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A APOPTOSIS ha sido un area de investi-
gacion intensa, que incluye el estudio de los
componentes que inhiben o desencadenan
este mecanismo de muerte celular. Siendo un
importante proceso implicado en muchas en-
fermedades patologicas, incluyendo el cancer,
se ha investigado nuevos componentes natu-
rales en un intento de inhibir o desencadenar
este proceso celular fundamental haciendo la
apoptosis susceptible a nuevas intervenciones
biofarmacéuticas. El objetivo de este estudio
fue mvestigar el efecto antitumoral de FR-91,
un lisado estandarizado de células microbia-

nas pertenecientes al género Bacillus, contra
las lineas celulares tumorales SW872 (células

adiposas humanas), SW982 (sarcoma sinovial
humano), HL-60 (células promielociticas), HS
274.T (adenocarcinoma de mama), HS 313.T
(linfoma), H2126 (adenocarcinoma pulmo-
nar). Usamos el ensayo MTT (3-(4,5-dime-
tiltiazol-2-y1) 2,5 bromuro de difeniltetrazo-
lium) para estudiar la actividad de inhibicion
de crecimiento y apoptosis del FR-91. Infor-
mamos de la actividad potencial apoptogénica
de FR-91 después de 24 horas de incubacion
a 10, 25 y 50 pl/ml. Se observo apoptosis, de-
terminada por la fragmentacion del DNA ce-
lular, en las lineas HL.-60, HS 313T, SW872,
SW982 y TOV-21G tratadas con 25 y 50 pl/
ml de FR-91. El nivel mas alto de inhibicion




del crecimiento en el ensayo de citotoxicidad,
se observo en las lineas SW872 (55, 78 y 87%),
SW982 (50, 70, 87%) y TOV-21G (42, 66,
85%), con respecto a las células no tratadas,
mientras que los resultados de la expresion de
genes asociada a la apoptosis indic6 regula-
ci6n a la baja de Bcl-2 en todas las lineas ce-
lulares. Todos estos resultados juntos sugieren
que el FR-91 contiene pequetios péptidos lo
cuales pueden contribuir a la induccién de la
apoptosis. Se requeriran futuras investigacio-
nes para clarificar la naturaleza de estos cons-
tituyentes bioactivos y los efectos del FR-91 in
vivo sobre modelos animales experimentales
tumor-inducidos.

Introduccion

La proliferaciéon no regulada parece ser un sello
del incremento de la susceptibilidad a la neoplasia.
La prevencion del cancer esta generalmente aso-
ciada con la inhibicion, reversiéon o retardo en la
hiperproliferacion celular. Estudios experimenta-
les y epidemiologicos han demostrado que una va-
riedad de alimentos y componentes alimenticios,
debido a varias propiedades biologicas, pueden
modular el sistema inmune de los mamiferos y
pueden ser utilizados en la prevenciéon de muchas
enfermedades degenerativas siendo mas economi-
€os y menos penosos representando asi una nueva
forma racional de aproximacion al cancer. >
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Es bien conocido que ciertas isoflavonas y flavonas
de la dieta se comportan como inhibidores del cre-
cmiento celular. Una de sus propiedades biologi-
cas, es el hecho de proporcionar resistencia al creci-
miento fingico y bacteriano. Y aunque la mayoria
de ellas parecen ser no toxicas para humanos y ani-
males han demostrado inhibir la proliferacion de
muchas células cancerigenas humanas cultivadas.

Se han presentado informes de los efectos anti-
proliferativos de quercetina, taxifolin, nobiletin y
tangretin a 2-8 pg/ml durante 3-7 dias sobre las
siguientes lineas células tumorales: miningioma,
carcinoma de pulmon, carcinoma de células esca-
mosas, carcinoma de colon y leucemia.

Estudios sobre ratones, ratas y pollos han demos-
trado que muchos animales son portadores de vi-
rus oncogénicos latentes que se mantienen inacti-
vos pero que ocasionalmente se activan para cau-
sar el desarrollo de tumores o leucemia. El proceso
de activacion puede desencadenarse por varios
factores externos o internos, tales como la radia-
cién, ciertas hormonas o productos quimicos. Sin
embargo, la activacion de estos virus inductores de
tumores latentes puede ser sustancialmente retar-
dada o incluso prevenida evitando o reduciendo,
la exposicion a ciertos factores inductores asi como
por el uso de productos naturales.

Las bacterias que residen en el tracto intestinal
generalmente tienen una relacion simbidtica
con el huésped. Las bacterias beneficiosas pro-
ducen antibidticos naturales que mantienen los
microbios patdgenos bajo control (previniendo
diarreas e infecciones) y produciendo algunas vi-
taminas B en el intestino delgado dénde pueden
ser utilizadas. Las bacterias beneficiosas ayudan
a) en la digestion proporcionando exo-enzimas
tales como la lactasa en el intestino delgado, b)
fortalecimiento del sistema inmune en el intes-
tino donde tienen lugar muchas de las interac-
ciones entre el mundo exterior y el organismo y
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¢) previniendo reacciones alérgicas alimentarias.
Ademas pueden ayudar a prevenir el cancer en
diferentes estados de desarrollo. Estas bacterias
beneficiosas pueden mejorar la absorcion de
minerales, maximizando la utilizacién de los ali-
mentos. Sin embargo, el balance entre bacterias
beneficiosas y potencialmente patogenas en el
intestino es dieta-dependiente.

Estudios llevados acabo en ratas han mostrado
que los probidticos pueden inhibir la forma-
ci6n de focos de criptas aberrantes identifica-
dos como lesiones precancerosas en el colon.
Los mejores resultados se obtuvieron con una
cepa de probidticos consumida junto a inulina,
un tipo de fructooligosacarido. El total de fo-
cos de criptas aberrantes quimicamente indu-
cidas se redujo un 74% tratando a las ratas con
inulina y B. longum, pero sélo un 29% y 21%
cuando se trataron con B. longum e inulina res-
pectivamente, por separado. Hubo un efecto
sinérgico usando ambos productos juntos. Se
vio el mismo efectos sinérgico en ratas con
azoxymethane con cancer de colon inducido
en otro estudio. Ratas alimentadas con Rafti-
losa, una mezcla de inulina y oligofructosa, o
Raftilosa con Lactobacillus rhaminosus (LGG) y bi-
Sfidobacterium lactis (Bb12) que tuvo un significan-
te numero menor de tumores en comparaciéon
con el grupo control. Una mezcla probibtica,
sin ningun prebiodtico, dado a ratas a las que
se habia administrado azoxymethane, redujo
los tumores de colon comparado con el grupo
control (50% vs 90%) y también redujo el n° de
tumores a las ratas tumor-inducidas.

En el presente estudio, se han empleado diferentes
concentraciones de FR-91, un lisado estandariza-
do de células microbianas pertenecientes al géne-
ro Bacillus, para investigar la actividad potencial
antitumoral frente a las lineas tumorales SW872,
SW982, HL-60, HS274.T. HS 313.T, H2126,
TOV 21G, WM115 y HS281'.




Materiales y métodos

Cultivos y lineas celulares

Las células adiposas humanas (SW872) y la li-
nea del sarcoma sinovial humana (SW982) se
obtuvieron de Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC Rockville, MD, USA). Las células
se mantuvieron en el medio 1-15 (medio Leibo-
vitz-15 con L-glutamina [PAA, The Cell Cultu-
re Company, Oasching, Austria]), suplementado
con 10% de suero de feto bovino inactivado al
calor (FBS,PAA) y bicarbonato sodico [1,5 g/It,
Gibco]), incubados a 37°C'y 5% CO,,. La linea
celular HL-60 (células promielociticas) fueron
obtenidas de Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC Rockville, MD, USA). Las células
crecieron en medio RPMI 1640 suplementado
con 10% de SFB inactivado al calor, 100 IU de
Penicilina, 100 pg/ml Estreptomicina, y 2 mM
L-glutamina. La linea celular HS 274.T (adeno-
carcinoma de mama) se obtuvo de de Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC Rockville,
MD, USA). Crecieron en medio Eagle Dulbecco
modificado (DMEM) suplementado con 10% de
SFB mactivado al calor; 100 UT Penicilin, 100 pg/
ml Estreptomicina y 2 mM L-glutamina. La linea
celular hipotriploide H2126 procedente de me-
tastasis del derrame pleural de adenocarcinoma
se obtuvo de Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC Rockville, MD, USA). Crecieron en
medio DMEM/ F12 suplementado con 5% de
SFB inactivado al calor; 100 UI Penicilin, 100 pg/
ml Estreptomicina y 2 mM L-glutamina y suple-
mento G-5. La linea celular TOV 21G de cancer
epitelial ovarico, se obtuvo de Coleccion Ameri-
cana de Cultivos Tipo (ATCC Rockville, MD,
USA). Las células crecieron en medio DMEM
suplementado con 1% de SFB inactivado al calor,
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC
Rockville, MD, USA) . La linea celular WM 115
(melanoma) se obtuvo de Coleccion Americana
de Cultivos Tipo (ATCC Rockville, MD, USA).
Las células crecieron en Medio Eagle (MEM),100
UI Penicilina, 100 pg/ml Estreptomicina y 2 mM
L-glutamina. La lineas 281T (Adenocarcinoma
de mama) se obtuvo de Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC Rockville, MD, USA). Cre-
cieron en medio DMEM suplementado con 10%
se SFB inactivado al calor, 100 UT Penicilina, 100
ug/ml Estreptomicina y 2 mM L-glutamina. El
stock de células se mantuvo en nitrogeno liquido.

Antes de ser usadas en ensayos experimentales, las
células crecieron en monocapa dénde se liberaron
del falcon con 0,25% de tripsina (PAA), lavadas
dos veces con medio fresco y posteriormente sem-
bradas en microplaca de 96 pocillos. El recuento
de células viables se confirmo antes de cada expe-
rimento usando tripan.

Reactivos quimicos

El medio RPMI 1640 Buffer Hepes, DMEM,
DMEM/F-12; L-15, MEM, Tripsina, suple-
mento G-5 y el CrioMaxx se obtuvieron de
PAA. La Glutamina y los antibiéticos (Penicili-
na y Estreptomicina) se compraron en Sigma-
Aldrich (Madrid, Espana).

Ensayo de reduccion MTT

El ensayo de proliferacion celular se determi-
no6 usando el ensayo MTT. Las lineas celulares
(1x10° cel/ml) se incubaron en placa de 96 po-
cillos con diferentes dosis de FR-91 (10, 25 y
50 pl/w) durante 24 horas. Se afiadié 10 ul de
MTT (10 mg/ml) a cada pocillo y se incubaron
a 37°C durante 4 horas. Tras la incubacion, el
precipitado MTT-formazan se disolvié en 100
pl de DMSO vy la absorbancia fue registrada
a 570nm en un lector automatico (BioRAD).
Los datos se presentaron como el % de cito-
toxicidad frente a las células no tratadas.

Determinacion de DNA en escalera

La determinacion de DNA en escalera fue
realizada por el método estandar. Este método
previene la contaminacion del DNA genémico
completo con DNA fragmentado. En resumen,
después del tratamiento con FR-91, las células
fueron recogidas, lavadas 2 veces con PBS frio
y lisadas durante 30 minutos a 4°C en buffer de
lisis (50 mM Tris-HCL, pH 7.5, | mM EDTA,
0,2% TRiton X-100) usando cuentas de zirco-
nium y lisador automatico de cels.

Esto es un texto simulado
que sera sustituido

Después se centrifugd a 15.000 x g durante
20 minutos. El sobrenadante se traté con un
coctel inhibidor de la proteasa y 0,5% SDS
durantel hora a 37°C.. Se extrajo el DNA dos
veces con fenol y se precipité con 150 mM de
CLNa y dos volimenes de etanol a -20°C.. El
DNA precipitado se lavé dos veces con etanol
frio 70%,disuelto en TE buffer y tratado du-
rante 1 hora con RNAasa a 37°C. Finalmente,
los precipitados de DNA fueron tefiidos con
yoduro de propicio, realizada la electroforesis
sobre gel de agarosa al 2% y visualizado en un
sistema automatico de documentaciéon de gel
(BioRAD system).

Estimacion cuantitativa de fragmentacion de DNA
usando un ensayo de inmuno absorcion ligado a en-
zimas (Enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA)

Tras el tratamiento con tripsina, las células se
recogieron con una breve centrifugacion y se>>
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Dligonuclieotides used in the RT-PCR
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L | 5 -AAMACTTACCAAGGCAACTA-Y'

5 - TGAMATATTCTCCATCGAGT-3

SR
antsense

SEN5e
FUIE e

5'CATGTOCGATCCTGGTGATG-3 |
| 5'-AGTOCAAGACAGCGACAAGG -3
1

5'-TGCACCTGACGCCCTTCAC-3

! 5 - AGACAGCCAGGAGAMTCARACAG-3

SEnse
amisense

5-ACCAAGAAGCTGAGCGAGTGTC-3
5 -ACAAAGATGGTCACGGTCTGCC-3

transfirieron a una microplaca de 96 pocillos a
una densidad de 110" megl/pocillo (Costar) e
incubadas toda la noche en medio completo a
37°C'y 5% de atmosfera de C0,. Al dia siguien-
te el medio se cambi6 por 100 pl de medio
completo con o sin la concentraciéon indicada
de 10, 25 y 50 pl de FR-91 incubadas de nue-
vo durante 24 horas mas. En algunos experi-
mentos, las células se preincubaron con Z-vad-
FMK (Promega) o inhibidor de la adenosin
kinasa 5’-iodotubercidin (IT; Sigma) antes de
la incubacion con FR-91. Después de esto, los
fragmentos de DNA fueron cuantitativamente
estimados en las restantes células fijadas usando
la técnica de ELISA (Cell Detection ELISAPY,
Behringer Mannheim, Mannheim Germany),
de acuerdo al protocolo del fabricante.

Se midio la absorbancia a 405 nm (referencia
a 492 nm) en cada pocillo y la media * fue tra-
zada como una funciéon de la concentracion
del agente indicado. Todas las incubaciones
control contenian la max concentraciéon de
DMSO el cual tenia una concentraciéon tipi-
ca <0,1%. La concentracion de DMSO hasta
1,25% no indujo una fragmentacion significa-
tiva de DNA (datos no mostrados). Cada ex-
perimento independiente se llevo a cabo por
triplicado usando todas las diferentes lineas
celulares tumorales.

Aislamiento de RNA y RT-PCR

EI RNA celular total fue aislado mediante lisis
en un buffer de tiocianato guanidina por un
simple proceso de extraccion con fenol: clo-
roformo: alcohol isoamilo. En resumen, las
células fueron recolectadas y lisadas en una
solucion que contenia 4M isocianato de gua-
nidina, 25mM de sodio citrato, (pH 7.0), 0,5%
sodio sarcosina y 0,1 M Bmercaptoetanol. Se-
cuencialmente, se afiadi6 para homogeneizar
1/10 volumen de 2M acetato sodico (pH 4,9)
un volumen de fenol y 1/5 volumen de cloro-
formo alcohol isoamilo (49:1,v/v).
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Después de agitar vigorosamente durante
30 segundos, la solucion fue centrifugada a
10.000 x g durante 15 minutos a 4°C. El RNA
de la fase acuosa se precipité por la adiccion
de 0,5 ml de isopropanol. Un pg del RNA to-
tal sufrié un proceso de transcripcion inversa
en cDNA por incubacién con 200 unidades
de transcriptasa inversa en 20 pl de buffer de
reacciéon que contenia 0,25 pg random pri-
mers (cebador aleatorio) y 0,8 mM dNTPs a
42 °C durante 1 hora. Dos pl de cada primer
(cebador) y 5 unidades Taq DNA polimerasa
durante 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 1 minuto a la temperatura de hibri-
daciéon de 55°C/1 min y extension a 72°C/2
min. Los productos resultantes de la PCR se
analizaron en electroforesis de 1,5% gel de
agarosa. Las secuencias para los vcebadores
especificos usados en la PCR aparecen resu-

midas en Tabla 1.

Andlisis estadisticos

Todos los test estadisticos fueron llevados a cabo
usando SPSS (version 11.0; SPSS Inc, Chicago) y
a valor P<0,005 significado estadistico indicado.

Los datos se analizaron usando factor doble
de analisis de medidas repetidas de varianza
(ANOVA) seguido por analisis post hoc, don-
de el 1-factor medida repetidas ANOVA, se-
guido por el test de Turkey’s para un efecto
significante de dosis y emparejado ¢ test para
un significante efecto del tratamiento FR-91.

Resultados

Inhibicion del crecimiento en lineas celulares
tumorales de FR-91

Para examinar el posible efecto antineoplasico del
FR-91 en células tumorales, se determind primero
su efecto sobre el crecimiento celular mediante el
ensayo M'TT; el cual mide el metabolismo de las
células vivas basado en su actividad mitocondrial
dehidrogenasa. Como muestrala Fig /7, FR-91 ori-
gina inhibicion del crecimiento dosis dependiente.
La citotoxicidad no fue limitada a unalinea celular
especifica sino que otras 5 lineas celulares fueron
sensibles a los efectos del FR-91.

El mayor nivel de inhibicién del crecimiento se ob-
servo enlalinea SW872 (55%, 78%, 87%), SW982
50%, 70%, 87%) y TOV-21G (42%, 66%,85%)
mientras que en la linea HL-60 (6%,33%0,48%) y
en HS 313.T (5%, 50% 60%) mostraron un lige-
ro, pero significante efecto citotoxico en compara-
cién con las células no tratadas.

A concentraciones mas bajas de FR-91 (10
pl/ml) se observé una diferencia significativa



entre las células control y las lineas tumorales
SW872, SW982, y TOV-21G. No se observo
efecto citotoxico en HS 274.T, H2126, WM
115, y HS281.T. Para determinar si es reversi-
ble el efecto antiproliferativo, las lineas SW872,
SW982, y TOV-21G fueron tratadas con 25
pl/ml de FR-91 o con medio de cultivo durante
48 horas. Las células tratadas con FR-91 y las
que solo lo hicieron con medio, se incubaron
en medio completo durante 0, 6, 24, y 72 ho-
ras seguidamente se tripsinaron y se realiz6 el
recuento. Tras 48 h de tratamiento con FR-91,
el nimero de células habia decrecido un 50%
en todas las lineas celulares. Una vez eliminado
el FR-91 el n° de células no incrementd pero
bastantes mostraron una pequefia disminuciéon
adicional, mientras que el nimero de células,
en ausencia de tratamiento, se increment6 con
el tiempo (Fig 2). Estos datos indican que el FR-
91 no tiene efecto reversible.

Induccion de la apoptosis en lineas celulares
tumorales con FR-91

Lo siguiente fue testar si la administracion de
FR-91 indujo efectos citotoxicos en las lineas tu-
morales humanas SW872, SW982, HL.-60, HS
274.T, HS 313.T, H 2126, TOV 21G, WM115,
HS 281.T. Cuando las células fueron trata-
das con 10, 25, y 50 pl/ml de FR-91 durante
24 horas y se las examiné morfologicamente al
microscopio, se observd que una porciéon de las
células mostraba condensacion (punta de flecha)
y escision (flecha) del nucleo, ambos tipicos de la
apoptosis (Fig 5). Ninguna de estas imagenes se
observo en las células control no tratadas. Los
resultados siguientes, medidos en absorbancia,
(570 nm), claramente muestran que el trata-
miento con FR-91 induce a la apoptosis en las
lineas celulares HL-60 (FR-91 25 pl/ml: 0,96,
p<0,001 vs negativo, 0,12, y positivo, 1,47, de
los controles). FR-91 50 ul/ml: 1,1 p<0,001 vs
negativo 0,18 y positivo 1,72 del control); HS
318T (FR-91 25 pl/ml: 0,77, p<0,001 vs nega-
tivo 0,18 y positivo 1,72 del control; FR-91 50
ul/ml: 0,68, p<0,001 vs negativo, 0,18 y posito,
1,72 del control); SW872 (FR-91 10 ul/ml: 0,58,
p<0,001 vs negativo, 0,17, y positivo; FR-91 250
1,64 del control; FR-91 25 ul/ml: 0,76, p<0,001
vs negativo, 0,17, y positivo, 1,64 del control;
FR-91 50 pl/ml p<0,001: 1,55 pl/ml vs nega-
tivo 0,17 y positivo, 1,64 del control); SW982
(FR-91 10 pl/ml 0,77, p<0,002 vs negativo,
0,24 y positivol,8 del control;FR-91 25 pl/ml:
0,99, p<0,001 vs negativo, 0,17 y positivo 1,64
del control; FR-91 50 pl/ml: 1,48, p<0,001
vs negativo 0,17 y positivo 1,64 del control); y
TOV-21G 25 pl/ml: 0,58, p<0,001 vs negativo
0,17 y positivo 1,8 del control; FR-91 50pl/ml:
1,6, p<0,001 vs negativo, 0,17 y positivo 1,8 del
control (/7g 4). E1 DNA procedente de las lineas
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A Figura 2

Inhibicion del crecimiento de SW872, SW982, HL-60, HS 274.T, HS 313.T, H2126,
TOV 21G, WM 115y HS 281T en lineas celulares tumorales humanas.

celulares tratadas HL-60, HS 313.T, SW872,
SW982, y TOV-21G con FR_91 durante 24
horas mostré fragmentaciéon nucleosomal en
escalera sobre electroforesis de gel de agarosa
(datos no mostrados).No se observaron signos
de apoptosis en las lineas HS 274.T (FR-91 10
ul/ml: 0,22, p=0,28 vs negativo 0,2 y positivo
1,65 del control; FR-91 25 pl/ml: 0,24, p=
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Inhibicion del crecimiento de SW872, SW982, HL-60, HS 274.T, HS 313.T, H2126,
TOV 21G, WM 115y HS 281T en lineas celulares tumorales humanas.

56 GenT

0,08 vs negativo 0,22 y positivo 1,65 del con-
trol; FR-91 50 pl/ml: 0,2, p= 0,33 vs negativo
0,22 y positivo, 1,65 del control); HS2126 (FR-
91 10 pl/ml: 0,18, p= 0,32 vs negativo, 0,2 y
positivol,75 del control, FR-91 25 pl/ml: 0,23,
p= 0,78 vs negativo, 0,2 y positivo 1,75 del con-
trol; FR-91 50 pl/ml: 0,22, p=0,52 vs negati-
vo, 0,2 y positivo 1,75 del control), WM 115
(FR-91 10 pl/ml: 0,23, p= 0,25 vs negativo,
0,14 y positivo, 1,69 del control; FR-91 25 pl/
ml: 0,22, p=0,27 vs negativo, 0,14 y positivo,
1,69 del control; FR-91 50 pl/ml: 0,24, p=0,07
vs negativo, 0,14 y positivo, 1,69 del control)
y HS 281T (FR-91 10 pwl/ml: 0,2, p= 0,25 vs
negativo 0,24 y positivo 1,81 del control; FR-
91 25 pl/ml: 0,22, p= 0,27 vs negativo, 0,24 y

Efectos de FR-91 sobre lineas celulares tumorales humanas

positivo 1,81 del control; FR-91 50 ul/ml: 0,24
p=0,07 vs negativo, 0,24 y positivo 1,81 del
control (Fig 5).

Expresion del gen regulador Bcl-2 en lineas tumo-
rales tratadas con FR-91

En una investigacion siguiente, los mecanismos
moleculares responsable del FR-91, induje-
ron apoptosis en las lineas HL-60, HS 313
SW872, SW982 y TOV-21G. Se analiz6 la
expresion genética de algunos genes apoptosis
relacionados tales como p53, p21, Bax y Bcl-2
por Rt-PCR (Fig 6). El tratamiento con FR-91
origind la regulacién de la expresion del gen
Bcl-2, mientras que no fueron afectados otros
genes los cuales, por tanto mostraron un relati-
vo crecimiento de Bax/Bcl-2 ratio.

Discusion

En un intento de comprender y tratar las enfer-
medades, se han descubierto, por ensayo y error,
varios componentes naturales que han sido
usados durante miles de afios por una fraccion
importante de la poblacién en muchos paises y
regiones alrededor del mundo. Se estima, que
alrededor de un 25% de los farmacos mundial-
mente prescritos actualmente, derivan de plan-
tas y que un 60% de los medicamentos antican-
cerigenos/antiinfecciosos, en el mercado o bajo
experimentacion clinica son de origen natural
y que extractos procedentes de plantas como
Taxol, curcumilla, acidos fenolicos, y flavonoi-
des se han descritos como inhibidores del creci-
miento tumoral en muchos tipos de canceres. El
crecimiento tumoral esta generalmente asociado
con cambios marcados en la hematopoyesis, in-
munorespuesta, mielosupresiéon y anemia.

El sistema inmune tiene varios recursos potencia-
les para limitar, e incluso prevenir, el crecimiento
tumoral. Entre estos se incluyen: a) inmunidad
especifica contra tumores mediada por células
T asociada a transplante antigeno (TATAs.); b)
produccion de anticuerpos contra TATAs y/o
otras estructuras antigénicas asociadas con célu-
las tumorales; ¢) inmunidad natural cel-mediada
contra tumores la cual consiste, principalmente de
células natural-killer (NK) y macrofagos activados
y d) anticuerpos antitumorales naturales.

Aunque hay alguna evidencia de efecto antitu-
moral de anticuerpos especifica o naturalmente
inducidos, particularmente si son citotoxicos, en
presencia de complemento o en combinacién con
linfocitos o macréfagos que expresan receptores
para la porcion Fe de las inmunoglobulinas, y por
lo tanto puede mediar entre anticuerpo cel-depen-
diente de la citotoxicidad cel-mediada ADCC), la
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mayoria de la atencion y de los datos experimen-
tales han estado focalizados sobre la inmunidad
cel-mediada como la base para una posible resis-
tencia del huésped contra el crecimiento progresivo
del tumor. Ha habido mucho interés y controversia
durante muchos afios sobre el posible papel de cada
uno de estos mecanismos inmunologicos en preve-
nir el desarrollo inicial de tumores detectables.

Las consideraciones entre estas linea se abarcan
en la vigilancia inmunolégica contra los tumo-
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res. Se ha realizado un informe de una version
actualizada de esta hipotesis, la cual incluye la
potencial participacion de células NK y otros as-
pectos de inmunidad natural asi como la inmu-
nidad especifica mediada por células T. El mas
convincente apoyo a esta hip6tesis ha venido de
observaciones, en situaciones clinicas asi como
en modelo experimental animal, de los tumores
mas sustancialmente frecuentes desarrollados en
individuos inmunodeficientes en comparaciéon
con individuos con un funcionamiento normal>>

4 Fgura 4

Inhibicién del crecimiento
de SW872, SW982, HL-
60, HS 274.T, HS 313.T,
H2126, TOV 21G, WM
115y HS 281T en lineas
celulares tumorales
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Efectos de FR-91 sobre lineas celulares tumorales humanas
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del sistema inmune. Por ejemplo, el desarrollo
frecuente de la enfermedad linfoproliferativa en
pacientes inmunosuprimidos con trasplante de
algn 6rgano, pacientes infectados con el virus
del SIDA, o en nifios con inmunodeficiencia
congénita, donde el sistema inmune tiene un pa-
pel en la prevencion de este tipo de cancer. Sin
embargo ha sido muy efectivo en la vigilancia
del sistema inmune. Es un hecho bastante posi-
ble que diferentes secciones del sistema inmune
contribuyan a la resistencia contra el desarrollo
del tumor primario con la apariencia de una en-
fermedad maligna manifiesta posiblemente re-
presentando el fallo en mas de una de defensa.

Aunque hay al menos 120 sustancias quimicas
utiles como medicamentos antineoplasicos, y
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entre ellas Paclitaxel (Taxol), aislada de tres es-
pecies del género Zaxus, procedentes de plantas
a través del mundo, existe todavia controversia
sobre el papel de componentes naturales en el
tratamiento de diferentes tipos de tumores. Es-
tudios epidemioldgicos-valorando la ingestion
diaria de componentes naturales aunque ba-
sados firmemente en hipoétesis biologicamente
plausibles han proporcionado ayuda para la
asociacion entre la reduccion del riesgo y la
ingesta bioactiva en la mayoria, aunque no en
la totalidad de los datos de los estudios publica-
dos. Aunque el extracto FR-91 ha demostrado
in vitro ¢ i viwo actividad antineoplasica contra
diferentes lineas celulares tumorales, no ha sido
completamente examinado el mecanismo de



este efecto. En este estudio, el FR-91 demostro
citotoxicidad selectiva  vitro en células tumo-
rales humanas testadas (liposarcoma, sarcoma,
lineas celulares tumorales mielociticas, de ova-
rio y linfoma) cuando se las compara con célu-
las no tratadas. Mas atin, FR-91 mostré el ma-
yor efecto citotoxico en cel. HS.313.T que son
resistentes a la quimioterapia. La habilidad de
este compuesto para matar efectivamente va-
rios tipos de tumores sin efecto aparente en cé-
lulas normales indica que este compuesto pue-
de ser un potencial agente quimioterapéutico.
La induccién a la apoptosis del FR-91 ocurrié
de una manera dosis dependiente y se acompa-
no6 de la disrupcion del potencial mitocondrial
transmembrana (datos no mostrados) y la acti-
vacion de caspasa-3 y quizas la caspasa-8.

El resultado del estudio sugiere que el FR-91 in-
habilita la proliferacion de las células tumorales
por un mecanismo que implica citotoxicidad.
La forma predominante de la muerte celular
es la apoptosis puesto que se vio inicialmente
la apoptosis en la muerte celular. Sin embargo,
a periodos de incubaciéon mayor, se observo la
muerte celular por necrosis. Es probable que
la muerte celular por necrosis ocurriera como
un efecto secundario, y es un fenémeno visto
i vitro debido a la falta de fagocitosis de cels
blancas. Sin embargo, la posibilidad de que
FR-91 cause ambas formas de muerte celular
no puede ser excluida y la incidencia de estas
formas de muerte depende de la concentracion
empleada y del periodo de incubacion.

La apoptosis es regulada y ejecutada por la in-
teraccion de diferentes genes frente a varios esti-
mulos. Hay dos caminos centrales que conducen
a la apoptosis.1) induccion positiva a la unién a
los receptores de la membrana plasmatica. y 2)
induccién negativa por pérdida de una actividad
supresora. La induccién positiva implica ligandos
relacionados con TNE mientras que la induccion
negativa de la apoptosis por pérdida de la activi-
dad supresora implica al mitocondrias. El estudio
de la apoptosis en la terapia del cancer es muy
importante. Ha sido probado que la aparicién
del cancer es debida a la pérdida de control de
la apoptosis normal y a la alteracion del balance
entre la apoptosis y la proliferacion celular. Los ge-
nes relacionados con la apoptosis (familia de bcl-2)
estan divididos en 2 categorias: apoptosis represor
y apoptosis promotor. El bcl-2 es un importan-
te apoptosis represor mientras que el Bax es un
importante apoptosis promotor. La proteina que
codifica puede combinarse con Bcl-2 para formar
compuestos que resisten la accion de la apoptosis
represiva. Pero tiene una acciéon reguladora posi-
tiva. Estudios recientes indican que la regulacion
de la apoptosis por Bcl-2 y Bax no esta solamente
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Inhibicion del crecimiento de SW872, SW982, HL-60, HS 274.T, HS 313.T, H2126,
TOV 21G, WM 115y HS 281T en lineas celulares tumorales humanas.

basada en el nivel de cualquiera de las dos protei-
nas reguladoras sino que también esta basada en
la proporcion de las mismas. Si el ratio es alto, las
células se dirigen a la apoptosis. Todas las lineas
celulares utilizadas en el presente estudio, han sido
producidas por una variedad de reactivos quimi-
cos para experimentar apoptosis a través de dife-
rentes vias como por ejemplo p53-dependiente o
familia relacionada con Bcl-2.

Para aclarar el mecanismo de apoptosis mediada
por diferentes concentraciones de FR-91 exami-
namos por PCR-RT] la expresion de los genes in-
cluyendo p53, p21, Bax y la familia de Bcl-2. Los
resultado indicaron que la apoptosis ocurrié en
las lineas HL-60, HS 3131, SW872, SW982 y en
TOV-21G tratadas con 25 ul/ml de FR-91 acom-
panado por la expresion de la regulacion a la baja
del gen Bcl-2, dosis dependiente mientras que en
otras no hubo cambios significativos (Fg 6). En el
estudio presente demostramos que el incremento
relativo del ratio apoptético Bax/Bcl-2 tuvo buena
correlacion con la apoptosis inducida por FR-91
en diferentes lineas celulares humanas. Es posible
que el FR-91, por una sefial apropiada, induzca a
un cambio conformacional en el gen Bax el cual
se mueve a la membrana mitocondrial donde ori-
gina la liberaciéon del citocromo mitocondrial ¢
dentro del citosol .

En conclusion, el uso del extracto FR-91 de-
muestra un efecto de induccién a la apoptosis
en varias lineas celulares humanas. Aunque
se puedan llevar a cabo estudios futuros para
aclarar los mecanismos por los cuales el FR-91
induce a la apoptosis en lineas celulares huma-
nas, los datos actuales indican que el FR-91 po-
dria ser un compuesto quimioterapéutico util
en pacientes con diferentes tipos de tumores.ll
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