factores apoptoéticos (Omi/HtrA2, Smac/DIABLO,
citocromo-c), asi como de la endonucleasa G al citoplasma. Ademas, se
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genera un flujo de calcio y se liberan ERO. El citocromo-c se asocia con Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor-1) el cual recluta y activa a la caspasa 9
formando un complejo heptamérico llamado apoptosoma. Subsecuentemente,
la caspasa 9 activa a las caspasas ejecutoras que, a su vez, procesan
sustratos celulares para finalmente destruir la célula (Figura 3A) [54].

La ruta extrinseca es activada por receptores de membrana (receptores
de muerte) como CD95/APO-1/Fas, ademas de los receptores del factor de
necrosis tumoral (TNF)/ligando inducido por apoptosis relacionado a TNF
(TRAIL) y sus ligandos (APO-1/Fas/TNF/TRAIL). Existen diferentes pares de
receptores/ligando: Fas/FasL, TNF/TNFR1 y TRAIL/DR’s. Tras la union del
ligando a su receptor de muerte, sus dominios citoplasmaticos (generalmente
actuan como trimeros) atraen moléculas adaptadoras (tipicamente FADD), lo
que eventualmente permite la activacion de las caspasas iniciadoras 8 y 10,
este complejo formado (FADD/Caspasa 8/10) se denomina complejo de
sefalizacion de inductor de muerte (DISC), el cual desencadena la escision
autoproteolitica [54, 58, 67, 68]. La caspasa 8 activada permite la ejecucion de
la apoptosis ya que ésta a su vez activa a las caspasas ejecutoras (caspasas
7, 3, 6) (Figura 3B) [54].

La apoptosis independiente de caspasas se caracteriza por ser
ejecutada por las calpainas, las cuales son proteasas citosélicas tipo cisteina.
Esta familia de proteinas consta de 15 miembros, siendo la calpaina | (u) y Il
(m) las de mayor interés biologico. La particularidad es que requieren calcio
(proveniente del RE o del exterior) para su activacion. Los procesos en los
cuales estan involucrados, ademas de las apoptosis, es en el ciclo celular, la
adhesion, invasion, angiogénesis y en la formacion, progresion y crecimiento
del cancer [69]. El mecanismo por el cual actuan estas proteasas involucra su
interaccion con miembros de la familia de proteinas pro apoptéticas Bcl-2, lo
que resulta en la permeabilizacién de la membrana mitocondrial. La accién
cooperativa de la calpaina y de la proteina Bax permite la liberacion del factor
inductor de apoptosis (AIF), la cual es una flavoproteina pro apoptotica
independiente de caspasas, su accion radica en la reduccién de la actividad del
complejo | en la mitocondria, ademas de trastocarse al nucleo y fragmentar a

gran escala el ADN, asi como la condensacion de cromatina [70] (Figura 4).
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Figura 3. Apoptosis. A) Ruta de activacion de la ruta extrinseca, en la cual
participan los receptores de muerte, lo cual activa a la caspasa 8 y
eventualmente conduce a la apoptosis. B) La ruta intrinseca esta mediada por
la mitocondria y la liberacibn de componentes como el citocromo-c para la
activaciéon de la caspasa 9. Ambas rutas convergen el la activacion de la
caspasa 3 y ejecutar la apoptosis. TRAIL (Ligando inductor de apoptosis
relacionado a TNF), TNF (Factor de necrosis tumoral), BAX (Proteina X
asociada a BCL-2), BAK (Proteina asesina antagonista homologo BCL-2),
MOMP (Porina mayor de la membrana externa), APAF-1 (Factor 1 activador de
proteasas de apoptosis), PUMA (Modulador del P53 aumentado por apoptosis)
[54].
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Figura 4. Apoptosis independiente de caspasas. En la activacion de la
apoptosis independiente de caspasas participa la calpaina, la cual activa a Bax
y provoca la liberacién del Factor de inducciéon de apoptosis (AIF) de la
mitocondria, induciendo la apoptosis [70].

La autofagia es un proceso adaptativo altamente conservado en
respuesta al estrés metabdlico que da como resultado la degradacion
intracelular de proteinas y organelos (p. ej. mitocondria y reticulo
endoplasmatico), siendo un proceso requerido en ciertos entornos en
combinacion con otras sefales pro muerte; por lo tanto, no esta considerado
como un tipo de muerte celular [45, 46, 71, 72]. La autofagia se clasifica con
base en las diferencias en el sustrato a degradar y el modo de entrega al
lisosoma, el cual contiene hidrolasas digestivas. La macro-autofagia se refiere
a la autofagia que involucra una vacuola de doble membrana denominada
autofagosoma, que secuestra los componentes citoplasmaticos de una manera

especifica antes de fusionarse con una vacuola lisosomal [46]. La micro-
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autofagia implica la captacion directa de los componentes citoplasmaticos por
la vacuola lisosomal, la cual puede funcionar de manera masiva o especifica
[46, 72, 73]. Finalmente, la autofagia mediada por chaperonas consiste en
degradar proteinas reconocidas por motivos especificos y que son enviadas a
un lisosoma por una proteina chaperona [74]. La autofagia que se relaciona
con la muerte celular es la macro-autofagia, la cual inicia con la nucleacién de
una membrana aislada (fagoforo) que puede ser derivada de diferentes fuentes
(membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi o membrana
mitocondrial) [75]. El fagoforo encierra las particulas diana para crear un
autofagosoma, el cual posteriormente se unira al lisosoma formando una
estructura llamada autolisosoma o autofagolisosoma, en el cual se degradara el
contenido [76].

La autofagia es regulada principalmente por mTOR (blanco de
rapamicina en células de mamifero) y un regulador rio arriba denominado
AMPK (proteina activada por adenosina monofosfato), ambas fosforilan a ULK1
(cinasa | activadora de autofagia tipo UNC-51) también denominada ATG1, lo
que resulta en la fosforilacion de ATG13 y FIP200 para crear el complejo de
iniciacion. Este complejo en conjunto con Beclin-1 aumenta la actividad del
complejo VPS34 que contiene ATG14-1, resultando en la nucleacion [77]. En el
proceso de iniciacion existen dos sistemas de conjugacion de tipo ubiquitina: el
primero es el sistema ATG12-ATG5 (el cual forman un complejo llamado
ATG16) [78, 79]; mientras que el segundo sistema a partir de ATG8 genera
LC3-II [77, 78, 80]. Este ultimo es muy importante debido a que participa en la
unién de la carga al autofagosoma, y ademas, en el cierre de la fagoforo [81]
(Figura 5A).

La necroptosis representa la muerte celular programada y regulada de la
necrosis [82]. Esta muerte celular esta regulada por receptores de muerte
(TNFR1, FAS, TNFR2, TRAILR1 y TRAILR2) [83-86], por receptores de
reconocimiento a patdégenos (PRR) y por patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP’s) [87]. Esta ruta particularmente se activa particularmente
cuando la apoptosis se ha sido bloqueado o existen bajos niveles de ATP. La
ruta de activacion y sefializacion mayormente estudiada es aquella mediada

por TNF-a [88-92]. La inhibicion o bloqueo de la caspasa 8, asi como la
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formacion del complejo RIP1-RIP2-FADD, son cruciales para encender la
necroptosis inducida por TNF-a. Este complejo de membrana provoca un mal
funcionamiento de la mitocondria, lo que enciende al modulador esencial de
NF-xB (NEMO) [93]. EI complejo RIP1-RIP2-FADD-NEMO induce la
desintegracion mitocondrial dependiente de BAX/BAK, lo que conduce
bioenergéticamente a la muerte celular (por la disminucion de los niveles de
ATP) [82]. Adicionalmente, el encendido de RIP1 activa a la cinasa AKT, la cual
a su vez junto con el regulador mMTORC1 favorece la activacion de la cinasa
JNK 'y provoca la produccion de TNF-a, potencializando la sefal por su efecto
autocrino [85,94,95] (Figura 5B).
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Figura 5. Autofagia y necroptosis. A) En la ruta de activacion de la autofagia
participan elementos como las caspasas 3 y 8, las cuales al ser activadas
actuan sobre proteinas relacionadas en autofagia (ATG4) o a los reguladores
(Beclin), este ultimo desbloqueado por la actividad de p53 sobre AMPK. B) La
necroptosis se activa a través de los receptores de muerte interactuando con la
proteina-cinasa que interactua con receptores (Rip 1/3), teniendo como
consecuencia modificaciones transcripcionales y mitocondriales [71,82].

La piroptosis (derivada del griego pyros “fuego” en referencia a la
inflamacion y fiebre producida, y ptosis “caer”) es otro tipo de muerte celular

[96]. Este mecanismo solo se ha descrito en células dendriticas y macrofagos.
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Morfolégicamente la membrana plasmatica aparenta ruptura y un fendmeno de
sellado rapido derivando en la formacion de vesiculas en forma de baldn
alrededor del nucleo, manteniéndose la integridad nuclear, pero con
fragmentacién del ADN [97-99]. Ademas, las células experimentan un aumento
de tamano, lo cual resulta en la lisis celular y la liberacién del contenido
citoplasmatico al espacio extracelular [99]. ElI mecanismo celular es
dependiente de la caspasa 1; sin embargo, no se tiene totalmente descrito un
mecanismo [54]. No obstante, existe evidencia de algunos pasos cruciales para
su activacion que incluyen a la flagelina o proteinas T3SS, cristales de
fagocitosis y aperturas de poros en la membrana. Asi mismo, se ha reportado
que proteinas claves en la apoptosis clasica tales como la polimerasa ribosa
poli-ADP (PARP) y la DNasa activada por caspasas (CAD) no se ven
activadas, y que pasos cruciales como la induccion de la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial (MOMP) no se ven afectadas [100, 101].
Igualmente, se demostré que la caspasa 1 se dirige a sustratos implicados en
funciones celulares tan diversas como el mantenimiento del citoesqueleto,
metabolismo del ATP, desintoxicacion, trafico, sintesis y degradacion de
ARN/proteina, transduccion de sefales, produccion de citocinas
(principalmente inflamatorias) y la segmentacion e inactivacion de enzimas de
la glucdlisis, vinculando esta muerte con la inactivacion de las vias

bioenergéticas [54, 102].
3.9. Péptidos antimicrobianos (PA’s)

Los péptidos antimicrobianos son pequefios péptidos (12 a 100 aa)
generalmente catidnicos (carga neta de +2 a +9) y anfipaticos, producidos por
una amplia gama de organismos (animales, plantas, hongos, protozoarios,
bacterias, arqueas) como parte del mecanismo de defensa contra organismos
patogenos; adicionalmente se ha demostrado que tienen funciones de
inmunomodulacion, reparacion de heridas, neutralizacion de endotoxinas,

induccion de angiogénesis y actividad citotoxica [37, 103, 104]. Actualmente se

han descrito un poco mas de 3000 PA’s (http://aps.unmc.edu/AP/main.php).
Los PA’s se pueden clasificar con base en su estructura secundaria en: 1) PA’s

con hélices-a (p. ej. cecropina), 2) PA’s con p-laminas con uno o mas puentes
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disulfuro (p. ej. defensinas), 3) PA’s con asas o loops (p. €j. tanatina) y 4) PA’s
extendidos (p. ej. indolicidina) (Figura 6). Esta diversidad de estructuras,

tamano, carga e hidrofobicidad son esenciales para su actividad [105-107].

C) D)

Figura 6. Clasificacion de los PA’s. La clasificacion se basa en las
caracteristicas estructurales y su configuracion. A) p-lamina, B) hélices-a, C)
péptidos “loop” y D) péptidos extendidos [37].

3.10. Mecanismos de accion de los PA’s

Los mecanismos de accion de los PA’s incluyen: 1) Actividad
membranolitica (lisis celular), y 2) No membranolitica. La actividad
membranolitica es el mecanismo primario por el cual los PA’s actuan e
involucra la interaccion electrostatica del PA con moléculas de carga negativa
presentes en la membrana celular [106]. Existen varios modelos propuestos
para describir dicha actividad, entre ellos se incluyen el modelo de palo-barril y
el de carpeta. En el modelo de palo-barril, los PA’s se agregan en la superficie
de la membrana formando agregados los cuales se insertan en la membrana y
se orientan de tal manera que sus cadenas no polares interactuan con el
nucleo hidrofébico de los lipidos de la membrana, mientras que la superficie
hidrofilica del PA queda expuesta hacia el exterior formando canales

transmembranales causando la liberacidn del contenido intracelular. En el
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modelo de carpeta, los PA’s inicialmente se asocian en la superficie de la
membrana y forman una alfombra local. Una vez que alcanzan una
concentracion umbral, el péptido desestabiliza la membrana lo cual conduce a
la ruptura de la membrana celular (Figura 7A). Una variante del modelo de
carpeta incluye el mecanismo llamado poro toroidal, donde el agregado de
péptidos ocurre antes o después de unirse a la superficie de la membrana,
induciendo la despolarizacién de la membrana debido a los poros de forma
toroidal y a la formacion de micelas (Figura 7C) [37, 106, 108].

Adicionalmente, los PA’s pueden ejercer su actividad en blancos
intracelulares (mecanismo no membranolitico). EI PA puede ingresa por
macropinocitosis, para ello la membrana plasmatica de las células diana se
pliega hacia adentro (se invagina) junto con el péptido y forma vesiculas
llamadas macropinosomas, las cuales posteriormente liberan a los péptidos en
el citoplasma (Figura 7B), o en algunos casos traslocarse a través de la
membrana celular. De esta manera los PA’s inhiben diversos procesos
esenciales tales como la sintesis de acidos nucleicos (ADN y ARN), actividades
enzimaticas, inhibicion de la funcién ribosomal, bloqueo de proteinas
chaperonas, interaccién directa con la mitocondria inhibiendo la respiracion
celular, induciendo la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la
ruptura de la membrana mitocondrial, asi como el bloqueo del ciclo celular
(Figura 8). El mecanismo y ruta activada por los PA’s dependera de la
secuencia de aminoacidos, composiciéon de los lipidos de membrana y la
concentracion del péptido [36, 37, 109-112].

3.11. Citotoxicidad de los PA’s

Un numero creciente de estudios ha reportado el amplio espectro de
actividad citotoxica de los PA’s en contra de las células cancerosas [116]. Se

han descrito ~200 PA’s con dicha actividad (http://

aps.unmc.edu/AP/main.php). Con base en su actividad citotoxica, los PA’s se
han clasificado en 2 grupos: 1) PA’s toxicos contra células cancerosas, pero no
hacia células animales normales, y 2) PA’s citotoxicos contra células
cancerosas Yy células de mamifero normales [117]. La citotoxicidad de los PA’s

esta asociada a la interaccidon del péptido con la célula a través de las cargas
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negativas de moléculas que se encuentran en la membrana plasmatica
(fosfolipidos anidnicos y otros componentes como el fosfolipido fosfatidilserina,

mucinas O-glicosiladas y sulfato de serina) [1, 38].

Los mecanismos de citotoxicidad descritos incluyen: La activacion de la
necrosis [38, 118, 119], apoptosis, inhibicion del crecimiento tumoral y de la
angiogénesis, inhibicién de la replicacion/sintesis de ADN, generacion de ERO
[116], induccion de autofagia [120] y cambios en el perfil metabdlico [119]. En la

tabla 1 se muestran algunos ejemplos de PA’s con actividad citotéxica.
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Figura 7. Mecanismos de accion de los PA’s. A) ElI mecanismo
membranolitico incluye el modelo de carpeta y palo barril, estos mecanismos
se deben a las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, respectivamente, lo
cual provoca la ruptura o despolarizacion de la membrana. B) En el mecanismo
no membranolitico, el PA ingresa a la célula por invaginacion, con la posterior
formacion de un macropinosoma y su liberacion en el interior, actuando sobre
diferentes blancos. C) El mecanismo de poro toroidal presenta una etapa previa
al colapso de la membrana que incluye la formacion de poros [113].
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Figura 8. Blancos intracelulares de los PA’s. Los PA’s ingresan a la célula y
pueden: (A) Interactuar sobre la mitocondria (1) induciendo la produccién de
ERO y el bloqueo en la produccion de ATP (2). (B) Restaurar rutas
metabdlicas. (C) Inhibir/estimular enzimas necesarias para la comunicacion de
sefales. (D) Inhibicidon de la funcidn ribosomal y la sintesis proteica. (E)
Inhibicion de la sintesis de ADN y (F) ARN [36, 37, 109, 110, 114, 115].

3.12. Péptidos antimicrobianos de plantas (PAP’s)

Los péptidos antimicrobianos de plantas (PAP’s) forman parte de los
mecanismos de defensa de las mismas (sistema inmune innato) [129, 130].
Han sido aislados de raices, semillas, flores, tallos y hojas en una amplia
variedad de especies. A los PAP’s se les han descrito diversas funciones, entre
las que se incluyen: actividad en contra de fitopatogenos [131], actividad
inhibitoria contra enzimas [132], tolerancia a metales pesados [133], estrés
abiotico [134] y efecto sobre el desarrollo vegetal [135]. Los PAP’s son
expresados constitutivamente o inducidos en respuesta a diferentes estimulos,
y representan el 3% del repertorio de genes de plantas [136]. Hasta el dia de
hoy se han descrito ~300 secuencias de PAP’s [137]. Una caracteristica de los

PAP’s es que son ricos en aminoacidos cargados (p. ej. arginina, lisina, acido
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aspartico y acido glutamico), los cuales son esenciales para su actividad [138,
139]. Tienen un peso molecular de 2-10 kDa y son principalmente basicos. Se
han descrito 12 familias de PAP’s: 1) tioninas, 2) defensinas, 3) ciclétidos, 4)
Knottina-like, 5) shepherdins 6) MBP-1, 7) Ib-PA’s, 8) LTP, 9) esnaquinas, 10)
Heveina-like, 11) p-barrelinas, y 12) 2S-albumina. Sin embargo, solo las
tioninas, defensinas y ciclétidos muestran actividad citotoxica en contra de
células de mamifero y/o actividad anticancerosa hacia células de diferentes

origenes [36] (Figura 9).

Tabla 1. PA’s con actividad citotoxica contra células cancerosas.

PEPTIDO ORIGEN CITOTOXICIDAD MECANISMO SELECTIVIDAD REFERENCIA
MPI-1 Polybia paulista EJ, PC-3, HEPG-2 Necrosis Si 119
Polibia-MPI Polybia paulista Biu87, EJ y PC-3 Ruptura de la Si 119
membrana
celular con
posible
formacioén de
poro
Gomesina Acanthoscurria B16F10-Nex2 Posible N.D. 121
gomesiana formacion de
poro
NK-2 Homo sapiens SW480, ATCC CCL-228) Necrosis, Si 122
U-937 después de
K-562 intercalacién
Jurkat del péptido en
MOLT-4 membranas
con alto

contenido de
fosfatidil serina

Lactoferricina Bos taurus CCRF-CEM vy Jurkat Apoptosis por Si 123
-B ruptura directa
dela
membrana
mitocondrial
Cecropina Hyalophora HL-60, K-562, Jurkat Lisis de la N.D. 124
CB1 cecropia CCRF-CEMy 3T6 membrana
FK-16 Homo sapiens LoVo, HCT116 Inductor de N.D. 120
autofagia
LL-37 Homo sapiens Hela, Jurkat Inductor de N.D. 70

apoptosis por
via clasica e
independiente
de caspasas
NaD1 Nicotiana alata U937, Jurkat Necrosis, N.D. 125.126
interaccion del
péptido con el

PIP2
PaDef Persea MCF-7, K562 Inductor de Si 127,128
americana var. apoptosis por
drymifolia vias clasicas

N.D. No determinado

Tioninas
Son un grupo de PAP’s pequefios (45-45 aa) con un peso promedio de 5
kDa, ricos en cisteina (6-8), arginina y lisina. Se caracterizan por formar entre

3-4 puentes disulfuro, su estructura general son dos hélices-a antiparalelas y
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dos laminas B-plegadas antiparalelas. En su estructura sus 13 residuos de
tirosinas son esenciales para la proteccion contra patogenos [141],
adicionalmente actuan en la maduracion de semillas, dormancia y germinacion
[142,143]. Se han identificado un poco mas de 100 secuencias de tioninas en
monocotiledéneas y dicotiledoneas [144]. Son expresados en diferentes tejidos
(p- €j. semillas, hojas y raices) [145-147]. El grupo representativo son las a-/3
tioninas que son péptidos cationicos de 45-48 aa con 3 6 4 puentes disulfuro
[144]. Tienen actividad citotoxica en contra de bacterias, hongos, plantas,
células animales y larvas de insectos [141, 148-150].

Figura 9. Estructura de los PAP’s con actividad citotéxica. Las tres familias
con actividad citotoxica incluyen; A) Tioninas, B) Defensinas, y C) Ciclotidos.
Sus caracteristicas estructurales son variadas, desde f-lamina-hélices-a vy
ciclico, respectivamente [39,140].

A la fecha se han descrito diversas tioninas con actividad citotoxica en
células cancerosas y no cancerosas (Tabla 2). La pyrularia es una tionina
aislada del muérdago (Pyrularia pubera) la cual mostro actividad citotoxica
contra células de cancer (HelLa y B16) con una ICsy de 50 yg/ml y normales
(linfocitos, hepatocitos y eritrocitos). EI mecanismo por el cual actua esta
tionina involucra alteraciones en la membrana celular, provocados por la
despolarizacion y cambios en el flujo de calcio, lo que desencadena finalmente
en la muerte celular [150]. La viscotoxina B2 es una tionina aislada del género
Viscum spp, ésta mostré actividad citotoxica sobre células de cancer
(osteosarcoma de raton) con una ICso de 1.6 mg/ml [151]. Sin embargo, aunque

no se probé de manera individual en células normales, una mezcla de
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diferentes viscotoxinas (incluyendo B2) resultdé en una baja citotoxicidad hacia
este tipo de células [151]. La ligatoxina B, tionina aislada de Poradendron liga,
cuya actividad citotoxica fue demostrada en células de linfoma (U937-GTB) y
una variante multirresistente a farmacos de adenocarcinoma renal (ACHN),
posee en su estructura un dominio de unién a ADN, el cual podria estar
involucrado en la inhibicion de la sintesis de ADN y proteinas [152]. Existen
casos de tioninas cuya actividad depende de la naturaleza de la célula en la
que actua, tal es el caso del grupo de tioninas foratoxinas C, D, E y F
(Phoradendron tomentosum). Por ejemplo, la foratoxina C mostro ser mas
activa que el resto de las tioninas, ademas de ser mas efectiva sobre cultivos
primarios de tumores solidos que sobre células de tumores hematologicos
[153].

En nuestro grupo de trabajo se demostré la actividad citotdéxica de la
tionina Thi2.1 de Arabidopsis thaliana sobre células de cancer (MCF7, A549 y
HelLa) y normales (epitelio mamario bovino y endotelio bovino), con un alto
porcentaje de citotoxicidad (80-90%) [154].

Aunque las tioninas no muestran selectividad, tienen algunas
caracteristicas que llaman la atencién como su efectividad hacia ciertos tipos
de tumores (p. ej. foratoxina C) para su potencial uso contra el cancer; sin

embargo, se necesitan mas estudios para entender su mecanismo de accion.

Defensinas

Es un grupo de péptidos antimicrobianos que se encuentran distribuidos
principalmente en las familias Brassicaceae, Fabaceae y Solanaceae. Se han
identificado en diferentes tejidos: semillas, hojas, flores, raices y tubérculos
[155-159]. Son péptidos pequefios (12-45 aa) con un peso de ~5 kDa,
cationicos en su mayoria y con la particularidad de contener de 8-10 cisteinas
en su estructura que permite la formacién de 4-5 puentes disulfuro, los cuales
tienen la funcion de estabilizar esta molécula [36, 160]. Las defensinas tienen
una estructura tridimensional conservada, que comprende una triple lamina- f y
una hélice-a en paralelo. Estos PAP’s pueden ser expresados durante la
reproducciéon, en respuesta al estrés ambiental, asi como en la respuesta de

moléculas sefial como el metil jasmonato, etileno y acido salicilico [161]. Tienen
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diversas funciones bioldgicas las cuales incluyen proteger al hospedero contra
una amplia gama de microorganismos (bacterias, hongos) y enzimas (p. ej. a-
amilasa, tripsina), asi como la respuesta a estrés bidtico, crecimiento y
desarrollo de la planta [36, 162]. Las defensinas se clasifican con base en el
numero de cisteinas en 8C y 10C. La primera forma 4 puentes disulfuro y se
incluyen defensinas como: NaD1 (Nicotiana alata), VrD1 (Vigna radiata),
AIfAFP (Medicago sativa), Cp-thionin 1l (Vigna unguiculata), Rs-AFPs
(Raphanus sativus), Psd1 (Pisum sativum), Fabatinas (Vicia faba) y Ms-Def1
(Medicago sativa); y finalmente la segunda forma 5 puentes disulfuro, donde se
incluye a las defensinas PhD’s (Petunia hybrida) [158].

Adicional a la actividad antimicrobiana, las defensinas de plantas
muestran actividad citotoxica en contra de las células cancerosas (Tabla 3).
Algunos ejemplos de defensinas con actividad citotoxica son: la sesquina de
Vigna sesquipedalis que inhibe la proliferacion de células cancerosas (MCF-7 y
L1) a una concentracion <0.1 mg/ml [163], la limenina (0.1 mg/ml) que afecta
diferencialmente los linajes de células de leucemia murina M1 (60%) y L1210
(30%) [164]. Actualmente, la defensina NaD1 (Nicotiana alata) es la mejor
descrita en cuanto a su mecanismo de accion sobre diferentes tipos de células
cancerosas (U937, HelLa, MM170, Jurkat), el cual consiste en la
desestabilizacion y permeabilizacion de la membrana celular, resultado de la
interaccion directa de la defensina con el fosfolipido de la membrana
plasmatica fosfatidilinisitol 4,5 bifosfato (PIP2) [125, 126]. Por otro lado, la
gimnina (Gymnocladus chinensis Baill) presento actividad antiproliferativa sobre
lineas celulares de leucemia murina (L1210, M1) y hepatoma (HepG2) [165].
Sin embargo, todos los ejemplos anteriores no tienen reportes sobre su
citotoxicidad en células normales. No obstante, existen ciertos estudios sobre
defensinas de plantas probadas sobre lineas celulares normales. De manera
general solo la lunatusina (Phaseolus lunatus) [166] y la defensina mitogénica
(Phaseolus vulgaris) [167] mostraron citotoxicidad hacia células sanas.
Contrario a esto, las defensinas de plantas coccinina [168], faseococina [169],
y-tionina [170], PaDef [127,128] y defensina “purple pole” [171], ademas de
actuar sobre células cancerosas, no mostraron efecto sobre células normales,

lo cual demuestra una posible selectividad de estos péptidos antimicrobianos
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dependiendo de la naturaleza de la célula.

Ciclétidos
Son péptidos macro ciclicos (~30 aa), aislados principalmente de las

familias de plantas Rubiaceae y Violaceae. Son altamente variables en
secuencia; sin embargo, contienen seis cisteinas conservadas que estabilizan
su estructura con la formacién de puentes disulfuro [172]. La mayoria de los
ciclotidos a pH fisiologico tienen carga neutra o débilmente positiva [173]. Se
les atribuyen funciones de defensa del hospedero contra virus, helmintos,
insectos, bacterias y efecto citotdxico [174]. Se dividen en dos grupos: Maobius y
pulsera. Los tipos Mobius contienen un residuo cis-Pro en el loop 5 y un giro en
la columna ciclica, mientras que el tipo de pulsera no lo presenta [175].

Se ha demostrado que los ciclotidos tienen actividad citotdxica tanto
para ceélulas normales como para células cancerosas (Tabla 4), siendo la
necrosis el principal mecanismo por el cual actuan [174]. Se han detallado
algunos ejemplos de citotoxicidad sobre células cancerosas, el ciclétido
cicloviolacina O2 (Viola odorata) tiene actividad sobre las células de linfoma
U937 y sobre células HeLa de cancer de mama [176], asi como los ciclotidos
viphi A, viphi F y viphi G (Viola philippica) que mostraron actividad sobre células
MM96L (melanoma), HeLa (cancer de mama) y BCG-823 (cancer gastrico)
[177]. Aunque los ciclotidos pueden tener actividad sobre células normales, se
ha reportado que modificaciones en ciertos residuos de aa pueden disminuir
este efecto [176], lo que ha permitido considerarlos para su posible uso
terapéutico.
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Tabla 2. Tioninas con actividad citotoxica.

NOMBRE ESPECIE LINEA CELULAR ACTIVIDAD ACTIVIDAD REFERENCIA
CONTRA CONTRA
CELULAS CELULAS DE
SANAS CANCER
Pyrularia Pyrularia pubera B16, Hela, Si Si [150]
Viscotoxina B2 Viscum Yoshida N.P Si [151]
coloratum
Viscotoxina C1 Coloratum ohwi Yoshida N.P Si [178]
Ligatoxina B Phoradendron U937-GTB, N.P Si [152]
liga ACHN
Foratoxinas Phoradendron RPMI 8226-S N.P Si [153]
CD,EYF tomentosum RPMI 8226-LR5
RPMI 8226-
dox40
U937 GTB
U937 Ver
NCI-H69
NCI-H69 AR
CCRF-CEM
CEM-VM-1
ACHN
Thi2.1 Arabidopsis Hela, A549, Si Si [154]
thaliana MCF-7
p-Purotionina Triticum P388 N.P Si [179]
aestivum
N.P No probado
Tabla 3. Defensinas de plantas con actividad citotéxica.
NOMBRE ESPECIE LINEA CELULAR ACTIVIDAD ACTIVIDAD REFERENCIA
CONTRA CONTRA
CELULAS  CELULAS DE
SANAS CANCER
Sesquina Vigna MCF-7 y M1 N.P Si [180]
sesquipedalis
Limenina Phaseolus L1210 y M1 N.P Si [181]
limensis
Lunatusina Phaseolus MCF-7 Si Si [182]
lunatus
Defensina Phaseolus HepG2, MCF-7, No Si [183]
“purple pole” vulgaris HT-29 y SiHa
Coccinina Phaseolus HL-60y L1210 No Si [184]
coccineus var.
Mayor
Faseococina Phaseolus L1210 y HL60 No Si [185]
coccineus
y-tionina Capsicum Hela No Si [186]
chinense
NaD1 Nicotiana alata U937, Hela, N.P Si [125,126]
MM170, Jurkat
TPP3 Lycopersicon HelLay U937 N.P Si [187]
esculentum
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Defensina Phaseolus MCF-7, Si Si [188]
mitogenica vulgaris
Vulgarinina Phaseolus MCF-7, L1210 y N.P Si [189]
vulgaris M1
Nepalese Phaseolus L1210, MBL12 N.P Si [190]
angularis
Gimnina Gymnocladus M1, HepG2 y N.P Si [191]
chinense Baill L1210
PaDef Persea MCF-7, K562, No Si [127,128]
americana (var.
drymifolia)
AtPDF2.3 Arabidopsis HepG2 N.P Si [192]
thaliana
N.P No probado
Tabla 4. Ciclétidos con actividad citotoxica.
NOMBRE ESPECIE LINEA ACTIVIDAD ACTIVIDAD REFERENCIA
CELULAR CONTRA CONTRA
CELULAS CEL!JLAS DE
SANAS CANCER
Cicloviolacina Viola odorata U937 Si Si [176]
02
Viphi AFy G Viola philippica MMO96L, Hela, Si Si [177]
BGC-823y
HFF-1
McoTl-l y Il Momordica LNCap, N.P Si [193,194]
cochinchinensis HCT116, PC3
HB7 Hedyotis biflora Capan2y N.P Si [195]
PANC1
Ciclotidos T1- Clitoria ternatea HelLa Si Si [196]
T4
Vibi Gy H Viola biflora U937 N.P Si [197]
Viba 15, 17 y Viola philippica HFF1, MM96L, Si Si [177]
Mram 8 Hela,
BGC823 y
HFF1
Kalata B1y Ordenlandia affinis U937 GTB, Si Si [198]
B2 HT29 y Ht116
Vitri A Viola tricolor U937 y RPMI- N.P Si [199]
8226/s
DC1-3 Hedyotis diffusa PC3,DU145y N.P Si [200]
LNCap
CT2,4, 7,10, Clitoria ternatea A549 N.P Si [201]
12,19,20

N.P No probado
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4. ANTECEDENTES

Los PA’s son un grupo de péptidos anfipaticos y catidnicos, producidos por
una gran variedad de organismos, siendo su principal funcion la proteccion del
hospedero contra microorganismos patdogenos [202]. Hasta el momento, se han

descrito mas de 3000 PA’s (http://aps.unmc.edu/AP/main.php), de los cuales

217 muestran actividad anticancerosa, de éstos el 28% provienen de plantas
[138]. Los PA’s de plantas son pequefias moleculas (30-55 aa), ricas en
cisteinas y con un peso molecular de 2-10 kDa [36]. Se han descrito 12 familias
de PA’s de plantas; sin embargo, solo las tioninas, defensinas y ciclétidos han
mostrado actividad citotéxica hacia diferentes tipos de células (normales y
cancerosas).

Las defensinas de plantas se han considerado como una opcién muy
atractiva por actuar sobre diferentes tipos de células cancerosas humanas (p.
ej. HT29, MM170, MCF7, HL60, HelLa, U937, MCF7, Jurkat, K562) [36, 125,
127, 179] y no ejercer en su mayoria ningun efecto citotoxico sobre células
normales, contrario a lo demostrado en las tioninas y ciclétidos [36].

En nuestro grupo de trabajo el analisis de las defensinas PaDef (Persea
americana var. drymifolia) y y-tionina (Capsicum chinese) se inici6 utilizando un
sistema de expresién heterdloga. Ambas defensinas se expresaron en una
linea inmortalizada de endotelio de cordén umbilical de bovino (BVE-EGE7).
Los ensayos de actividad se realizaron usando una mezcla de proteinas
producidas por la célula que incluia la defensina recombinante (medio
condicionado). Con ello se demostré que PaDef ejerce actividad antimicrobiana
contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus con porcentajes de inhibicidon
de >90% y 85%, respectivamente; sin embargo, la actividad citotoxica no se
analizé. Mientras que para y-tionina se demostro su actividad antifungica sobre
Candida albicans (>70%), y su efecto citotoxico en células cancerosas
humanas HelLa con una actividad de 80% de inhibicion [153, 103].

Para establecer un modelo de estudio con menos variantes, se recurrié a la
sintesis quimica de ambas defensinas. Utilizando los péptidos sintetizados
quimicamente, recientemente se demostré la citotoxicidad y mecanismo de
accion de las defensinas y-tionina y PaDef sobre la linea celular de cancer de

mama MCF-7. En el caso de y-tionina se obtuvo una 1Cso de 117.29 ug/ml, con
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la cual se observo que indujo la muerte celular a través de la apoptosis tanto
por via extrinseca como intrinseca [203]. Mientras que la IC5y de PaDef para
esta linea celular fue de 141.62 ug/ml, la cual indujo la apoptosis por via
intrinseca [128]. Diferentes reportes han demostrado que las defensinas de
plantas poseen selectividad hacia células cancerosas (defensina “purple pole”,
coccinina, faseococina,) [127, 166, 168, 171]. En concordancia, las defensinas
y-tionina y PaDef no afectaron a células sanas de epitelio mamario bovino y

células mononucleares humanas [128, 203].
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5. JUSTIFICACION

El cancer es la tercera causa de muerte en el mundo, y la leucemia se
incluye dentro de los 10 principales canceres por su alta incidencia y mortalidad
[204, 205]. Los procedimientos generales (p. ej. quimioterapia, radioterapia) y
especificos (p. ej. farmacos especificos) empleados en la actualidad tienen
diferentes limitaciones ya que muestran bajos indices terapéuticos, son
altamente téxicos y presentan un amplio espectro de efectos secundarios [166,
206]. Los nuevos tratamientos anticancerosos estan dirigidos a mejorar las
diferentes limitaciones que poseen los procedimientos generales. La apoptosis
(muerte celular progamada) es el principal mecanismo que se busca estimular
debido a que no provoca una respuesta inflamatoria en el paciente [58 ,206,
207, 212-214], esto es importante ya que el cancer genera un estado
inflamatorio exarcervado. Sin embargo, se requiere comprender las rutas de
sefalizacion que podrian activarse o apagarse por efecto de los diferentes
tratamientos [58, 206, 207]. Este conocimiento puede derivar en una mejora de
las terapias utilizadas en contra de esta enfermedad.

La heterogeneidad genética de cada tipo de cancer complica en gran
medida el perfeccionamiento de un tratamiento unico [208]. En el desarrollo de
nuevos farmacos para su posible uso en contra del cancer, el uso de lineas
celulares ofrece varias ventajas, entre las cuales destaca principalmente
proporcionar una poblacién definida de células (homogeneidad genética) lo
cual permite la reproducibilidad de resultados [209]. Para tal efecto, la linea
celular K562 de leucemia mieloide cronica de humanos, es uno de los modelos
de eleccién para realizar aproximaciones experimentales. Su translocacién
genética caracteristica 1(9;22)(q34;911.2) y el mecanismo de accién de su
proteina de fusion (BCR-ABL), permite entender mas a detalle los posibles
blancos y efectos de nuevas moléculas para su posible uso terapéutico. Es de
resaltar que la mayoria de los estudios se centran principalmente en lineas
celulares cancerosas de tipo adherente (derivadas de tumores solidos), y son
pocos los estudios en lineas derivadas de tumores hematoldgicos, sobre todo
de leucemia humana, por lo que los resultados de este trabajo contribuiran a
ampliar el conocimiento de los mecanismos de citotoxicidad activados en este

tipo de células.
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Recientemente, los péptidos antimicrobianos (PA’s) han tomado un
importante lugar como opcion terapéutica contra el cancer [137]. Los PA’s
tienen ventajas con respecto a algunos farmacos utilizados actualmente en la
terapéutica, tales como su tamafo pequefo, facilidad para sintetizarlos,
habilidad de penetrar la membrana celular, especificidad y baja
inmunogenicidad [201, 210], esto favoreceria en gran medida contar con
tratamientos eficaces y menos toxicos. De los 3,014 AMP’s descritos
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), solo 217 han mostrado actividad
anticancerosa. Los productos naturales derivados de plantas han hecho
grandes contribuciones en el desarrollo de medicamentos quimioterapéuticos
contra el cancer [211]. Algunos PA’s de plantas han llamado la atencion por su
actividad sobre células cancerosas; no obstante, hasta el momento solo se
tienen registrados 38 péptidos con actividad citotoxica [137]. Adicionalmente, la
familia de defensinas de plantas ha demostrado cierta selectividad hacia las
células cancerosas (Tabla 3).

En general los mecanismos de citotoxicidad de los PA’s de plantas no se
conocen detalladamente. No obstante, reportes como los descritos en las
defensinas de plantas NAD1 y TPP3 de Nicotiana alata y tomate,
respectivamente, mostraron que ambas defensinas posee un mecanismo
citotdoxico hacia células cancerosas de tipo membranolitico mediado por una
interaccion especifica con el fosofolipido de la membrana plasmatica fosfatidil
inositol 4-5 bifosfato formando estructuras tipo vesiculas [125,126]. En el
mismo sentido, en nuestro grupo de trabajo se describio el mecanismo
citotoxico por el cual la defensina PaDef (Persea americana var. drymifolia)
induce la muerte de las células MCF-7 (derivadad de cancer de mama), el cual
ocurre a través de la apoptosis por via intrinseca [128]. Es de resaltar que la
mayoria de los estudios de citotoxicidad se centran principalmente en lineas
celulares cancerosas de tipo adherente y son muy pocos los estudios en lineas
celulares de leucemia humana.

Por lo anterior, en este trabajo se analiz6 el mecanismo de citotoxicidad
de las defensinas PaDef y y-tionina sobre la linea celular de leucemia mieloide

cronica humana K562.
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6. HIPOTESIS

Los péptidos antimicrobianos de origen vegetal PaDef y y-tionina tienen
un efecto citotoxico contra la linea celular K562 de leucemia mieloide crénica

humana, a través de la induccién de apoptosis.

7. OBJETIVOS
7.1. General
Evaluar la citotoxicidad de los péptidos antimicrobianos de origen vegetal

PaDef y y-tionina contra la linea celular K562 de leucemia mieloide crénica

humana, y determinar su mecanismo de accion.

7.2. Especificos

1. Determinar la citotoxicidad de las defensinas (PaDef y y-tionina) contra la

linea celular K562 de leucemia mieloide créonica humana.

2. Evaluar el modo de accidon de los péptidos antimicrobianos de origen
vegetal (PaDef y y-tionina) en la linea celular K562 de leucemia mieloide

cronica humana.
3. Establecer el mecanismo de citotoxicidad activado por los péptidos

antimicrobianos de origen vegetal (PaDef y y-tionina) en la linea celular

K562 de leucemia mieloide créonica humana.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1:

Linea celular K562

[

Citotoxicidad de los
péptidos antimicrobianos

Objetivo 2 y 3:

)

- Ensayode MTT
- Ensayo Syto9/IP

g

Modo/Mecanismo de
citotoxicidad

Mecanismo
membranolitico

Potencial de
membrana celular

Mecanismo no
membranolitico

- Activacion de
apoptosis

- Potencial de
membrana
mitocondrial

- Liberacion de calcio
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9. RESULTADOS

1)

2)

3)

Los resultados se presentan en 3 capitulos.
El capitulo | corresponde al articulo de investigacion original

Flores-Alvarez, L.J., Guzman-Rodriguez, J.J., Lépez-Gomez, R.,
Salgado-Garciglia, R., Ochoa-Zarzosa, A.andJoel E. Lépez-
Meza. 2018. PaDef defensin from avocado (Persea americana var.
drymifolia) is cytotoxic to K562 chronic myeloid leukemia cells through
extrinsic apoptosis. The International Journal of Biochemistry and Cell
Biology. 99C:10-18. doi: 10.1016/j.biocel.2018.03.013.

En el capitulo Il se presentan los resultados del mecanismo de
citotoxicidad de y-tionina sobre las células K562

A novel cell death mechanism for the antimicrobial peptide y-thionin from
habanero chile (Capsicum chinense) on human K562 chronic myeloid

leukemia cells.

El capitulo lll corresponde al articulo de divulgacion

Luis José Flores Alvarez y Joel Edmundo Lopez Meza. 2016. “Pasado,
Presente y Futuro de la Guerra contra el Cancer” (Articulo de Portada).
Saber Mas, revista de divulgacion de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. Afio 5, Numero 28. ISSN: 2007-7041.

35



9.1. CAPITULO L.
PaDef defensin from avocado (Persea americana var. drymifolia) is

cytotoxic to K562 chronic myeloid leukemia cells through extrinsic
apoptosis
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Plant defensins, a group of antimicrobial peptides, show selective cytotoxicity toward cancer cells. However,
Leukemia their mechanisms of action remain poorly understood. Here, we evaluated the cytotoxicity of PaDef defensin
Antimicrobial peptide from avocado (Persea americana var. drymifolia) on K562 chronic myeloid leukemia cells and analyzed the
Apoptosis pathway involved in the induction of cell death. The defensin PaDef was not cytotoxic against human PBMCs;
PaDef defensin

however, it was cytotoxic for K562 cell line (ICso = 97.3 ug/ml) activating apoptosis at 12 h. PaDef did not affect
the mitochondrial membrane potential (AWm), neither the transmembranal potential or the release of in-
tracellular calcium. Also, PaDef induced gene expression of caspase 8 (~2 fold), TNF-a (~4 fold) and TNFR1
(~10 fold). In addition, the activation of caspase 8 was detected at 24 h, whereas caspase 9 activity was not
modified, suggesting that the extrinsic apoptosis pathway could be activated. In conclusion, PaDef induces
apoptosis on K562 cells, which is related to the activation of caspase 8 and involves the participation of TNF-a,

which is a novel property for a plant defensin.

1. Introduction

Cancer is a major cause of death worldwide. The leukemias are
including in the ten most important types of cancers for their incidence
and mortality (Ferlay et al., 2015). The American Cancer Society esti-
mates about 8950 new cases of chronic myeloid leukemia (CML) in the
United States for 2017. Recent treatments to CML (e.g. tyrosine kinase
inhibitors) provide a notable therapeutic progress; however, these ap-
proaches shown side effects and their long-term safety profile is un-
known (Pasic and Lipton, 2017). These limitations have led to the
search for new therapeutic alternatives to CML. An attractive alter-
native is the use of antimicrobial peptides (AMP), which shown cyto-
toxic properties (Al-Benna et al., 2011; Pushpanathan et al., 2013; Riedl
et al., 2011).

The AMP are small peptides (12 to 100 aa), generally cationic and
amphipathic that are produced by many organisms as part of their
defense mechanisms against pathogens (Cederlund et al., 2011; Peters
et al., 2010). Today, more of 2900 AMP have been described (http://
aps.unmc.edu/AP/main.php), and ~7% of them are cytotoxic to cancer
cells. This cytotoxicity has been associated to the peptide interaction
with cancer cells through the negative charged membrane phospholi-
pids, that mainly leads to necrosis (e.g., Dermaseptin B2, D-K¢Lo, MPI-

* Corresponding author.
E-mail address: elmeza@umich.mx (J.E. Lopez-Meza).

https://doi.org/10.1016/j.biocel.2018.03.013

1) (Papo et al., 2006; van Zoggel et al., 2012; Zhang et al., 2010), or
apoptosis (e.g., BMAP-28) (Risso et al., 2002). Additionally, other cy-
totoxic mechanisms have been reported including tumor growth in-
hibition and angiogenesis (Koskimaki et al., 2009), DNA synthesis/re-
plication inhibition (Kuriyama et al., 2013; Ourth, 2011), reactive
oxygen species (ROS) generation (Gao et al., 2013), DNA damage and
autophagy induction (Ren et al., 2013) and changes in the metabolic
profile (Kuroda et al., 2015). These mechanisms essentially have been
described for AMP from animals; however, the cytotoxic mechanisms
for plant AMP are poorly understood.

Plants AMP are small peptides of 40-50 aa (3-10 kDa) rich in cy-
steine, which are grouped in twelve families that shown mainly bac-
tericidal and fungicidal activity (Lay and Anderson, 2005; Thomma
et al., 2002). However, thionins, defensins and cyclotides families
contain AMP cytotoxic for cancer cells (Guzman-Rodriguez et al.,
2015). In particular, plant defensins have drawn attention due to their
selectivity toward cancer cells. Nevertheless, there are few studies that
describe in detail the mechanisms of induced cell death for plant de-
fensins. Recently, a non-apoptotic cytotoxic mechanism for the plant
defensins NaD1 (Nicotiana alata) and TPP3 (Lycopersicon esculentum)
was reported, in both cases the binding of the AMP to the plasma
membrane phospholipid phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate was

Received 18 November 2017; Received in revised form 3 March 2018; Accepted 16 March 2018
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Table 1
Sequence of primers used in this study.

International Journal of Biochemistry and Cell Biology 99 (2018) 10-18

Gene Sequence Tm(°C) Product size (pb) Reference

TNF-a 5’ CCCCTGGAGATAACCTCCCA 3’ 55.5 101 Mookherjee et al. (2006)
5’ CAGACGGGAGACAGGAGAGC 3’

TNFR1 5’ CGCTACCAACGGTGGAAGTC 3’ 56 76 Cubillas et al. (2010)
5’ CAAGCTCCCCCTCTTTTTCAG 3’

Caspase 8 5 AGATCTGGCCTCCCTCAAGTTCCT 3" 66 244 Guzman-Rodriguez et al. (2016)
5 AAATTTGAGCCCTGCCTGGTGTCT 3"

Caspase 9 5'AGGACATGCTGGCTTCGTTTCTG 3" 66 257 Guzman-Rodriguez et al. (2016)
5'CCAAATCCTCCAGAACCAATGTCC 3°

B-actin 5 AAAACCTAACTTGCGCAGAAAACA 3° 57 317 Guzman-Rodriguez et al. (2016)

5 TGTCACCTTCACCGTTCCACTTT 3

involved (Baxter et al., 2015; Poon et al., 2014).

In a previous study, we isolated the cDNA of PaDef defensin from
avocado fruit (Persea americana var. drymifolia) and demonstrated its
antimicrobial activity (Guzman-Rodriguez et al., 2013). Further, we
showed that this defensin induces intrinsic apoptosis pathway in breast
cancer cell line MCF-7 (Guzman-Rodriguez et al., 2016). In this work,
we show evidence that PaDef defensin is also cytotoxic to K562 chronic
myeloid leukemia cells through the activation of the extrinsic apoptosis
pathway, which is a novel property for this AMP.

2. Material and methods
2.1. Peptide

In this study, we used the mature region of the PaDef defensin
(ATCETPSKHFNGLCIRSSNCASVCHGEHFTDGRCQGVRRRCMCLKPC,
47 aa). This AMP was chemically synthesized (BIOMATIK) and the
disulfide bond formation was completed as described (Guzman-
Rodriguez et al., 2016). The AMP was dissolved in DMSO 20% and the
final concentration of vehicle for all of the experiments was 0.39%,
which was used as control. The cytotoxicity of PaDef defensin was
evaluated at a range of concentration of 10-200 pg/ml, according to
previous report (Mader et al., 2005).

2.2, K562 cell culture

The human K562 chronic myeloid leukemia cells was obtained from
American Type Culture Collection. Cells were routinely cultured in
RPMI-1640 medium (Sigma) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS, Corning) and 100 U/ml penicillin and streptomycin
(Gibco) and grown in an atmosphere of 5% CO, at 37 °C.

2.3. MTT viability assay

The cytotoxicity of PaDef defensin on K562 was assessed by MTT
assay as described (Guzman-Rodriguez et al., 2016). Briefly, K562 cells
were synchronized in RPMI-1640 medium without serum (12h).
2 x 10* cells/well cultured in 96-well flat-bottom plates were treated
with PaDef (10-200 pg/ml) or vehicle and incubated during 12-24 h.
Further, 10 pl of MTT solution (5mg/ml, Sigma) in phosphate buffer
saline (PBS) was added to each well and incubated during 4 h at 37 °C.
Finally, formazan crystals were dissolved with acid isopropanol (100 pl,
95% isopropanol and 5% of 1N HCI). The absorbance lectures were
performed in a microplate reader (Bio Rad) at 595 nm. Actinomycin D
(Act-D) was used as cell death positive control. Cell viability results are
reported as the percentage of viable cells with respect to cells treated
with the vehicle (DMSO 0.39%). The half maximal inhibitory con-
centration (ICsp) was calculated by regression analysis using Excel
(Microsoft) and corroborated by flow cytometry with SYTO" 9 green-
fluorescent nucleic acid stain and propidium iodide in a BD Accuri™ C6
flow cytometer (BD Biosciences) according to the manufacturer’s

instructions. For the rest of the experiments we used the ICsq.

2.4. Calcium efflux testing

Calcium efflux was assessed in a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences) using the Calcium Assay Kit (BD Biosciences) according to
the manufacturer’s instructions. For this, K562 cells (1 x 10° cells/ml)
cultured in RPMI-1640 medium were incubated with the indicator dye
for 1 h. Previous to add the treatments (PaDef ICs, or vehicle), we es-
tablished a baseline fluorescence during 3 min. After treatments, the
fluorescence intensity was monitored by flow cytometry for other
3 min. Phorbol myristate acetate (3 uM; PMA, Sigma) was used as a
positive control.

2.5. Measurement of the transmembrane potential

Changes in the transmembrane potential of K562 cells were eval-
uated using the DiSC3(5) dye (3,3’-dipropylthiadicarbocyanine iodide,
Sigma) as described (Guzman-Rodriguez et al., 2016). Briefly, K562
cells (1 x 10° cells/ well) seeded in 96-well black-wall plates were
incubated with DiSC3(5) 0.2 mM (dissolved in Hank’s HEPES buffer) for
30min in a CO, incubator. Then, the treatments (PaDef ICs, and ve-
hicle) were added and the fluorescence intensity was monitored for 2h
using a Varioskan spectrophotometer (Thermo Scientific). Valinomycin
(0.2 mM, Sigma) was used as a positive control.

2.6. Apoptosis and caspase activation

The apoptosis rate was determined using Annexin V and 7AAD ac-
cording to the manufacturer’s instructions (Annexin V, Alexa Fluor 488
conjugate, Invitrogen) in a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences). The data were analyzed with the FlowJo v10.4 software
(TreeStar, Inc.). A total of 10,000 events were collected. Actinomycin D
(Sigma, 80 pg/ml) was used as a positive control for apoptosis.

The activation of caspases 8 and 9 was determined using the
Caspase-Glo 8 and 9 kit (Promega) according to manufacturer’s in-
structions. For this, K562 cells (6 x 10* cells/ well) seeded in white 96-
well plates were incubated with PaDef ICso or vehicle in serum-free
medium during 12-24 h. Further, the caspase substrates were added
and the luminescence was registered using a Varioskan spectro-
photometer. Also, K562 cells were incubated with the caspase 8 in-
hibitor Ac-IETD-CHO (100 uM, Sigma) for 1h and then treated with
PaDef ICso by 24h and apoptosis rate was determined as described
above. Actinomycin D (80 pg/ml) was used as positive control.

2.7. Assessment of mitochondrial membrane potential (A¥m)

The effect of PaDef defensin on the AWm of K562 cells (1 x 10°
cells/well) was measured using the JC-1 dye (BD Biosciences) in a BD
Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences) as described (Guzman-
Rodriguez et al., 2016). The dye indicator allows to differentiate
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Fig. 1. PaDef defensin from avocado is cytotoxic to K562 chronic myeloid leukemia cells. (A) Cytotoxicity of PaDef on K562 cells. Viability of cells treated with PaDef defensin (10, 20,
50, 100 and 200 pug/ml) was assessed by MTT assay at 24 h. Data are shown as the percentage of viable cells with respect to cells treated with vehicle (DMSO 0.39%). *Indicates
statistically significant differences with respect to vehicle (P < 0.05). (B) The half maximal inhibitory concentration (ICs) of PaDef on K562 cells was calculated by regression analysis;
1Csp = 97.3 pg/ml; R? = 0.9094. (C) in vitro assessment of PaDef ICs, by flow cytometry at 24 h. Representative plots of the different conditions are shown. Act-D (Actinomycin D, 80 pg/
ml) was used as a positive control. (D) K562 cell morphology after PaDef treatment. Representative photographs taken by light field microscopy are shown. Scale bars: 10 um. (E) Effect of
PaDef on the viability of human peripheral blood mononuclear cells. Cells were treated with PaDef (100, 200 and 300 ug/ml) and viability was evaluated by MTT (24 h). Data represent
the media of three independent experiments performed in triplicate. *Indicates statistically significant differences with respect to vehicle (P < 0.05).
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Fig. 2. PaDef defensin does not cause damage to the cell membrane of K562 cells. Calcium efflux was assessed by flow cytometer using the Calcium Assay Kit (BD Biosciences). The panel
shows representative plots (A) and relative fluorescence intensities for intracellular calcium release (B). Measurements were performed for 6 min. PMA (3 uM) was used as a positive
control. (C) The modification in the membrane potential was assessed using a membrane potential-sensitive dye. Cells were previously incubated with the dye DiSC3(5) (200 uM) for
30min and then treated with PaDef ICs,. DMSO (5%) was used as a positive control. The addition of treatments is indicated by an arrow.

between healthy mitochondria (red fluorescence) from those with da-
mage (green fluorescence).

2.8. Determination of reactive oxygen species (ROS)

ROS were measured by flow cytometry in a BD Accuri™ C6 flow
cytometer (BD Biosciences) using 2’,7’-dichlorofluorescin diacetate
(H2DCFDA) (Thermo Scientific). K562 cells were cultured in RPMI-
1640 medium without serum by 12 h. Then, the medium was replaced
and the cells (2 x 10* cells/well) were cultured in 96-well plates with
100 pl of fresh medium containing PaDef ICsq or vehicle and incubated
by 24 h. Next, the cells were collected and incubated with H2DCFDA
25mM for 2h/37 °C in darkness. Ethanol 12% was used as positive
control. A total of 10,000 events were analyzed.

2.9. RNA isolation and gene expression analysis

Total RNA was extracted with Trizol reagent (Invitrogen) from K562
cells (1 x 10° cells/well) cultured in 24-well plates and incubated with
PaDef ICsq or vehicle for 6, 12, and 24h, according to the manu-
facturer’s instructions and then used to synthesize ¢cDNA as described
(Alva-Murillo et al., 2012). The qPCR analysis was carried out by the
comparative Ct method (AACt) in a StepOne Plus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) with SYBR Green PCR Master Mix (Ap-
plied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. The
genes analyzed and oligonucleotides employed are shown in (Table 1).

B-actin was used as endogenous gene.
2.10. Quantification of TNF-a secretion

For the measurement of TNF-a we used the conditioned media from
K562 cells treated with PaDef ICsq or vehicle. TNF-a concentrations
were determined using a Becton Dickinson cytometric bead array (CBA)
in a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences) according to the
manufacturer’s instructions.

2.11. Statistical analysis

The data were obtained from three independent experiments per-
formed by triplicate. The significance of the differences was assessed
using Student’s t-test. A p value < 0.05 was considered significant. In
QqPCR analysis, fold-change values > 2 or < 0.5 were considered as
significant differentially expressed mRNAs (Morey et al., 2006).

3. Results
3.1. PaDef defensin is cytotoxic to K562 cells

PaDef cytotoxicity (10-200 pg/ml) on K562 cells was analyzed by
MTT. In Fig. 1A we showed that PaDef was cytotoxic to K562 cells in a

concentration-dependent manner at 24 h (Fig. 1A), showing ICs, value
of 97.3pug/ml (18.65uM) (Fig. 1B and C). A microscopic analysis
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Fig. 3. PaDef defensin induces apoptosis in K562 cells. (A) Cells treated with PaDef ICs, (12 and 24 h) were analyzed by flow cytometry using Annexin V/7AAD staining to establish the
apoptotic rate. The quadrants indicate viable cells (lower left quadrant), early apoptosis (lower right quadrant), late apoptosis (upper right quadrant) and necrotic cells (upper left
quadrant). (B) The graphics show the relative fluorescence for each time of treatment (relative units). Each bar shows the mean of triplicates = SE of three independent experiments.

*Indicates statistically significant differences with respect to vehicle (P < 0.05).

indicated that K562 cells did not show morphological alterations, which
suggests that PaDef does not alter the membrane of these cells (Fig.1D).
Also, PaDef did not affect human peripheral blood mononuclear cells
evaluated by MTT (Fig. 1E) and flow cytometry (data not shown). For
the rest of the experiments we used the ICsp.

3.2. PaDef defensin does not affect the cell membrane of K562 cells

To determine if cytotoxicity of PaDef defensin on K562 cells in-
volves cell membrane damage, we evaluated the intracellular calcium
efflux and membrane electrical potential. The data indicated that

cytotoxicity of PaDef was not related to the cell membrane damage due
that the efflux of intracellular calcium was not affected (Fig. 2A) nor the
membrane electrical potential (Fig. 2B).

3.3. PaDef defensin cytotoxicity on K562 cells involve extrinsic apoptosis

In agreement with the results, PaDef defensin cytotoxicity on K562
cells is not related to cell membrane damage. Thus, we evaluated if
PaDef induces apoptosis in K562 cells. As shown in Fig. 3, PaDef in-
duced apoptosis from 12 h (> 30%) in K562 cells, which was similar to
the effect showed by actinomycin D.
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Fig. 4. PaDef defensin did not modify the mitochondrial membrane potential (AWm) in K562 cells. Cells were analyzed by flow cytometry using the JC-1 dye after the add the treatments:

vehicle (DMSO 0.39%), Act-D (Actinomycin D, 80 ug/ml), and PaDef ICs, for 6, 12 and 24 h.

To determine the apoptosis pathway involved in PaDef cytotoxicity,
first we evaluated the mitochondrial membrane potential (AWm) using
the dye JC-1. K562 cells treated with PaDef ICs, at 6, 12 and 24 h did
not show modifications in the AWm (Fig. 4). On the other hand, we
detected that PaDef up-regulates the gene expression of caspase 8 (~2
fold), but not the expression of caspase 9 gene (Fig. 5). Accordingly, the
PaDef treatment induced the activation of caspase 8 but not caspase 9
(Fig. 5). In addition, when caspase 8 activity was blocked with the
specific inhibitor Ac-IETD-CHO, the apoptosis rate of K562 cells was
reduced (~30%) (Fig. 6). Also, we did not detect modifications in the
ROS production in K562 cells treated with PaDef (data not shown).
These results suggest that PaDef activates extrinsic apoptosis in K562
cells.

3.4. PaDef induces TNF-a and TNF receptor 1 (TNFR1) gene expression
and TNF-a protein secretion

The extrinsic apoptosis may be activated by TNFa/TNFR1

interaction. For this reason, we analyzed the effects of PaDef ICso on
TNF-a and TNFR1 gene expression. gPCR analysis demonstrated that
PaDef treatment (24 h) significantly induced the TNF-a gene expression
(~4 fold), as well as the expression of TNFR1 since 6h (~10 fold).
Additionally, PaDef treatment favors the TNF-a protein secretion at
24h (~5 fold) (Fig. 7). These results support the fact that PaDef in-
duces extrinsic apoptosis in K562 cells.

4. Discussion

Cytotoxicity and specificity of antimicrobial peptides have been
considered as an therapeutic alternative in cancer treatment (Al-Benna
et al., 2011; Pushpanathan et al., 2013; Riedl et al., 2011). Plants are an
important source of antimicrobial peptides; however, most of the stu-
dies carried out with these AMP essentially describe their cytotoxic
effects, but the underlying mechanisms are poorly understood
(Guzmén-Rodriguez et al., 2015). Additionally, these studies have been
mainly focused to solid tumor cells. In this work, we showed that PaDef
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Fig. 6. Involvement of caspase 8 in the apoptosis induced by defensin PaDef in K562 cells.
Cells were treated 1 h with the caspase 8 specific inhibitor Ac-IETD-CHO (100 uM), and
then the cells were treated 24 h with PaDef ICso. Apoptosis was assessed by flow cyto-
metry measuring the relative fluorescence of Annexin V. *Indicates statistically sig-
nificant differences with respect to PaDef treatment (P < 0.05).

defensin is cytotoxic to K562 chronic myeloid leukemia cells trough
extrinsic apoptosis pathway, thereby expanding the activities described
for this peptide.

Cytotoxicity of PaDef defensin on K562 cells was in a concentration-
dependent manner with an ICsy of 97.3 pg/ml (18.65uM) (Fig. 1).

Interestingly, the PaDef ICs, was lower than that reported for others
plant defensins on leukemia cells such as coccinin (30 uM) (Ngai and
Ng, 2004) and phaseococcin (40 uM) from Phaseolus coccineus (Ngai and
Ng, 2005), gymnin (50 uM) from Gymnocladus chinensis (Wong and Ng,
2003), but was greater to the effect reported for NaD1 from Nicotiana
alata (10 uM) (Baxter et al., 2017). In addition, in a previous study we
reported that PaDef is cytotoxic to human breast cancer cell line MCF-7
at ICso of 141.62 ug/ml (27.23 uM) (Guzman-Rodriguez et al., 2016).
These results suggest that PaDef defensin is more active to leukemia
cells than to cells derived from solid tumors; however, it is necessary to
evaluate its effect against a wider number of cell lines from different
origins. Also, PaDef lacks toxicity toward human peripheral blood
mononuclear cells as reported previously (Guzmén-Rodriguez et al.,
2016). These results support the fact that this avocado defensin is an
attractive peptide to evaluate its effects on cancer cells.

There are few studies where the cytotoxic mechanisms of plant
defensins have been described in detail. Respect to plant defensins their
cytotoxicity on leukemia cells involves essentially membrane damage
that leads to cell lysis, as reported for plant defensins NaD1 (N. alata)
and TPP3 (L. esculentum) (Baxter et al., 2015; Poon et al. 2014). Re-
markably, we demonstrated that PaDef does not affect the membrane
integrity of K562 cells, because the calcium intracellular efflux and
membrane potential were not modified (Fig. 2). These data suggest that
cytotoxicity of plant defensin PaDef on K562 cells involves other me-
chanism.

The principal cytotoxic non-membranolytic mechanism described in
plant defensins is apoptosis and essentially it has been evaluated in the
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Fig. 7. PaDef induces the TNF-a and TNF receptor 1 (TNFR1) mRNA expression and the
TNF-a protein secretion. Cells treated with PaDef ICs, for 6, 12 and 24 h were analyzed by
qPCR to analyze mRNA expression of TNF-a (A) and TNFR1 (B). mRNA expression of
control cells (vehicle and Act-D) were analyzed at 24 h. Fold-change values > 2 or < 0.5
were considered significant expressed mRNAs. (C) Secretion of TNF-a was analyzed using
a cytometric bead array (CBA). Cells were treated with PaDef ICs, for 24 h. A total of 350
events were analyzed.
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fungus Candida albicans, as reported for the radish defensin RsAFP2,
which induces apoptosis by caspase activation, or HsAFP1 defensin,
which induces apoptosis in this fungus through ROS production (Aerts
et al., 2009; Aerts et al., 2011). Caspase-dependent apoptosis can be
activated by the extrinsic pathway (mediated by transmembrane re-
ceptors) or by the intrinsic pathway (mitochondria-mediated). Pre-
viously, we demonstrated that PaDef activates the intrinsic apoptosis
pathway in MCF-7 cells (Guzman-Rodriguez et al., 2016). Noteworthy,
in this work we showed evidences supporting that PaDef cytotoxicity on
K562 cells occurs through extrinsic apoptosis pathway due that this
defensin favors the expression and activation of the typical initiator
caspase 8 (Figs. 5 and 6). These data were supported by the fact that we
did not detect modifications in ROS production neither in the mi-
tochondrial membrane potential in K562 cells treated with PaDef. Be-
sides, this peptide did not change the expression nor the activity of
caspase 9 (initiating caspase of the intrinsic pathway). To our knowl-
edge, this is the first report indicating that a plant defensin induces
extrinsic apoptosis on human leukemia cells.

The apoptosis extrinsic pathway involves transmembrane receptor-
mediated interactions, such as the tumor necrosis factor receptor
(Locksley et al., 2001). Also, TNF-a can induce apoptosis through the
activation of caspase 8 in the RIPK1- FADD- caspase- 8 complex
(Tummers and Green, 2017). In this work, PaDef treatment induced the
expression of both TNF-a and TNFR1 genes, which is in agreement with
the activation of extrinsic apoptosis in K562 cells. Accordingly, PaDef
treatment induced the TNF-a protein secretion ~5 fold (Fig. 7). The
data from this study indicate that PaDef defensin induces cell death in
K562 cells by the extrinsic apoptosis pathway, which is a novel property
for this AMP.

5. Conclusions

PaDef activates apoptosis in K562 cells by extrinsic apoptosis, which
could involve the participation of TNF-a. This activity suggests that this
defensin could be a potential molecule in the treatment of leukemia.
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ABSTRACT

The defensins are a group of antimicrobial peptides with activity against cancer
cells. However, the mechanism of action for these peptides has been described
mainly for animal defensins. In this study, we showed that defensin y-thionin
(Capsicum chinense) was cytotoxic on K562 leukemia cell line with an 1Cs0290
ug/ml (50.26 pM), but not for human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs). The mechanism by which y-thionin acts on K562 cells was
caspase-independent apoptosis. y-thionin did not affect the membrane potential.
However, the mitochondrial membrane potential (AWm) and the intracellular
calcium release were modified at short times of treatment with the peptide. The
activation of caspases 8 and 9 was not detected. Interestingly, the activation of
calpains was detected at 1 h, suggesting that the caspase-independent
apoptosis but dependent of calpains was activated. This is the first report of a
plant defensin that activates caspase-independent apoptosis via calpains in
K562 cells, which is a novel property for this plant defensin.

Keywords:

Leukemia; calpains; apoptosis; antimicrobial peptides; y-thionin.
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1. Introduction
Antimicrobial peptides (AMP’s) are small peptides (12-100 aa) mainly
amphipathic and cationic, produced by a wide gamma of organisms '. They are
recognized mainly for their antimicrobial properties, but also have other
functions such as immunomodulation, repair, induction of angiogenesis and
cytotoxicity % 3. More than 3000 AMP’s have been described and ~7% have
anticancer activity with high efficacy and selectivity*; however, the cytotoxic
mechanisms have not been described in detail > ° "
AMP’s from plants (PAP) represent ~3% of the genes described in plants and
have an average size of 40-50 aa, with a weight of 3-10 kDa, they are rich in
cysteine residues, and can be expressed constitutively or by damage %1% ',
PAP have been grouped into 12 families, but only three of them (thionins,
defensins and cyclotides) shown cytotoxic activity " 1% 13,
The plant defensins (PDs) comprise a group of PAP whose structure is
composed of helix-a and (-sheet, which resemble the animals and insects
defensins ® . The PDs have been isolated from seeds, leaves, tubers, fruits,
roots and barks'®. They have antibacterial, antifungal and insecticide activities,
besides influencing the plant growth and development '® . The anticancer
potential of DPs lies in their selectivity against cancer cells of different origins
(breast, colon, prostate, leukemia)'®. However, there are few studies about the
mechanism of cytotoxicity of these PDs.
Recently, the cytotoxic mechanism of the defensins NaD1 (Nicotiana alata) and
TPP3 (tomato) have been described, which involves the peptide binding to the
cell membrane phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate causing cell lysis on
Jurkat and U937 cells. Also, the cytotoxic mechanisms of PaDef (Persea
americana var. drymifolia) on K562 chronic myeloid cells and MCF-7 were
reported, which involve extrinsic and intrinsic apoptosis, respectively '% 202122
Apoptosis is defined as the set of biochemical reactions that take place in the
cell and determine its death in a regulated manner in response to a series of
physiological or pathological events ?* *°. Apoptosis can be mediated by
extrinsic stimuli through death surface receptors, such as TNF-a (tumor
necrosis factor-a), Fas (CD95 / APO1) and TRAIL (TNF-related apoptosis

inducing ligand) or by intrinsic stimulation mediated by mitochondria ' 323334,
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The pathway associated with death receptors is activated by the interaction of
its ligand (Fas-Fas-L, TNF-a-R1, R2), which causes the activation of caspase-8
allowing to executor caspases (caspases 3, 6, 7) act on different elements
involved in the cellular and nuclear structure *°. The intrinsic (mitochondrial)
apoptosis is triggered by any stimulus (physical-chemical), which affects the
mitochondrial membrane potential (AWYm), likewise this is regulated by proteins
of the Bcl-2 family ** % These modifications cause the release to the cytoplasm
of different molecules (cytochrome c, calcium, inducer factor of apoptosis,
endonucleases G, ROS), which leads to the formation of the apoptosome to act
on caspase 9, and subsequently to executor caspases >® ' 3°. However, also
apoptosis can be activated by independent caspase pathway, which could
involve calpains. Calpains are a type of cysteine-proteases that can be found in
the cytoplasm and mitochondria, which require calcium for their activation, and
trigger apoptosis due to their interaction with pro-apoptotic proteins such as
Bax; they induce apoptosis independent of caspases mediated by AIF
(Apoptosis Induction Factor) 3% 40-41:42

The y-thionin defensin of Capsicum chinense has antimicrobial and cytotoxic
activity against Candida albicans and HelLa cells, respectively *°. However, the
mechanism of action involved has not been described in detail. In this work we
demonstrated that y-thionin was cytotoxic towards K562 but did not affect
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). In addition, we elucidated the
mechanism of action, which occurs through apoptosis independent of caspases
mediated by calpains, a pathway not described for this type of antimicrobial
peptides until now.

2. Results

2.1 y-thionin defensin is cytotoxic to K562 cells

To investigate whether y-thionin defensin could be a cytotoxic compound, we
evaluated its activity on K562 leukemia cells, as well as its selectivity using
PBMC by MTT assay. y-thionin defensin was incubated with K562 cells using
different concentrations (10-300 pg/ml) and viability was evaluated at 24 h. y-
thionin was cytotoxic to K562 cells in a concentration-dependent manner (Fig.
1A), with an 1Csy of 290 pg/ml (50.26 yM) (Fig. 1B and C). Morphological
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evaluation indicates that K562 cells showed alterations similar to apoptotic
vesicles (Fig. 1D). Also, by MTT assay (Fig. 1E) and flow cytometry (data not
shown) we showed that y-thionin defensin did not affect PBMC viability at 12
and 24 h.

2.2 y-thionin defensin does not affect the integrity membrane cell K562 cells

One of the mechanisms for antimicrobial peptide actions is the destabilization of
the cell membrane by pore formation 2. To determine if cytotoxicity of y-thionin
defensin on K562 cells is related to cell membrane damage we evaluated the
plasma membrane potential using 3,3'-dipropylthiadicarbocyanine iodide, DiSC3
(5). According to results, y-thionin defensin did not affect plasma membrane

electrical potential compared with the positive control (DMSO 5%) (Fig. 2).

2.3 y-thionin defensin induces apoptosis without activation of caspases in K662
cells

One discarded the membranolytic mechanism, we analyzed the activation of
non-membranolytic mechanism. Different reports for antimicrobial peptides
have described apoptosis as the main mechanism of cell death (e.g., Pep2,

Pep3, bovine lactoferricin, PaDef) 2" 4°

. The induction of apoptosis was
evaluated at 12 and 24 h. y-thionin defensin induced apoptosis since 12 h (>
30%), which increased at 24 h (> 45%) in K562 cells (Fig. 4), this effect was
similar to that showed by actinomycin D (Fig. 3). To identify the specific
pathway activated, we evaluated the activation of caspases 8 and 9 by
luminescence. We did not detect activation of both caspases at 12 and 24 h
(Fig. 4).

Interestingly, y-thionin modified the mitochondrial membrane potential AWYm
since 6 h (Fig. 5) and the intracellular calcium efflux (Fig. 6), which suggest an
alternative mechanism not described for plant antimicrobial peptides as the
caspase-independent apoptosis mediated by calpains. Further, the calpains
activity was measured by a luminescence assay. Measurements were
evaluated at 1, 2, 4, 12 and 24 h. Results showed that y-thionin cytotoxicity on
K562 cells is related to caspase-independent apoptosis mediated by calpains
because this defensin promotes the activation of calpains (Fig. 7). In support,
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when the calpains activity was blocked with the specific inhibitor N-Acetyl-Leu-
Leu-normoleucinal the rate of apoptosis induced by y-thionin in K562 cells
decreased (~19%) (Fig. 8).

3. Discussion

In the development of alternative therapies against cancer, plant antimicrobial
peptides have attracted attention for their cytotoxicity, efficacy and selectivity
against some types of cancer ' 2318 27 Hence, we showed that the plant
defensin y-thionin (Capsicum chinense) is cytotoxic against the K562 leukemia
cells and that its mechanism of action is by caspase-independent apoptosis
mediated by calpains.

y-thionin was cytotoxic to K562 cells in a concentration-dependent manner, with
an ICsp of 290 pg/ml (50.26 uM) (Fig. 1). Interestingly, the y-thionin ICsq was
greater with respect to the effect of other plant defensins on leukemia cells such
as NAD1 (2.4 uM), coccinin (30 uM), phaseococcin (40 yM) and gymnin (50
uM) 2" 32505152 “1n oyr work group we reported that defensin y-thionin is
cytotoxic toward human breast cancer cells MCF-7 ICsy 117.29 pg/ml (20.33
MM) (data not reported). In addition, y-thionin defensin was not cytotoxic against
human peripheral blood mononuclear cells, as previously reported 21
suggesting that it could be selective against cancer cells; however, more
experiments are needed to prove it.

The main mechanism of cytotoxicity reported for plant defensins on leukemia
cells involves damage to the membrane, reported for the plant defensin NaD1
(N. alata) and TPP3 (L. esculentum) '*?°. The defensin y-thionin did not affect
the membrane integrity of K562 cells (Fig. 2); however, the morphology was
affected showing structures like-apoptotic bodies (Fig. 1D). These results
suggest that the cytotoxicity of y-thionin on K562 cells involves a different
mechanism.

Apoptosis is a process of ordered cell death which occurs through two principle
mechanisms, the intrinsic and extrinsic pathway, each with unique
characteristics of induction and execution. Apoptosis is a mechanism of
cytotoxicity poorly described for plant defensins. The induction of apoptosis has
only been reported in the radish defensins RsAFP2 and coral bells HsAFP1
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using the fungus model Candida albicans °*°*. Recently we demonstrated that
PaDef defensin activates apoptosis in MCF-7 and K562 cells by intrinsic and
extrinsic pathways, respectively 2" %, In this work we show evidence that y-
thionin cytotoxicity on K562 cells occurs through apoptosis independent of
caspases. y-thionin defensin induces apoptosis at 12 h (Fig. 3); however,
activity of caspases 8 and 9 was not detected (Fig. 4). Interestingly, the
mitochondrial membrane potential (AWm) and the intracellular calcium release
of K562 cells were modified by defensin at short times (Fig. 5 and 6), both
phenomena are characteristic of caspase-independent apoptosis mediated by
calpains ** 4% 4142 The activity of calpains was detected after 1 h of treatment
(Fig. 7). Only the human cathelicidin LL-37 has been reported with the ability to
activate this calpain-dependent mechanism *. To our knowledge, this is the first
report for a plant defensin inducing caspase-independent apoptosis mediated

by calpains in leukemia cells.
4.Material and Methods

4.1 Drug treatment

The antimicrobial peptide y-thionin used in this work corresponds to the mature
region
(QNNICKTTSKHFKGLCFADSKCRKVCIQEDKFEDGHCSKLQRKCLCTKNC,
50 aa) (Genbank KC007441)*, which was chemically synthesized and obtained
from BIOMATIK.

4.2 Mammalian cell culture

The human leukemia cell line K562 was obtained from American Type Culture
Collection. Cells were routinely cultured in RPMI-1640 Media (Sigma-Aldrich)
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Corning) and 100 U/ml of
penicillin and streptomycin (Gibco) and grown in an atmosphere of 5% CO2 at
37 °C. Human Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were obtained from
blood from healthy men volunteers. The PBMC were isolated by density
gradient centrifugation using Ficoll-Paque "™ Plus (GE healthcare), and the cells

were kept under the same conditions mentioned above.
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4.3 Cell viability assays

The MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide] assay
was used to assess the cytotoxicity of y-thionin. Briefly, K562 cells were
synchronized in RPMI-1640 medium without serum (12 h). Cells were seeded in
a 96-well plate at a density of 2x10* cells/well and cultured with y-thionin peptide
at various concentrations as indicated (10, 25, 50, 100, 200 and 300 pg/ml).
After 24 h of incubation, 10 pl of MTT solution (5 mg/ml, Sigma - Aldrich) was
added to each well and plates were incubated at 37 °C, in 5% CO; for 4 h. Then
100 pl of isopropyl alcohol: HCI (19:1) was added to dissolve formazan crystals
and was incubated by 20 min. Absorbance was measured at 595 nm using a
microplate reader (iMark Microplate Absorbance Reader, BioRad). Actinomycin
D was used as cell death positive control. The results were reported as
percentage of viability with respect to vehicle (DMSO 1.2%). Using Excel
(Microsoft) the half maximal inhibitory concentration (ICso = 290 pg/ml) was
determinate by regression analysis. Additionally, SYTO® 9 green-fluorescent
nucleic acid stain and propidium iodide was used to validate ICsy by flow
cytometry, according to the manufacturer’s instructions. The cells line K562
were prepared as previously described and treated for 24 h with ICso. The
measurement was carried out using a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences). For the rest of the experiments, 1Cso concentration of y-thionin

was used.

4.4 Measurement of the transmembrane potential

The cell transmembrane potential depolarization was measured using the
membrane potential sensitive dye 3,3'-dipropylthiadicarbocyanine iodide, DiSC3
(5) (Sigma-Aldrich). For this, K562 cells were cultured in RPMI-1640 Media
(Sigma) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Corning) and 100
U/ml penicillin and streptomycin (Gibco). Cells were grown in an atmosphere of
5% CO2 at 37 °C for 24 h. Then, K562 cells (1X10° cells/ well) seeded in 96-
well black-wall plates were incubated with 0.2 mM DiSC3 (5) (dissolved in
Hanks’ HEPES buffer) for 30 min in a COz incubator. The fluorescence intensity
was monitored for 2 h in a Varioskan spectrophotometer (Thermo Scientific).
DMSO 5% (Sigma-Aldrich) was used as a positive control.
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4.5 Apoptosis and caspases activation

The apoptosis rate was carried out using a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences) employing Annexin V (Annexin V, Alexa Fluor 488 conjugate,
Invitrogen) and 7AAD (BioLegend) according to the manufacturer’s instructions.
A total of 10,000 events were recorded. The data were analyzed with the
FlowJo software version 10.4 (TreeStar, Inc.). Actinomycin D (Sigma-Aldrich, 80
pug/ml) was used as a positive control. The activation of caspases 8 and 9 was
measured with Caspase-Glo 8 and 9 kit (Promega) according to manufacturer
instructions. K562 cells (6x10*/ well) were seeded in white 96-well plates and
incubated with 1Cso or vehicle in serum-free medium by 12 or 24 h. The
luminescence was detected using a Varioskan spectrophotometer (Thermo
Scientific). Actinomycin D (Sigma-Aldrich, 80 ug/ml) was used as a positive

control.

4.6 Evaluation of mitochondrial membrane potential (A¥m)

The changes of mitochondrial membrane potential were monitored using the
JC-1 dye (BD Biosciences) in a BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences). The K562 cells (1 x 10° cells/well) were cultured in 96-well plates
and treated with y-thionin ICsq or vehicle for 6, 12 and 24 h. The cells were
treated according to the manufacturer's instructions. The fluorescence was
measured in a BD Accuri ™ C6 flow cytometer (BD Biosciences). The data
were analyzed with the FlowJo software version 10.4 (TreeStar, Inc.).
Actinomycin D (Sigma-Aldrich, 80 pg/ml) was used as a positive control.

4.7 Calcium efflux testing

Calcium efflux was measured by flow cytometry in a BD Accuri™ C6 flow
cytometer (BD Biosciences) using a Calcium Assay Kit (BD Biosciences)
according to the manufacturer’s instructions. The K562 cells (1X10° cells/ well)
seeded in 96-well plates were incubated with the indicator dye for 1 h. It was
established a baseline fluorescence (3 min), and then, treatments were added
(y-thionin 1Cso or vehicle). The fluorescence intensity was monitored by flow
cytometry without interruption for other 3 min. The data were analyzed with
Excel (Microsoft). The Phorbol myristate acetate (3 yM; PMA, Sigma-Aldrich)

was used as a positive control.

54



4.8 Activation of calpains

The activation of calpains were measured with Calpain-Glo kit (Promega)
according to manufacturer instructions. For this, K562 cells (6x10*/ well) seeded
in white 96-well plates were incubated with 1Cso or vehicle in serum-free
medium for 1, 2, 4, 12 and 24 h. The luminescence was measured in a
Varioskan spectrophotometer (Thermo Scientific). Additionally, K562 cells were
incubated with the calpains inhibitor N-Acetyl-Leu-Leu-normoleucinal (5 mg/ml)
for 1 h and then treated with y-thionin ICso by 24 h and apoptosis rate was
determined as described above. The cisplatin (1 ug/ml, Pisa) was used as a

positive control.

4.9 Statistical analysis
The data were obtained from three independent experiments performed by
triplicate. The significance of the differences was assessed using Student’s t-

test. A p value < 0.05 was considered significant.
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Figure 1. y-thionin defensin is cytotoxic to K562 leukemia cells. Effect of y-
thionin on K562 cells. (A) Cells were treated with y-thionin defensin (10, 25, 50,
100, 200 and 300 pg/ml), and viability was evaluated by MTT assay at 24 h.
Cell viability is shown as the percentage of viable cells with respect to cells
treated with vehicle (DMSO 1.2%). *Indicates statistically significant differences
with respect to vehicle (P < 0.05). (B) The half maximal inhibitory concentration

(ICs0) of y-thionin on K562 cells was calculated by regression analysis; 1Cso =
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290 pg/ml; R?* = 0.9003. (C) Analysis of y-thionin on K562 cells by flow
cytometry at 24 h. The panel shows representative plots of the different
conditions. Act-D (Actinomycin D, 80 pg/ ml) was used as a positive control. (D)
K562 cells morphology after different treatments. Representative photographs
taken by light field microscopy are shown. Scale bars: 10 ym. (E) Effect of y-
thionin on the viability of human peripheral blood mononuclear cells. Cells were
treated with y-thionin (100, 200 and 300 pg/ml), and viability was evaluated by
MTT assays at 24 h. Data represent the media of three independent
experiments performed in triplicate. *Indicates statistically significant differences
with respect to vehicle (P < 0.05).
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Figure 2. y-thionin defensin does not damage the cell membrane of K562

cells. Changes in the membrane potential of K562 cells were measured using a

membrane potential-sensitive dye. Cells were incubated with 200 uM DiSC3 (5)

for 30 min at 37 °C and then were treated with y-thionin ICso. DMSO (5%) was

used as a positive control. Arrow indicates the time at which the treatments

were added.
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Figure 3. y-thionin defensin induces apoptosis in K562 line cells. (A) Cells

were treated with y-thionin 1Cso (12 and 24 h) and analyzed by flow cytometry

using Annexin V/7AAD staining. Q4 quadrant indicates viable cells, Q3

quadrant represents early apoptosis, Q2 quadrant represents late apoptosis,

and the Q1 quadrant contains necrotic cells. (B) The graphics show the relative

fluorescence for each time of treatment (relative units). *Indicates statistically

significant differences with respect to vehicle (P < 0.05).
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Figure 4. y-thionin defensin does not induce activity of caspases 8 and 9.

The activation of caspase 8 (Left graph) and caspase 9 (Right graph) was

measured in cells treated 1Cs, y-thionin or vehicle (12 and 24 h) by

luminescence. Each bar shows the mean of triplicates *SE of three

independent experiments. *Indicates statistically significant differences with

respect to vehicle (P < 0.095).
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Figure 5. y-thionin defensin modifies the mitochondrial membrane

potential (AWm) in K562 line
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cells.

K562 cells were analyzed by flow

after adding the treatments: Vehicle (DMSO
1.16%), Act-D, and y-thionin ICso (6, 12 and 24 h).
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Figure 6. Intracellular calcium release from K562 cells is induced by y-

thionin defensin. The release of intracellular calcium was analyzed by flow

cytometer using the Calcium Assay Kit (BD Biosciences). The panel shows

representative plots (A) and relative fluorescence intensities for intracellular

calcium release (B). Measurements were performed for 6 min. PMA (3 uM) was

used as a positive control. Arrow indicates the time at which the treatments

were added.
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Figure 7. Activation of calpains in K562 cells treated with y-thionin
defensin. The inductions of calpains were measured in cells that were treated
with ICsq y-thionin (1, 2, 4, 12 and 24 h) by luminescence. Each point shows the
mean of replicates +SE of three independent experiments. Cisplatin (1 pg/ ml)

was used as a positive control.
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Figure 8. Participation of the calpains in the apoptosis activated by y-
thionin in K562 cells. Cells were treated 1 h with the calpain specific inhibitor
N-Acetyl-Leu-Leu-normoleucinal (5 mg/ml), and then cells were treated 24 h
with y-thionin ICso. Apoptosis was assessed by flow cytometry measuring the
relative fluorescence of Annexin V. *Indicates statistically significant differences

with respect to y-thionin treatment (P < 0.05).
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9.3. CAPITULOIIL.

“Pasado, Presente y Futuro de la Guerra contra el Cancer” (Articulo de
Portada)
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.

e estima que cada afio mueren en el mundo cerca de siete millones de personas
a causa del cancer, ubicandolo en una de las diez primeras causas de muerte a
nivel mundial y la tercera en México.Segun la definicion establecida por la Orga-
nizacion Mundial de la Salud (OMS), la palabra “cancer” es un término genérico que
designa un amplio grupo'de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo. Estas enfermedades tienen como caracteristica la multiplicacién rapida
de célulasanormales que pueden invadir o propagarse a otros érganos, proceso cono-
cido como metastasis, siendo ésta la principal causa de muerte por cancer.

19
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Aunque los carcinomas son una de las for-
mas mas frecuentes del cancer, se conocen mas
de cien tipos distintos, ya que su desarrollo de-
pende del 6rgano o tejido en el que se originany
el tipo de célula a partir del cual se forman. Apro-
ximadamente un 9o% de los canceres son del
tipo carcinoma, éstos se generan en los epitelios
o capas celulares que recubren la superficie de
nuestro cuerpo.

Por lo general, los canceres son tumores
que ocurren independientemente del género
(hombres o mujeres) y aunque no hay una edad
establecida para desarrollarse, la mayor frecuen-
cia ocurre entre los 20y 60 afios de edad.

Los tumores se pueden clasificar en tu-
mores liquidos (incluyen las leucemias) y los tu-
mores solidos. Los tumores sélidos tienen la ca-
racteristica de tener diferentes tipos de células
y formar estructuras definidas o amorfas. Estos
tumores tienen la mayor incidencia y mortalidad
en el mundo.

Los tratamientos usados para su control
dependen del tipo de cancer, la progresion vy la
edad; ya sea retirando las células enfermas o en

casos muy graves solo la aplicacion de farmacos
para aliviar el dolor.Los tratamientos de primera
opcion utilizados hasta el dia de hoy son: La ciru-
gia, la quimioterapia y la radioterapia.

Breve Historia de los Tratamientos contra el
Cancer

El desarrollo y el perfeccionamiento de
estos métodos inicid6 hace aproximadamente
3,000 A.C con la cultura egipcia.Posteriormente
los griegos y romanos acufiaron la palabra can-
cer (del griego “karkinos” que significa cangrejo),
ademas desarrollaron los primeros utensilios de
cirugia y elaboraron las primeras descripciones
de la enfermedad (cancer de mama). Los regis-
tros soportan el hecho de que la cauterizacion
(quemar el tejido afectado) fue una de las prime-
ras técnicas empleadas.

Durante la Edad Media, los avances cien-
tifico-tecnoldgicos en Europa se detuvieron
(periodo denominado oscurantismo) y los estu-
dios sobre el cancer no fueron la excepcion. Sin
embargo,se perfeccionaron algunos utensilios
y técnicas quirtrgicas relacionados con el trata-
miento de esta enfermedad.

Primeros tratamientos contra el cancer.

A) Papiro de Edwin Smith. Repre-
sentacion grafica de un médico del an-
tiguo Egipto se muestra el tratamien-
to de un paciente con cancer. (http://
medicina-a-su-servicio.webnode.com.co/
nosotros/,  http://arquehistoria.com/his-
torias-el-c-ncer-de-mama-en-el-antiguo-
egipto-415)

B) Papiro de Edwin Smith. Caso 45,
en recuadro rojo se resalta el caso de can-
cer de pecho, donde se describe la exami-
nacion, pronostico, tratamiento y explica-
cion de la enfermedad. (https://ceb.nIm.
nih.gov/proj/ttp/flash/smith/smith.html)
(@] Los griegos y el cancer. Imagen de
un mural griego, donde posiblemente se
ejemplifica la exploracion fisica para iden-
tificacion de tumores.
(http://www.crs-src.ca/page.as-
px?pid=1969)

D) Utensilios romanos de cobre para
cirugfa. Utensilios utilizados por los roma-
nos para las cirugias. (http://www.bordet.
be/en/presentation/history/cancer_e/can-
cer2.htm)
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Primeros tratamientos contra el
cancer.

A) Primeras operaciones de can-
cer en Europa. Compendio po-
pular de medicina y cirugia. llus-
tracion de una mujer teniendo
una operacion de mama asi como
de los instrumentos usados en
1675.  (http://allmyeyes.blogspot.
mx/2011_10_o01_archive.html)

B) Primeros instrumentos quirurgi-
cos para mastectomia. Instrumen-
tos disefiados para retirar tumores
de cancer de mama.
(https://www.flickr.com/pho-
tos/internetarchivebookima-
ges/14587191237/)

Q) Cirugias contra el cancer en el
siglo XVII. llustracion donde se
describe el procedimiento qui-
rurgico para retirar un tumor de
mama.  (http://allmyeyes.blogs-
pot.mx/2011_10_01_archive.html)

Testimonios de esto se encuentran en ma-
nuales del siglo XVII que puntualizan herramien-
tas utilizadas en las operaciones (cuchillos, pin-
zasy ganchos), asi como los procedimientos para
remover ciertos tumores solidos, entre ellos, el
cancer de mama. Estos registros se encuentran
en el compendio de cirugia y medicina descrita
por la orden de los Franciscanos en Alemania en

1675.

Ano 5/ Julio - Agosto / No. 28

El nacimiento de la oncologia en 1761(es-
pecialidad médica encargada de estudiar el can-
cer), fue un evento que marco el establecimiento
de las técnicas actuales para la lucha contra el
cancer. El conocimiento generado permitio el
desarrollo de avances en la busqueda de terapias
mas efectivas y menos traumaticas para los pa-
cientes. Algunos progresos que impactaron en
el desarrollo de los tratamientos contra el can-

THE RESULTS OF OPERATIONS FOR THE CURE OF
CANCER OF THE BREAST PERFORMED AT
THE JOHNS HOPKINS HOSPITAL
FROM JUNE, 1889, TO JANU-

ARY, 1894.

By WILLIAM'S. HALSTED, M.D.,

OF BALTIMORE,

PROFESSOR OF SURGERY IN JOHNS HOPKINS UNIVERSITY.

Articulo original de William S. Halsted donde describe la técnica de la mastectomia en pacientes
del hospital de Johns Hopkins en 1894.

Coordinacion de Investigacion Cientifica

|U.M.S.N.H.
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cer fueron: el uso de la anestesia, el perfecciona-
miento de las técnicas quirtrgicas (mastectomia)
y el nacimiento de la radio y quimioterapia.

Tratamientos Actuales Contra el Cancer

A mediados de los afios 50’s del siglo pasa-
do ya se utilizaban de manera rutinaria los tres
principales tratamientos contra el cancer, que
actualmente se usan: 1) la cirugia, 2) la radiotera-
pia, y 3) la quimioterapia. Estos, sustancialmen-
te han salvado muchas vidas, a pesar de sus di-
versos efectos adversos asociados a su uso (baja
eficiencia y efectos secundarios a la salud). Por
estas razones se han explorado nuevos procedi-
mientos con el fin de mejorar su eficiencia y dis-
minuir los efectos adversos.

En los Ultimos 20 afios se han innovado y
desarrollado nuevos tratamientos, los que tie-
nen como principal caracteristica la mejora en
la especificidad de atacar solo a las células can-
cerosas. El perfeccionamiento de la cirugia ha
generado el desarrollo de la microcirugia (uso
de micro camaras), criocirugia (uso de nitrégeno
liquido con temperaturas ultra-bajas) y la ciru-
gia con laser (uso de luz de alta intensidad usa-
do para reducir o destruir tumores), derivando
en procedimientos menos invasivos.También se
hanimplementado nuevas técnicas de quimiote-
rapia,que son mas efectivas a través de la com-
binacion de farmacos nuevos o ya existentes, el
uso de agentes quimio-protectores y la terapia
dirigida (farmacos especificos para cada tipo de
cancer).

Tratamiento Fundamento

Uso

alta intensidad.

Microcirugia Sondas con micro-cdmaras | Tratamiento de tumores poco
son utilizadas como guias | desarrollados de facil o dificil
para remover tejidos | acceso.
cancerosos o auxiliares en la
cirugia.

Criocirugia Uso de liquido | Destruccién localizada de tumores,
extremadamente frio, | como en prostata, cuello uterino y
usualmente nitrégeno liquido, | piel.
oxido nitrico 'y argon.

Laser Aplicacion de haces de luz de | Reduccién o  destruccion de

tumores en estadios tempranos de
canceres como: cuello uterino,
pene, vagina, vulva, pulmoén,
estémago,pdlipos de colon.

También utilizado como auxiliar en
las cirugias para sellar
terminaciones nerviosas y vasos
linfaticos.

Turning the pages On line. U.S. National library of
Medicine. https://ceb.nlm.nih.gov/proj/ttp/flash/smith/
smith.html

Institut Jules Bordet. 2005. The History of Cancer.
http://www.bordet.be/en/presentation/history/
cancer_e/cancer1.htm

Instituto Nacional del Cancer. https://www.cancer.gov/
espanol
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procedimientos in-
novadores, como el
uso de fragmentos
de acidos nucleicos
y  nanotecnologia
para el acarreo de
farmacos, ademas
de mejores métodos
de diagndstico, son
algunas de las nue-
vas propuestas para
el tratamiento de
algunas formas de
cancer.

|U.M.S.N.H.

Nuevas y Promete_ TRATAMIENTO FUNDAMENTO BLANCO
doras Terapias Con-
tra el Cancer F plicacion de ; que [ Tratarmlenio_en
disminuyen o detienen la proliferacién de | con cancer de
AIgUnaS de las células estos prostata y
nuevas terapias in farmacos interfieren en la actividad de | testiculo, principalmente.
- de B
_ Flutamida, Fulvestrant), en la produccion
CIUyen el uso de tra de estrégenos (Anastrozol) o de forma
tamientos hormona- general en la produccion o actividad
, hormonal (Megastrol).
les, éstos bloquean la
.. Vacunas Sustancias que apoyan, estimulan o | Vacunas contra virus de
actividad hormonal restauran la habilidad del sistema inmune, | papiloma humano (VPH) y
x para atacar agentes infecciosos que | hepatitis B, responsables
en IaS CelUIaS cance- provocan ciertos tipos de canceres. de cancer cérvico-uterino y
rosas, son utilizados de higado,
., respectivamente;  Vacuna
para la prevencion de tratamiento para cancer
de aI unos tl 0s de metastasico de prostata.
. g p ‘erapia génica | Introduccion de nuevo material genetico | Se ha probado  sobre
canceres, como el de (ADN, ARN) dentro de la célula para | algunos canceres como de
ovario y testl’culo. Una conseguir un beneficio terapéutico. ovario, mama y melanoma

propuesta muy pro-
metedora ha sido la
generacion de vacu-
nas, ejemplo de ello
es la elaborada contra
el virus del papiloma humano. Ademas, se han
desarrollado estrategias en donde se estimula
el sistema inmune con elementos como los in-
terferones, interleucinas, citocinas e inhibidores
y la manipulacion del sistema inmunoldgico de
los pacientes (ej. cancer de prostata y leucemia).
Sin embargo, éstos aun se encuentran en pro-
ceso experimental o no se conocen los efectos
secundarios por su reciente uso. El empleo de

cion de Investigacion Cientifica

¢Estamos Cerca

de Ganar la Guerra

Contra el Cancer?

Es dificil dar

una respuesta a esta
interrogante, ya que cada cancer es distinto en
origen y en cada individuo; sin embargo, la de-
teccion temprana permite que muchos de ellos
sean curables o que se puedan controlar, permi-
tiendo una mejor calidad de vida a los pacientes.
El avance en las investigaciones cientificas y el
alcance médico de los resultados que se obten-
gan, es esencial para ganar esta guerra contra el
cancer.
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10. DISCUSION GENERAL

En la busqueda de nuevas moléculas para el tratamiento contra el
cancer, los péptidos antimicrobianos o PA’'s son considerados una opcién
atractiva debido a su citotoxicidad y especificidad [1, 26, 36-38, 40]. Las plantas
son una fuente importante de PA’s y aunque en varios estudios se ha evaluado
su actividad citotoxica, poco se ha avanzado en el conocimiento del(de los)
mecanismo(s) por el cual actuan [36]. En este sentido, en el presente trabajo se
determiné el mecanismo de muerte inducido por las defensinas PaDef y y-
tionina, derivadas del aguacate y del chile habanero, respectivamente, en la
linea celular humana K562 de leucemia mieloide cronica.

Las defensinas PaDef y y-tionina mostraron citotoxicidad sobre la linea
celular K562 de manera dependiente de la concentracion. A partir de las
evaluaciones de citotoxicidad en esta linea celular se obtuvo una ICso de 97.3
ug/ml (18.65 pM) y 290 pg/ml (50.26 pM) para PaDef y y-tionina,
respectivamente. Ambas concentraciones se encuentran en el intervalo
reportado para otras defensinas de plantas probadas en la linea celular de
leucemia humana HL60, como la coccinina (30 uM) [190], faseococina (40 uM)
[132]; y en la linea celular de leucemia murina (M1) como la gimnina (50 pM)
[219]. Previamente, nuestro grupo de trabajo reportdé que la defensina PaDef
posee citotoxicidad sobre células de cancer de mama MCF-7 con una ICsy de
141.62 pg/ml (27.23 pM) [128], la cual es una concentracion mayor a la
requerida para provocar el mismo efecto en las células de leucemia (18.65 uM).
Asimismo, la defensina y-tionina fue citotoxica para las células MCF-7 con una
ICs0 de 117.29 ug/ml (20.58 pM); sin embargo, la citotoxicidad de este péptido
fue menor sobre las células K562 (50.26 pM). Las diferencias en la
citotoxicidad observadas pueden deberse a factores particulares del péptido
(composicion de residuos, longitud, carga, hidrofobicidad, anfipaticidad), asi
como a la estructura y composicion de la membrana de la célula blanco
(contenido de fosfatidilserina, residuos de acido sialico, glicanos sulfatados,
colesterol, receptores) [215]. Es interesante resaltar que, respecto a las
caracteristicas de las defensinas, PaDef tiene una carga neta de +4.17 y un
indice de hidrofobicidad de 0.34, mientras que y-tionina posee una carga de
+5.99 y un indice hidrofobicidad de 0.14. El perfil de hidrofobicidad de PaDef es
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2 veces mayor que y-tionina, lo cual, sumado a su carga, sugiere que tiene
mayor afinidad hacia las regiones hidrofébicas de la membrana citoplasmatica
de las células de leucemia [216]. Respecto a la célula blanco, como se
menciond existen varios elementos que le permiten a la célula cancerosa tener
una carga negativa y favorecer asi la interaccion de los PA’s, entre el que
destaca el fosfolipido fosfatidilserina, el cual es muy abundante en la parte
externa de la membrana de las células cancerosas y ausente en las células
normales [215]. En este sentido, de acuerdo a lo descrito en la literatura, en
general no existen diferencias sustanciales en las ICsq de los diferentes PA’s de
plantas evaluados en células de leucemias, lo cual puede atribuirse a que la
composicidn de la membrana citoplasmatica de las células de leucemia es muy
similar [220], contrario a lo reportado con otras células cancerosas de origen
distinto (p. ej. MCF-7), cuya composicion es muy diferente [218]. Sin embargo,
de manera particular las diferencias de la ICso de PaDef y y-tionina sobre las
células de leucemia K562 se podria asociar principalmente por las
caracteristicas fisicoquimicas de los PA’s. Hipotéticamente, la interaccion de
PaDef con la membrana de la célula blanco podria favorecerse por el nucleo
hidrofobico que posee, provocando la activacion de algun elemento membranal
involucrado en la apoptosis de la via extrinseca (p. €j. receptor). En el caso de
la defensina y-tionina, se sugiere que debido a su carga positiva (+5.99) y bajo
indice hidréfobico, se favorece su interaccion con las cargas negativas de la
parte externa de la membrana de la célula, pero requiere alcanzar un umbral de
concentracion que favorezca la formacion de algun tipo de estructura (p. ej.
poro transitorio), el cual le permitiria ingresar a la célula y actuar en algun
blanco intracelular. Esto ultimo podria explicar por que se requiere una
concentracion 2.5 veces mayor de este PA con respecto a PaDef. Sin embargo,
se requiere realizar experimentos adicionales que permitan probar estas
hipotesis.

Por otro lado, ninguna de las defensinas mostré actividad citotdxica
sobre células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Esto coincide con lo
reportado en nuestro grupo de trabajo para ambas defensinas [128, 170].
Resultados similares se han descrito para las defensinas de plantas
faseococcina [185], coccinina [184], defensina “purple pole” [171]. Esta
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selectividad de las defensinas PaDef y y-tionina se podria atribuir parcialmente
a que las células normales carecen de carga en su membrana plasmatica
(carga zwitterionica) [106], por lo tanto, no se favorece la interaccién con
moléculas catidnicas, como es el caso de las defensinas. Hasta nuestro
conocimiento este es el primer reporte de citotoxicidad de las defensinas de
plantas PaDef y y-tionina sobre células de leucemia K562, asi como de una
posible selectividad hacia células normales.

Los mecanismos de citotoxicidad de las defensinas de plantas se han
estudiado poco [36]. Sin embargo, el mecanismo de muerte celular mejor
descrito es la necrosis (lisis celular), como es el caso de las defensinas TPP3
(Lycopersicon esculentum) en células HeLa, U937 [187], y NaD1 (Nicotiana
alata) en células de cancer U937, HeLa, MM170 y Jurkat [125]. La necrosis
ocurre por la desestabilizacion y permeabilizacion de la membrana celular,
resultado de la interaccion directa de la defensina con el fosfolipido de la
membrana plasmatica fosfatidilinisitol 4,5 bifosfato (PIP2) [125, 126]. De
manera interesante, ambas defensinas de estudio no provocaron dafo a la
membrana plasmatica, lo cual descarta un mecanismo necrético. Sin embargo,
los péptidos PaDef y y-tionina inducen apoptosis (Capitulos 1y 2) en las células
K562, lo cual coincide con lo reportado para las defensinas de plantas, como es
el caso de PaDef sobre células de cancer de mama (MCF-7) [128], RsAFP2 y
HsAFP1 en Candida albicans [221, 222]. Hasta nuestro conocimiento, este es
el primer reporte de defensinas de plantas que inducen apoptosis en células de
leucemia. Sin embargo, la induccidn de apoptosis en este tipo de células se ha
reportado para algunos PA’s de origen animal como la lactoferricina de bovino
(LfcinB6, LfcinB), Pep2, Pep3, cecropina CB1a, entre otros [105].

La apoptosis puede ser clasificada como dependiente de caspasas e
independiente de caspasas. La apoptosis dependiente de caspasas ocurre por
la via extrinseca (mediada por receptores transmembranales) o por la via
intrinseca (mediada por la mitocondria) [64-66], y por una via independiente de
caspasas que es mediada por la activacién de las calpainas [66]. De acuerdo a
los resultados obtenidos en este trabajo, la defensina PaDef induce la
apoptosis en las células K562 por la via extrinseca (Capitulo 1), ademas de

favorecer una respuesta inflamatoria por la secrecién de TNF-a, de manera
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similar a lo reportado para y-tionina en células de epitelio mamario bovino [217].
El incremento en la secrecidon de TNF-a podria favorecer la activacion de la
apoptosis via extrinseca, como previamente se ha descrito [223].

Por su parte, la defensina y-tionina indujo la apoptosis independiente de
caspasas mediada por calpainas (Capitulo 2). Hasta nuestro conocimiento este
es el primer reporte en el que se describe este mecanismo de accion citotoxico
para un péptido antimicrobiano de plantas, el cual solo se ha descrito para la
catelicidina humana LL-37 en células Jurkat [70]. Por consiguiente, la
activacion de esta ruta independiente de caspasas sugiere que la defensina y-
tionina, por sus propiedades estructurales, puede interactuar con el nucleo
hidrofobico de la membrana lo que facilita la formacion de poros transitorios y
posibilita su internalizacién para activar mecanismos internos como la induccion
de apoptosis intrinseca [216,224,225] o la independiente de caspasas; sin
embargo, se requieren de otros estudios que permitan evaluar si el péptido se

internaliza en las células K562.

Finalmente, en las defensinas de plantas se ha reportado una diversidad
de blancos celulares sobre los cuales actuan, lo que permite postular su uso
como una terapia en diferentes tipos de células cancerosas. Esta diversidad de
blancos de accion podria contribuir a solucionar los problemas que tienen
algunos farmacos en el tratamiento contra el cancer, principalmente su
inespecificidad y la capacidad de desarrollar resistencia al tratamiento
convencional. Los resultados obtenidos en esta investigacion contribuyen a
entender el mecanismo por el cual las defensinas PaDef y y-tionina activan
mecanismos de apoptosis distintos en las células de leucemia K562. Sin
embargo, el posible uso terapéutico de ambos péptidos en contra del cancer,
requiere de mas estudios (ej. probarlos en distintas lineas celulares y modelos

bioldgicos in vivo) que permitan determinar su potencial en una posible terapia.
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11. CONCLUSION GENERAL

En las células de leucemia mieloide K562 la defensina PaDef (Persea
americana var. drymifolia) fue citotoxica (ICsp = 97.3 pg/ml) a través de la
activacion de la apoptosis extrinseca, probablemente mediada por TNF-a.
Mientras que la citotoxicidad de y-tionina (Capsicum chinense) (ICso = 290
Mg/m) hacia las células K562 fue mediada por la induccién de la apoptosis
independiente de caspasas, en la cual participan las calpainas. Estas
actividades sugieren que estas defensinas podrian ser moléculas potenciales

en el tratamiento de leucemias humanas.
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