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. RESUMEN

Las Casiopeinas®, son compuestos de coordinacién cuya
féormula general es [Cu(N-N)(O-O)]NOs y [Cu(N-N)(N-O)]NOs, donde
N-N es una diimina aromatica, ya sean fenantrolinas o bipiridinas
sustituidas; O-O es un donador por oxigeno y N-O es un a-
aminoacidato[1,2]. Estos compuestos han presentado actividad
genotdxica[3,4], citotoxica in vitro[4,5] e in vivo[5], citostatica in

vitro[5] y antitumoral en animales de laboratorio[5-7]

En estudios Cuantitativos de Relacidon Estructura-Actividad
(QSAR) realizados previamente en el grupo de trabajo con complejos
[Cu(N-N)(acetilacetonato)][NO3s vy [Cu(N-N)(glicinato)NOs3, se
encontrdé una significativa correlaciéon entre la inhibicion de la
proliferacion celular evaluada in vitro y el caracter redox de la
molécula, expresado como el potencial de media onda (Eiz) de la
pareja Cu(II)/Cu(I), el cual esta influido principalmente por el ligante
diimina. En este mismo estudio se propuso que existe una aparente
influencia de las propiedades hidrofobicas, determinadas por el
coeficiente de particion de los compuestos, en la actividad bioldgica,
sin embargo, los resultados no permiten establecer claramente el
grado de ésta sobre la actividad bioldgica y la participacion de cada

uno de los ligantes en esta propiedad fisicoquimica[8].

En este trabajo se compard la actividad antiproliferativa con la

concentracion total intracelular de cobre en la linea tumoral HelLa

después del tratamiento con diferentes Casiopeinas® que conservan




constante la fenantrolina, mientras, el aminoacidato presenta
variaciones en el niumero de carbonos de la cadena alifatica lineal v,
por lo tanto, en las propiedades hidrofébicas del compuesto. Los
compuestos evaluados tienen como ligante diimina 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina, debido a que los complejos de cobre que contienen esta
fenantrolina como ligante primario demostraron, en estudios previos,

tener una de las mejores actividades antiproliferativas[8].

En este trabajo se encontré que la concentracion de cobre
intracelular es directamente proporcional al incremento de la cadena
lateral del ligante aminoacidato, aunque no se encontrd relacion

directa con la inhibicién de la proliferacion. Esto sugiere que los

compuestos ternarios, Casiopeinas®, ingresan a la célula por difusidn

simple, sin embargo, se requieren estudios en presencia y ausencia
de los transportadores responsables del ingreso de cobre a la célula
para confirmar esta idea. La relacion indirecta de la concentracion de
cobre y la inhibicién de proliferacion indica que el mecanismo de
accion de estos compuestos podria ser independiente de las

propiedades hidrofdbicas del complejo.




II. ANTECEDENTES

El término cancer se refiere a un grupo de padecimientos,
producto de la proliferacion anormal de una célula y cuyas células
hijas han adquirido la habilidad de multiplicarse e invadir los tejidos
circundantes debido a la reduccién del control de su crecimiento y la

alteracion de las funciones celulares[15].

De acuerdo a datos de la OMS, a nivel mundial, el cancer es
una de las diez primeras causas de mortalidad. Se estima que en el
2004, 7.4 millones de personas murieron a causa de cancer, de las
cuales, el 14% padecian cancer de mama y 11%, cancer cérvico-
uterino. En México, el cancer representd en el 2005, la cuarta causa
de mortalidad. Actualmente, el cancer cérvico-uterino y el cancer de
mama representan el primer y segundo lugar de incidencia en
mujeres, respectivamente; mientras que en hombres, el primer lugar
lo ocupa el cancer de préstata y el segundo, los canceres de traquea,
bronquios y pulmones.[16]
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Existen diversos tratamientos para el cancer, entre los cuales
los principales son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, asi
como combinaciones de éstos. La quimioterapia incluye compuestos

de origen organico como el Taxol y la Colchicina; y de origen

inorganico, siendo los compuestos de platino los mas representativos.

En este grupo se encuentran el Cisplatino (cis-diamino-dicloro-platino
(II), cis-DDP), Carboplatino, Oxaliplatino y Nadoplatino. Los primeros
dos estan aprobados a nivel mundial, el tercero en algunos paises y
el cuarto, Unicamente en Japdn[17]. Este grupo de compuestos se
han utilizado exitosamente en el tratamiento de algunos tumores
como el cancer de testiculos[9]; sin embargo, también han
presentado efectos adversos como disfuncion renal, alergias, cambios

degenerativos y necrésis.[18]

A partir del uso del cisplatino como agente anticancerigeno en
1971, se investigaron otros metales con propiedades antitumorales, y
siendo los derivados de éste los mas comunes. El mecanismo de
accion de la actividad citotdxica de los metales se puede clasificar en

cuatro grupos de acuerdo a [26]:
1. la preferencia de unirse a grupos sulfhidrilos,
2. caracteristicas quelatantes,
3. comportamiento como cationes hidrofébicos vy,

4. la generaciéon de especies reactivas.




El primer grupo se refiere acidos blandos los cuales
reaccionaran con bases blandas, S y Se. Son metales pesados de los
periodos 50 y 6° de la Tabla Periddica. El sequndo grupo comprende
metales coordinados a ligantes con capacidad quelatante, cuya
actividad antitumoral estd dada, ya sea por la formacion de aductos
con biomoléculas (cis-DDP), intercambio del metal de Ia
metaloenzima o abstraccion total de éste. En el tercer grupo se
encuentran complejos cargados positivamente cuyos ligantes son
muy grandes e hidrofdbicos, obligando a la molécula a permanecer
secuestrada en las membranas celulares, principalmente Ia
mitocondrial, confiriéndole de esta forma cierta toxicidad selectiva.
Finalmente, el ultimo grupo consiste en complejos con metales que
tienen la capacidad de participar en reacciones de éxido-reduccidn,
como el Cu, Mn, V y Fe, entre otros, y por tanto, pueden generar el
incremento de las especies intracelulares oxidantes como resultado

de reacciones tipo Fenton, en las cuales se genera en presencia de

Fe(II) radical hidroxilo (OH) y ién hidréoxido (OH) a partir de H-0..

[19]

Desafortunadamente, la selectividad hacia células tumorales no
es una caracteristica intrinseca de este tipo de compuestos, por lo
que la busqueda de nuevas moléculas que presenten menor toxicidad
hacia las células normales ha llevado a utilizar metales esenciales
como el cobre, los cuales, si bien no carecen por completo de
toxicidad, tienen la ventaja de que el organismo cuenta con sistemas
de regulacién que los mantienen dentro de niveles de concentracion
alrededor de 107'°M.[23]




El Cobre

El cobre se encuentra en la superficie terrestre con una

abundancia relativa de 68 ppm. Pertenece al grupo XI de la Tabla

Periddica, con una configuracién electrénica de [Ar]4s%3d°. Los

estados de oxidacion del cobre pueden ser 0, I, II, III y IV. Los mas
abundantes en medios biolégicos son el cobre(I) y el cobre(II), éste
ultimo es el mas estable[20,21]. Los numeros de coordinacion
predominantes del cobre son 4, 5 y 6, con los que se forman
estructuras que pueden ser de geometria cuadrada plana, pirdamide
de base cuadrada ligeramente distorsionada, como consecuencia del

efecto Jahn-Teller, y bipiramide trigonal [22].

Desde el punto de vista bioinorganico, el cobre es un metal
esencial que se encuentra distribuido naturalmente en el cuerpo
humano principalmente en el cerebro, rifidn, corazén e higado.
Aunque su concentracion dentro de las células no excede 1x10°
15M[23], el cobre es un metal muy importante para la funcion
metabdlica y fisioldgica de las células. La primera con respecto a
enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de energia
(citocromo C oxidasa), respiraciéon (hemocianina) y de oOxido
reducciéon (superdéxido dismutasa)[24]. Con respecto al papel
fisioldgico, como secuestrante de radicales libres (scavenger), en el
entrecruzamiento de elastina y colageno y es promotor de la

vascularizacion o angiogénesis.[23,25]

Como ya se ha mencionado, el uso del cobre como agente

antitumoral se debe a que éste, al igual que el hierro, es capaz de




incrementar el estrés oxidativo de la célula[26,27], es decir,
incrementar la concentracion de especies oxidantes (especies
reactivas de oxigeno, ROS) en la célula, por medio de una reaccién
tipo Fenton, catalizando el ciclo de Haber-Weiss (Tabla 1). Las
especies oxidantes que resultan de estas reacciones, pueden
reaccionar con lipidos, ADN y proteinas. El dafo en estas moléculas
representa el primer paso en mutagénesis, carcinogénesis y

envejecimiento.[28]

Tabla 1: Vias de generacién de especies oxidantes a través de la
reaccion de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss.[29]

Ciclo de Haber-Weiss

H,O, + *OH = H,O0 + Oy + H*
H,0, + O, > 0O, + OH™ + °*OH

Reaccion de Fenton

H,O, + Fe?* = OH™ + *OH + Fe3*

Catalisis del Ciclo de Haber-Weiss

H,O, + *OH = H,0 + O, + H*
Fe’* + 0, > Fe?* + 0
H.0, + Fe** > OH™ + *OH + Fe**

H,0, + 0%~ — O, + OH" + OH™

La generacién de ROS en células tumorales es considerada un
buen mecanismo de accidén en contra de este grupo de enfermedades
debido a que este tipo de células presentan mayor sensibilidad al
estrés oxidante [30,31], relacionado con una concentracion de

enzimas antioxidantes disminuida.[32]




Finalmente, cabe mencionar la homeostasis del cobre, la cual es
regulada por los transportadores hCtrl encargado de la captacién de
cobre (I), y las ATP-asas tipo P: ATP7A Y ATB7B, para su excrecion.
Una vez que ha ingresado a las células, es trasladado por medio de
proteinas chaperonas hacia tres destinos: a la mitocondria por el
transportador COX17[33]; para la formacién de Superoxido
dismutasa por CCS1 [34] y; al sistema trans-Golgi para su excrecion
por los sistemas ATP7A y ATP7B[35], (Figura 2). También, se ha
encontrado que el cobre unido a aminoacidos, puede entrar por los
transportadores especificos para estos ultimos, distribuidos en las

membranas. [36-38]

) ) Cuproproteinas
~ AT, Citocromo
( QRVESENAY D) . -
~P = oxidasa
—& ]
s

COX17

4"

=¥ ATOX1

ATP7AB ¥ @

.

Nucleo A\

Figura 2. Homeostasis del cobre. El cobre es ingresado como cobre (I) por
el transportador hCTR1. Posteriormente es llevado por proteinas
chaperonas, COX17 y CCS1 para formar parte de enzimas como la SOD vy la
citocromo oxidasa, respectivamente. Finalmente sera excretado por ATP7A
y ATP7B. Adaptado y traducido de Safaei, R. (2006) [36].




Por otro lado, se tiene que considerar que existen mutaciones
en los genes que codifican para ATP7A Y ATP7B, siendo éstas las
responsables de las enfermedades de Wilson y Menkes,
respectivamente. Estas mutaciones producen un desequilibrio en la
exportaciéon de cobre, seguido de una acumulacion de cobre en
higado, cerebro y rifidn, en caso de la enfermedad de Wilson, y en
cerebro, para el caso de la enfermedad de Menkes.[39-41]

Casiopeinas®

Alrededor de los afios setenta, se inici6 el proyecto

“Casiopeinas®”

, en la Facultad de Quimica, encabezados por la Dra.
Lena Ruiz Azuara y su equipo, quienes han sintetizado, caracterizado

y patentado una serie de agentes antineoplasicos basados en

quelatos mixtos de cobre (II) llamados Casiopeinas® [1,2], con
formulas generales [Cu(N-N)(a-aminoacidato)]NOs y [Cu(N-N)(O-

0O)]NOs3, donde el donador N-N es una diimina aromatica sustituida
(1,10-fenantrolina o 2,2'-bipiridina) y el donador por oxigeno (0O-0O)
es acetilacetonato (acac) o salicilaldehidato (salal) (Figura 3). Los
objetivos de este proyecto incluyen disminuir el costo en terapias
para el cancer, la toxicidad que se presentan con otros compuestos y

principalmente, generar quimioterapia nacional.




Figura 3. Ejemplos de Casiopeinas variando los ligantes
primarios y secundarios. En A [Cu(4,4'-bipiridina)(acetilacetonato)]*;

en B, [Cu(1,10-fenantrolina)(glicinato)]*

En Rayos X de monocristal, se observa que este tipo de

compuestos tiene geometria de piramide de base cuadrada

ligeramente distorsionada con una molécula de agua en la posicidon

apical, como se observa en la Figura 4 [42,43].

Figura 4: Casiopeina II-gly [42]

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO;
10




Actualmente, se han sintetizado mas de 100 Casiopeinas, las

cuales se dividen en diferentes grupos, de acuerdo a los ligantes que

presenten en su estructura, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Clasificacion de las Casiopeinas®

Familia

Formula General

Casiopeina I

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina II

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(O-N)]NO;

Casiopeina III-a

[Cu(N-N)(acac)]NO3

Casiopeina III-s

[Cu(N-N)(salal)]NO;

Casiopeina IV

[Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(O-N)]NO;

Casiopeina V

[Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina VI

[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(O-N)]NOs

Casiopeina VII

[Cu(1,10-fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina VIII

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina IX [Cu(2,2'-bipiridina)(O-N)]NO3

El disefio de las Casiopeinas® toma en consideracidn ligantes

que le brinden al cobre la posibilidad de producir citotoxicidad por
medio de diferentes mecanismos de accién, de manera que estan
consituidos por: una diimina sustituida y un ligante donador de
electrones por N-O u O-O. En el caso del cobre, se sabe que éste es
un metal que participa en diversos procesos bioldgicos[21,23,24], sin
embargo, esto no lo exime de presentar efectos téxicos, entre los
que destaca la generaciéon de ROS[27,44], las cuales pueden causar
dafio a través de la oxidacidén de los componentes celulares, alterar el
balance redox en la célula o interferir con los mecanismos de
sefializacion celular relacionados con el estado redox [26,27]. Por
otra parte, los ligantes modifican las propiedades de transporte del
cobre catidnico, las propiedades electronicas del metal central y el

reconocimiento molecular. Las 1,10-fenantrolinas (phen) y 2,2'-




bipiridinas (bpy) sustituidas son ligantes bidentados donadores por
nitrdgeno con gran afinidad por el cobre [45-47] y que, gracias al
sistema de anillos aromaticos en su estructura pueden, en su forma
libre o bien como complejos metalicos, unirse al ADN mediante
interacciones intercalantes y no intercalantes [26,48]. Por otra parte,
los a-aminoacidos fueron seleccionados como ligantes secundarios
debido a su baja toxicidad y a su elevada afinidad por complejos
Cu(II)-bpy o Cu(ll)-phen [49,50]. Finalmente los ligantes salal y acac
tienen también buena afinidad por complejos (N-N) cobre (II)[50],
asi como modular las propiedades redox del centro metdlico. Estas

propiedades conferidas por los ligantes que los conforman, les

permitirdn a los complejos generar una respuesta citotdxica vy

posiblemente, una actividad antitumoral. Todo esto a través de varios
posibles mecanismos entre los cuales se incluyen la generaciéon de
ROS, resultado de la reduccion del atomo de cobre por moléculas
intracelulares como glutation y acido ascdrbico, entre otras; la
interaccion directa con el ADN a través de la intercalacion de la
fenantrolina, formacién de aductos por sustitucion del ligante
secundario, e incluso toxicidad mitocondrial debido a su

comportamiento como iones lipofilicos.

Aunque aun no esta completamente claro el mecanismo de
accion de estos complejos, existe evidencia que sugiere que los
principales sitios de accion son el nucleo y/o la mitocondria. Sin
embargo, la presencia de citotoxicidad por exposicion de estos
compuestos en eritrocitos[51], células que carecen de ambos
organelos, genera la interrogante de la existencia de otros blancos

celulares.




Entre las evidencias que se tienen para intentar establecer el

mecanismo de accion, se incluyen:

1) Disminucion de las especies antioxidantes como glutation

oxidado debido al incremento en las ROS en células de la
linea tumoral HelLa[52], las cuales aumentan en presencia
de un agente reductor como &acido ascérbico. También se
encontrdé que este incremento de ROS es concomitante con

apoptosis.

Interferencia en la cadena respiratoria y fosforilacidon
oxidativa en mitocondria.[53] Se ha encontrado que las
CaslI-gly % CaslII-ia [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acac)]NOs; desacoplan la cadena respiratoria,
inhiben la produccién de ATP, modifican el potencial de la
membrana mitocondrial y facilitan la liberacién de citocromo
c, produciendo eventualmente apoptosis, la cual se ha
encontrado ya sea por mecanismos tanto dependientes como

independientes de caspasas.[6]

Fragmentacion de ADN y apoptosis. Al exponer al ADN a
CaslI gly, los resultados muestran degradacién de ésta, la
cual se ve incrementada cuando se agrega acido ascorbico
como agente reductor. Este dafio no se ve disminuido en
presencia de SOD, sin embargo si en presencia de catalasa,
lo que sugiere que si hay produccién de OH'[54]; mientras,
la presencia de un potente secuestrante de ROS, N-acetil-L-
cisteina, disminuyd la apoptosis de células de glioma C6 y

las detuvo en la fase del ciclo celular Go/G1.[6,54]




4) Interaccion con el ADN. Rivero Muller y colaboradores.

(2007)[54] sugieren la formacion del complejos ADN-

Casiopeina®, sin embargo, aln no se ha establecido si esta

interaccion es debido a una intercalacion directa,
intercalacion no clasica en los surcos del ADN, o la formacion

de aductos.

En conclusién, la actividad bioldgica de estos compuestos podria
ser consecuencia de uno o varios de los mecanismos de accidn
descritos anteriormente. En estudios QSAR realizados previamente en
el grupo de trabajo con compuestos [Cu(N-N)(acetilacetonato)]NOs y
[Cu(N-N)(glicinato)]NO3, se encontré una correlacion significativa
entre la inhibicion de la proliferacion celular evaluada in vitro y el
caracter redox de la molécula, expresado como el E;;» de la pareja
Cu(II)/Cu(I), el cual esta influido principalmente por el ligante
diimina. Este hallazgo apoya la hipotesis acerca de la generacién de
ROS como parte del mecanismo de accion. En este mismo estudio se
propuso que las propiedades hidrofdbicas podrian influir en menor
proporciéon en la actividad antiproliferativa, sin embargo, los
resultados no permitieron establecer claramente el grado de ésta
sobre la actividad bioldgica y la participacién de cada uno de los
ligantes en esta propiedad fisicoquimica[8]. Considerando que el
cobre puede ser reconocido y transportado por hCtrl sdlo cuando se
encuentra libre y como Cu(I), se espera que estos compuestos se
transporten a través de la membrana por otro sistema. Es por eso,
que en el presente trabajo se busca determinar la relacion entre las
modificaciones estructurales de las Casiopeinas® y su capacidad de

ingresar a la célula.




111. JUSTIFICACION

Uno de los principales tratamientos contra el cancer es la
quimioterapia, la cual esta dividida en compuestos de origen organico
e inorganico. Dentro de éstos ultimos, el tratamiento mas empleado
es el cisplatino, el cual ha demostrado su eficacia en el cancer de los
ovarios y los testiculos.[9,10]. Sin embargo, la resistencia de algunos
tumores al cisplatino[11,12] y a sus derivados, sumado a su elevada
toxicidad en funciones bioldgicas, entre las cuales se encuentra la
funcién renal[13,14] ha llevado a la busqueda de nuevas moléculas
que representen mejores opciones terapéuticas para combatir esta
enfermedad. Tal es el caso de las Casiopeinas®, las cuales son
compuestos de coordinacion a base de cobre coordinado a una
fenantrolina o a una bipiridina y a un donador de electrones por
oxigeno y nitrégeno (acetilacetonato, salicilaldehidato) o por oxigeno
y nitrogeno (aminoacidos). [Cu(N-N)(a-N-O)]NOs y [Cu(N-N)(O-
O)INO3

Los estudios previos de Relacién Cuantitativa Estructura-
Actividad (QSAR) revelaron que dentro de este grupo de compuestos,
poseen mejor actividad cuando: presentan el anillo central de la
fenantrolina, su potencial de media onda es mas reductor y su
caracter hidrofébico es mayor[8]. Por lo tanto, en este trabajo se
seleccioné como variante estructural el incremento de la cadena lineal
alifatica del aminoacido, la cual incrementara la hidrofobicidad de la
molécula, facilitando en principio, la entrada del complejo al interior

de la célula, por transporte no regulado.




IV. HIPOTESIS

El transporte de las moléculas a través de la membrana esta
influenciado por sus caracteristicas fisicoquimicas como el tamaro, la
carga y propiedades hidrofébicas de la molécula. Si el complejo
ingresa a la célula a través de difusion simple, el incremento de la
hidrofobicidad del ligante secundario, como consecuencia la
elongacién de la cadena lateral del aminoacidato, facilitard su
transporte al interior de la célula del compuesto y, por tanto, se

observara un incremento de la concentracion intracelular de cobre.




V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la hidrofobicidad del ligante
aminoacidato de la familia II de las Casiopeinas® en su
transporte a través de la membrana de células de la linea
tumoral Hela, y analizar si existe relacion con la actividad

antiproliferativa en la misma linea celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la concentracidn inhibitoria del 50% de la poblacion
a las 24 horas (Clsp) de los siguientes compuestos puros en
cultivos celulares de la linea tumoral Hela.

1. Cu(NO3)2

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(H20).] (NOs3)>

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina),(H,0).] (NOs)2

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-glicinato)] NOs

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-alaninato)] NO3

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-aminobutarato)] NOs

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-nornorvalinato)] NO3

. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-norleucinato)] NOs3




Estandarizar la metodologia necesaria para cuantificar la

concentracidon de cobre intracelular por absorcion atémica.

Cuantificar la concentracion intracelular de cobre por absorcion

atdmica en cultivos de células Hela expuestos a cinco

Casiopeinas®, asi como a Cu(NOs),, Cu-(phen)?*, Cu-(phen),**

Analizar la relacién entre la concentraciéon de Cu intracelular y

la actividad antiproliferativa en células Hela.




VI. MATERIAL Y METODO

Disefio Experimental

Como ya se ha mencionado, la familia de compuestos
Casiopeinas® ha sido estudiada en diversos modelos in vivo e in
vitro[5-7][54-59]. Las variaciones estructurales presentes en este
tipo de compuestos y la existencia de descriptores fisicoquimicos
permitid desarrollar un estudio QSAR[8], a partir del cual se pudo
seleccionar una molécula con posibilidades de alcanzar las etapas
clinicas en el desarrollo de farmacos, asi como apoyar la hipétesis
sobre los mecanismos de accidn y otras actividades. Del trabajo de
Bravo y colaboradores (2009)[8], surge la hipdtesis del papel que
desempena el ligante secundario en esta familia de compuestos como
contribuyente en el ingreso de la molécula a la célula, y/o en su
distribucidén, una vez que ésta ha sido absorbida. Para establecer la
influencia del ligante secundario de la familia de compuestos

®” en la actividad antiproliferativa se seleccionaron seis

“Casiopeinas
compuestos con las siguientes caracteristicas: a) 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina como ligante diimina, ya que de acuerdo al estudio QSAR
antes mencionado, los compuestos con este ligante presentaron las
mejores actividades en la linea tumoral Hela; b) que el ligante
secundario fuera un aminoacido alifatico con cadena lateral lineal, de
manera que el incremento en ésta, influyera Unicamente en la

hidrofobidad de la molécula (Figura 4).




Residuo del Clave de la
aminoacido: Casiopeina®
-H Glicina CaslI-gly

-CH Alanina CaslI-ala
-CH,CH, Acido aminobutirico  CaslI-ab
-CH,CH,CH, Norvalina CaslI-norval
-CH,CH,CH,CH, Norleucina CaslI-norleu

Donde R:

Figura 1: Compuestos ternarios evaluados en este trabajo.
Férmula general: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)(H>0)x]NOs.

Estos compuestos fueron evaluados por medio del método de
inhibicion de la proliferacion celular y tincién con sulforhodamina B
descrito por Skehan[60] para determinar la Clso a las 24 h.
Posteriormente se llevd a cabo el montaje de la técnica para la
determinacion de cobre intracelular por absorcion atdmica y asi
establecer numero de células/pozo 6ptimos, seleccidon de la técnica
adecuada para determinacion de proteinas, tiempo ideal de
exposicion de células a los compuestos y finalmente, volumen de

buffer de lisis y volumen de HNO; adecuados.




Para relacionar que los cambios en la actividad antiproliferativa
y en la entrada de cobre le sean atribuidos Unicamente a la presencia
del ligante aminoacidato, se determind la concentracion intracelular
de cobre en ausencia y presencia del ligante diimina: Cu(NOs),
Cu(phen)?* y Cu(phen),**.

El analisis se llevd a cabo a partir de dos experimentos
independientes: a) Evaluacion de la inhibicion de la proliferacion
celular y b) Cuantificacién de la concentracion intracelular de cobre. A
partir de los resultados obtenidos, se compararon la concentracién
de cobre en las células después de 15 minutos de exposicidon a los
compuestos, con la Clsg y con el log P de los aminoacidos. También
se analiz6 la concentracion de cobre con respecto al tiempo entre 0 y
20 minutos de exposicion y la variacion de la concentracién

intracelular en funcién de los ligantes coordinados al cobre.

a. Evaluacion de la inhibicidn de la proliferacion celular

Consiste en determinar la Clso de los compuestos, la cual es la
concentracion a la que se inhibe la proliferacién celular en un 50%

con respecto al control negativo. El procedimiento es el siguiente:

Se sembraron 2x10* células HelLa (ATCC) por pozo en una

microplaca de 96 pozos (Costar®) en presencia de medio D-MEM

(Gibco) adicionado con 10% de SFB (Gibco), y se incubaron por 24
horas a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, el medio de cultivo se
aspird y se agregaron 90uL de medio D-MEM y 10uL de la solucién de

prueba por pozo (concentraciones finales: 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/mL).




Las soluciones de prueba para cada compuesto se prepararon 10
veces mas concentradas en agua destilada y se filtraron para retirar
impurezas antes de la administraciéon en filtros millipore de 0.2 pm de
diametro de poro. La adicién de los compuestos se realizd por
triplicado y los resultados se reportan como el promedio de tres
repeticiones independientes. Las placas se incubaron durante 24
horas a las mismas condiciones de temperatura y atmosfera. Pasado
el tiempo de incubacion se aspiré nuevamente el medio de cultivo y
se adicionaron 200uL de acido tricloroacético al 10% (Baker) en cada
pozo. Las placas se incubaron a 4°C durante una hora para fijar las
células. Los residuos de acido tricloroacético fueron lavados 3 veces

con agua.

La proliferacidon celular se determiné realizando una tincién con
100 pL de sulforhodamina B (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos,
después de los cuales se retird el colorante y se lavé cuatro veces con
100 uL de acido acético glacial, para eliminar el exceso de colorante.
Posteriormente se agregaron 200 plL de tris base (Sigma-Aldrich)
20mM, pH=10.5. La cantidad de colorante incorporado se determind
mediante la absorbancia de cada pozo a 564 nm (Microplate reader
BIORAD 550). ElI porcentaje de crecimiento celular para cada

concentracion se calculd con la siguiente ecuacién:

T
% proliferacion = 100 — [10[} * (E)l

Donde T es la absorbancia de los pozos tratados y C es la
absorbancia de los pozos no tratados. El analisis estadistico para
realizar el calculo de la Clsg se realizd empleando la prueba

estadistica de analisis de sobrevivencia PROBIT [61], el cual es un




método paramétrico para estimar la relacion dosis-respuesta de un

compuesto o sustancia.

b. Cuantificacion de cobre intracelular

Se realizaron ensayos para implementar y optimizar el método
para la determinacion de cobre intracelular total, como parametro de

referencia de la entrada de los complejos a la célula. Entre las

evaluaciones que se consideran se tienen: 1) la determinacién de

concentracion de proteina, 2) el volumen de solucion amortiguadora
de lisis para la recuperacion de la proteina y 3) el tiempo de
exposicion de las células a los compuestos, de manera que se
tuvieran resultados que pudieran justificar la citotoxicidad de los

compuestos.

1)Determinacion de la concentracion de proteina.

La determinacidon de proteina se llevé a cabo con el kit DC de
BioRad, el cual es un método colorimétrico compatible con
detergentes. La reaccidon esta basada en el ensayo de Lowry[62], en
el cual, tartrato de cobre reacciona con las proteinas. Posteriormente
se agrega el reactivo de Folin-Ciocalteu (acido
fosofomolibdotingstico), siendo éste el responsable del color al
reaccionar principalmente con residuos fendlicos de los aminoacidos
tirosina y triptéfano. A diferencia del ensayo de Lowry, éste kit
contiene un tensoactivo no especificado por el fabricante (reactivo S)

para solubilizar los detergentes presentes en la matriz de las




muestras. Este tensoactivo se mezcla con el tartrato de cobre en una
relacion de 20 uL en 1mL. Esta mezcla se hace Unicamente cuando
los detergentes pueden interferir en la determinacion, como fue el
caso de la solucidn amortiguadora, la cual contenia SDS y Tritdn X-

100 al 0.1 y 1%, respectivamente.

Para llevar a cabo la reaccién, a 100 uL de la muestra, se le
agregaron 500 uL de la mezcla tartrato de cobre/reactivo S y 4mL del
reactivo de Folin-Cicalteu. La mezcla se agitd y se dejé reposar 15
minutos, tras los cuales se midieron por espectrofotometria UV-visible
a 750 nm. Los valores de las muestras se compararon con una curva
patron sugerida por el fabricante, que comprendia concentraciones de
albumina bovina (Research Organics, libre de ARN-asas, ADN-asas y

proteasas, grado biologia molecular) entre 0.3y 1.5 mg/mL.

Entonces se realizaron ensayos para determinar la cantidad de
células necesaria en los pozos que fuese cuantificable con respecto a
la curva patrén del kit para la determinacién de proteina: en una
placa de 12 pozos se probaron las siguientes concentraciones: 0.2, 1,
5y 8x10% 1 y 1.5x10° células por pozo, recuperadas en 2 mL de
solucién amortiguadora de lisis (NaCl 150 mM, EDTA 1mM, SDS
0.1%, Triton X-100 1%, Tris HClI 50 mM pH 7.4, PMSF 1mM). Se

realizd una segunda prueba con 1.5x10° y se incluyeron pozos con

2x10° células, pero esta vez se recuperaron en un 1 mL. Del volumen

recuperado se tomaron 100 pL y se cuantificé la proteina con el

método antes descrito.




2)Determinacién del volumen de solucién

amortiguadora de lisis para disolver la proteina.

Se realizd6 un ensayo para establecer el volumen optimo de
solucién amortiguadora de lisis, en el cual disolver la proteina para su
cuantificacion, por lo que en una placa de 12 pozos se proliferaron
1.5x10° y 2x10° células por pozo durante 48 horas, tras las cuales se
disolvieron en 0.5 y 1 mL de solucién amortiguadora de lisis. De cada
pozo se tomaron 100 pL y se cuantificd la proteina con el método

antes descrito.

3)Determinacion del tiempo optimo de exposicion de

los compuestos.

En una placa de 12 pozos, se cultivaron durante 48 horas
células de la linea tumoral HelLa, hasta una concentracién aproximada
de 2x10° células por pozo en medio D-MEM, tras los cuales se les
retiré el medio y se agregaron 2.7 mL de medio nuevo y 0.3 mL del
compuesto a evaluar durante 0, 5, 10, 15 y 20 min. Al finalizar los
diferentes tiempos de exposicion, se retiré el medio y los pozos se
lavaron tres veces con solucién amortiguadora de fosfatos 20 uM y pH
de 7.4 en frio. Las células fueron re-suspendidas en la solucidn

amortiguadora de lisis, con ayuda de cell lifters (Corning Incorporated

Costar®). Finalmente las células se dividieron en dos fracciones: 1)

100 pL que se usaron en la determinacién de proteinas y 2) 300 pL
gue se usaron para la cuantificacién de cobre por absorcién atomica
(Varian Spectr AA 220 acoplado a horno de grafito GTA 110). La

cuantificacion de cobre se llevd a cabo previa digestion con HNOs




suprapuro concentrado (Merck), y dos horas de calentamiento en
horno de microondas (CEM, modelo MDS 2000). Se realizé una curva
de calibracién para la cuantificacion de cobre, con un estandar
preparado de cobre de 100 pg/mL High Quality Standards, en HNO3

suprapuro al 2%.

Los resultados se muestran en %Cu, el cual es la relacidon entre

las concentracion de Cu en partes por billén (ppb) con respecto a la

concentracidon de cobre obtenida en el control por cien.

%Cu = |- x100
C
Donde T es la concentracion de cobre por miligramo de proteina
de las muestras tratadas y C es la concentracion de cobre por

miligramo de proteina de las muestras no tratadas.




VII. RESULTADOS Y ANALISIS DE
RESULTADQOS

a. Ensayo de la inhibicion de la proliferacion celular

Se determind la Clso a las 24 horas de exposicion para todos los
compuestos en la linea tumoral Hela de acuerdo al método descrito
por Skehan[60]. Los resultados se muestran en la Tablas 3 para los

controles estructurales y en la Tabla 4, para las Casiopeinas®.

Tabla 1: Cls5o del Cu(NOs),, Cu-(phen)?* y Cu-(phen),?*.

Compuesto Clso, uM
# Nombre (o)

11.73%*
(0.72)
1.91%
(0.019)
0.90%*
(0.043)
* p= 0.05 (denota diferencia significativa de acuerdo a la distribucién y2)

1 CU(NO3)2

2 Cu(phen)?*

3 Cu(phen),**

En la Tabla 3, se observa que los compuestos Cu-(phen)®* y

Cu-(phen);** son, respectivamente, entre seis y trece veces mas

activos que el Cu(NOs),, siendo el Cu(phen);®* el mas toéxico y

lipofilico de los tres compuestos. Este incremento en la actividad de
Cu(phen),?* podria deberse a un incremento en la disponibilidad del
compuesto en la célula como consecuencia de su ingreso mas
eficiente a través del transporte no regulado favorecido por el

incremento de lipofilicidad que le proporciona la diimina.




Tabla 2: CIso de las Casiopeinas® incluidas en este estudio y log

P de los aminoacidos presentes en los compuestos ternarios. Se
considerd Unicamente el log P del aminoacidato como una forma de
estimar la lipofilicidad de la molécula porque el resto de la molécula

se mantiene constante.

Compuesto CIso,uM | Log P
Nombre (o) aa

'S
CasII gly (10'334) -1.03

CaslI ala 1.90 -0.68
(0.079)

'S
CaslI ab 1.72 -0.15
(0.075)

7 CasII norval 1.74 0.38
(0.078)

1.33*
8 CaslI norleu (0.051) 0.91

* p= 0.05 (denota diferencia significativa de acuerdo a la distribucién 32)

Como se observa en la Tabla 4, no existe una relacién directa
entre la inhibicion de la proliferacion y el incremento de la cadena
lateral del ligante aminoacidato y/o la lipoficilidad de los compuestos

ternarios “Casiopeinas®”.




b. Condiciones experimentales para la Cuantificacion

de cobre intracelular en la linea tumoral Hela.

Para lograr que la cuantificacién de cobre por absorcién atémica
se llevara a cabo en un intervalo de concentracion de cobre superior
al limite de deteccion de la técnica, se realizaron ensayos para
determinar las condiciones 6ptimas de cada una de las variables. De

esta forma se consideraron las siguientes variables criticas para el

ensayo: 1). el niumero de células requeridas por pozo en la placa, 2)

la concentracidn a administrar de los compuestos, 3) el tiempo de
exposicion y 4) el volumen de solucion amortiguadora de lisis
adecuados para la determinacién de proteinas y la cuantificacion de

cobre.

1) Determinacién del nimero de células por pozo y

volumen de buffer de lisis.

La eleccidon del nUumero de células en cada pozo de la placa, se
establecié a partir de los limites de deteccién del kit DC de BioRad
para cuantificar la concentracidn de proteina presente. Se establecio
que la suspension celular produjera una absorbancia a 750 nm entre
0.2 y 0.3, correspondiente a 7.5 y 1.2 mg/mL de proteina,
respectivamente de acuerdo a la curva patréon propuesta por el

fabricante.




En un primer ensayo, se evalud la concentracion de proteina
cuando se siembran 1.5 y 2x10° células por pozo y se recolectan en

1mL de buffer. Los resultados se muestran en la Grafica 1.

«@mcurvapatron @ 15x10° 4 2x10°
células/pozo  células/pozo

0.4

-1.55E-15 0.3 0.6 0.9 1.2

Concentracion de proteina (mg/mL)

Grafica 1: Curva estandar de la determinacion de proteinas. Los

tridngulos representan a los pozos con 2x10° células por pozo,

mientras que los cuadrados representan los pozos con 1.5x10°
células, ambas concentraciones celulares recolectadas en 1 mL de

solucién amortiguadora de lisis.

Como se puede observar en la Grafica 1, ambas
concentraciones de proteina se pueden interpolar en la curva patrén;
sin embargo, la respuesta es muy baja y por debajo de los limites
gue previamente establecimos como aceptables (0.2-0.3). Este tipo
de respuesta tan baja en el espectrofotometro disminuye la
sensibilidad del método, por lo que se prefirid incrementar la

concentracion de proteina al disminuir a la mitad el volumen de




solucion amortiguadora de lisis. Los resultados se muestran en la
Grafica 2.
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Grafica 2: Curva estandar de proteina. Los tridngulos representan a
los pozos con 2x10° células, mientras que los cuadrados representan los
pozos con 1.5x10° células, en ambos casos la proteina se recuperé del pozo

en 0.5 mL de solucién amortiguadora de lisis.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidié utilizar una
concentracion de 2x10° células por pozo y recolectar las células en
0.5mL de buffer de lisis, ya que se encontré que estas condiciones
permiten obtener respuestas en el espectro que varian entre 0.25 vy
0.30.




2) Determinacion del tiempo de exposicion de los

compuestos de cobre en 2x10° células.

Posteriormente, se realizaron pruebas para elegir la
concentracion de los compuestos a administrar en los pozos que
permitiria cuantificar cobre por encima del limite de deteccion del
equipo (Varian Spectr AA 220 acoplado a horno de grafito GTA 110).
En este punto debe mencionarse que debido a que estos compuestos
son citotéxicos, la concentracién a administrar del compuesto no
puede ser muy elevada ya que provocaria la muerte del cultivo
celular, y nuestro interés se centra en cuantificar el cobre presente
intracelularmente como consecuencia de la administracion de estos

compuestos.

En base a lo anterior, se realizd un primer ensayo empleando
CaslII gly 20 uM con un tiempo de exposiciéon de 5, 10 y 15 min, cada
prueba con su respectivo control de células sin tratamiento. La

digestion se realizé con HNOs ultrapuro concentrado (Grafica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de cobre con respecto al control negativo

a los diferentes tiempos de exposicidén, CasllI gly. El ensayo se realizd

por triplicado empleando aproximadamente 2x10° células/pozo.

En la Grafica 3, se observa que existe una relacidon
directamente proporcional entre el tiempo de exposicion a CasllI gly,
y el %Cu con respecto al control negativo sin embargo, a los 5 min la
muestra presentd un %Cu menor al del control, por lo que se decidio
en los ensayos posteriores incrementar el tiempo a 20 min de
exposicion. A su vez, la variacion encontrada entre las muestras a los
15 minutos es muy grande y no permite establecer si la diferencia
con respecto a los otros dos tiempos es significativa. Este fendmeno
se presentd en varios experimentos posteriores lo que nos llevd a
suponer que la digestion celular podria no ser completa empleando

solamente HNOs concentrado.




Para establecer si la digestion por microondas en presencia de
HNOs es necesaria se cuantificd la concentracién de cobre en células
Hela sin tratamiento, las cuales se dividieron en dos fracciones: en la
primera, la digestion se realizé en horno de microondas en presencia
de HNOs, mientras que la segunda fraccidén se digirid Unicamente con
el HNOs durante el tiempo entre su recoleccién y su cuantificacion.
Los resultados se muestran en la Grafica 4.

EHNO,+ horno de
microondas

mHNO,

ppb Cu/mg proteina

sin tratamiento

Grafica 4: ppb de cobre intracelular por mg de proteina. En azul

la fraccidn digerida con microondas en presencia de HNOs3; y en rojo

la fraccion digerida en presencia de HNOs solamente.

Como se puede observar en la Grafica 4, las muestras sin
tratamiento presentaron concentraciones de cobre iguales, y aunque
la variacion no mejoré mucho con o sin digestion, se eligié digerir las
muestras en el horno de microondas para asegurar que todas las

muestras recibieran un tratamiento mas homogéneo.




3) Cuantificacion de cobre intracelular en la

linea tumoral Hela.

Una vez establecidas las condiciones experimentales se
procedid a cuantificar el cobre intracelular en los cultivos expuestos a
los diferentes compuestos en una concentraciéon en pozo de 20uM

empleando 3 tiempos de exposicién (10, 15 y 20 minutos).

B 10 min

B 15min

20 min

0.96 191 11.73
Cu(phen),** Cu(phen)* Cu(NO;),

Clg, (M)

Grafica 5: %Cu vs Clsg de los controles estructurales.

En la grafica 5 se muestran los resultados para los controles

estructurales, estos resultados revelaron que existe variaciéon en el

patréon de ingreso de cobre con respecto al tiempo. En esta grafica se

pueden observar en el eje de las abscisas las Clsp de Cu(NOs),




Cu(phen)?* y Cu(phen),**; a medida que el compuesto es mas tdxico,
el maximo de concentracion se alcanza en menor tiempo. Para el
Cu(phen),®*, el maximo se encuentra a los 10 min, para el
Cu(phen)?* a los 15 y finalmente para el Cu(NO3),, a los 20 minutos.
Esta tendencia puede explicarse a partir de la hidrofobicidad del
compuesto, mientras mas hidrofébico es, mas rapido ingresa a la
célula, y por tanto, el pico maximo de concentracién cobre

intracelular se alcanza en menor tiempo.

Se considera que la hidrofobicidad de los complejos

Cu(phen)(a.a.)™ se encuentra entre los valores de Cu(phen)®** y

Cu(phen),®*. Debido a que en la grafica 5 se observa que el pico

maximo de concentracidon se alcanza entre los 10 y 15 minutos, para
ambos complejos, y posteriormente comienza el regreso de esas
concentraciones de cobre intracelular hacia valores similares al
control, se decidié realizar una cinética de absorcién de cobre con
tiempos entre 10 y 20 minutos de exposicion para todos los

compuestos (Grafica 6).
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Grafica 6: Cobre intracelular a diferentes tiempos de exposicion de

®

los complejos ternarios 20 uM, Casiopeinas® y sus controles

estructurales Cu(NOs),, Cu(phen)?* y Cu(phen),>*.

Como se puede observar en la Grafica 6, el Cu(NOs), es el
compuesto que tarda mas en presentar el maximo de concentracién
de cobre, lo que podria explicar en parte la diferencia de citotoxidad

con respecto a todos los compuestos coordinados.

En relacion a las Casiopeinas, se encontré que los patrones de
ingreso de CaslI gly, CaslI ala y CaslI norval son muy similares al
patrén de ingreso del Cu(phen)?*; el pico maximo de concentracidn
de cobre intracelular se presenta a los 15 minutos en todos los casos
mencionados. En el caso de la CaslI ab, el maximo pudiera llevarse a
cabo después de los 20 minutos, presentando un patréon similar al del

Cu(NOs3)2. Finalmente, los compuestos con norleucina los resultados




no permiten establecer si el maximo se encuentra antes o después de

los tiempos evaluados.

Para determinar si existe relacidon entre el coeficiente de
particion y la concentracion de cobre intacelular, se graficé el log P de
los aminoacidos contra el %Cu a los diferentes tiempos de

exposicion.

Casll norleu Casll norleu

| i—*—l

Casll norval

Casll nprval
—fr—i [ ——"

Casll ab z Casll ab
¥ ¥ 1

C .
Casll ala Casll ala

* =
Casll gly Casll gly

|—*—1

T T T T T T T T T T T ™ T
100 120 140 160

Casll norleu
<)

Casll norval

Casll ab

Casll ala

Casll gly

— T T T T T T T T T
60 70 80 D0 100 110 120 130 140 150

% Cu

Grafica 7: Comparaciéon del %Cu, con el log P del aminoacido
correspondiente, después de a) 10 min, b) 15 min y c) 20 min de

exposicién a cada Casiopeina®.

Como se puede observar en la Grafica 7, en los tiempos

evaluados, no existe relaciéon entre la concentracion intracelular de




cobre y el log P de los compuestos, sin embargo, las diferencias

estructurales en la longitud de la cadena del ligante secundario

influyen en la velocidad de ingreso de los diferentes compuestos.




VIIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Este trabajo se realizd6 en un intento por comprender la
importancia del ligante secundario y la influencia de su estructura en
el ingreso a la célula y la citotoxicidad de los complejos ternarios de
cobre conocidos como Casiopeinas®. Para lograr esto se determind la
concentracion intracelular de cobre por absorcion atdmica en un
cultivo de la linea tumoral Hela, expuesto a estos compuestos

durante diferentes tiempos.

Los resultados revelaron que todos los compuestos coordinados
son mas citotdxicos que el Cu(NOs);, siendo el mas activo el
Cu(phen),?*. A pesar de que la respuesta citotdxica puede ser
resultado de varios eventos moleculares, se esperaba que el
incremento de lipofilicidad por efecto de la coordinacion de los
ligantes incrementara directamente la concentracién intracelular de
cobre en comparacion con las células tratadas con Cu(NOs), y que

esto a su vez se viese reflejado en el incremento de la citotoxicidad.

Al comparar los ©%¢Cu intracelular de los tres controles
estructurales (Cu(NOs)z, Cu(phen)?*, y Cu(phen),**) se observd que
la hidrofobicidad de los compuestos, la cual se incrementa cuando el
atomo de cobre estd coordinado con las diiminas, favorece su
transporte a través de la membrana, incrementando la velocidad de
ingreso a la célula, presentando el siguiente orden: Cu(phen);** >

Cu(phen)?* > Cu(NOs),. Este orden coincide con la citotoxicidad de




estos tres compuestos, por lo cual es razonable suponer que los
ligantes favorecen el ingreso celular de cobre y de esta forma
favorecen los eventos moleculares que desencadenan su efecto

bioldgico.

Por otra parte, cuando el ligante secundario es un aminoacido,

su presencia en el complejo afecta la velocidad con la que los
compuestos ingresan a la célula, presentando en general picos
maximos de concentracion entre los 10 y 15 minutos. Estos hallazgos
coinciden con el trabajo de Rivero-Miller et al.[54], en donde se
observa que la viabilidad celular no difiere del control sin tratamiento
si se administra al mismo tiempo Cas II-gly y trientina, un
secuestrador de cobre que reduce su entrada al interior de la célula.
Por el contrario, si se administra trientina 10 minutos después de la
administracién de Cas II-gly, el cultivo celular presenta una viabilidad
equivalente a la del cultivo tratado Unicamente con Cas II-gly, lo que
indica que el complejo ingresa a la célula casi por completo alrededor

de los 10 minutos.

Sin embargo, con los datos obtenidos no se pudo establecer
correlacién entre la longitud de la cadena del aminoacidato y la
concentracion de cobre intracelular en los tiempos evaluados.
Asimismo, tampoco se encontrd correlacién entre la concentracidon de

cobre intracelular y la actividad antiproliferativa.

De acuerdo con Bravo y colaboradores (2008)[8], son los
cambios estructurales en el ligante diimina los que influyen

principalmente en la actividad bioldgica; sin embargo, en el trabajo
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mencionado no se consideraron un gran numero de variaciones
estructurales en el ligante secundario. Con el objetivo de comparar la
magnitud de los cambios en la actividad biolégica en funcién de los
cambios estructurales en ambos ligantes se construyd la grafica 8, en
donde se muestra la Clsp de complejos ternarios con variaciones

estructurales en ambos ligantes.
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Grafica 8: Actividad antiproliferativa de las
Casiopeinas®. El ligante aminoacidato se muestra a la
derecha de la tabla. a. Datos recopilados de Mucino
Herndndez[63]; b. Datos recopilados de Bravo vy
colaboradores, 2008[8]; *Dato no disponible, la posicién se

determind a partir de su pKa, con respecto al de 4,7 di¢.




La Grafica 8 muestra que el cambio de la fenantrolina genera
diferencias mayores en el valor de Clsp que aquellas provocadas por
el cambio de aminoacidato. Las Clsp de compuestos con diferentes
aminoacidatos son muy similares entre ellas y tampoco existe

diferencia significativa con respecto al valor del control estructural

Cu(phen)?*. Esto podria sugerir que el aminoacidato no esta

involucrado directamente en el mecanismo de accidon. Por otro lado,
la similitud en los patrones de ingreso antes discutida, lleva a pensar
que es probable que el aminoacidato sea sustituido por moléculas
presentes en el medio de cultivo, como histidina, metionina, cisteina
y glutation, los cuales se ha encontrado que forman complejos muy
estables con cobre y facilitan la absorcion del mismo a través de los
transportadores de aminoacidos[64]. Debido a que las constantes de
estabilidad Cu(a.a.) son muy similares en todos los casos[65], los

patrones de ingreso también lo serian.

Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de otros medios
de ingreso del cobre al interior de la célula. En estudios recientes, se
han encontrado que se han identificado otros dos transportadores,
por los cuales se lleva a cabo la absorcion de cobre: 1) el
transportador de metales divalentes y 2) el transportador de cationes
divalentes 1. Ambos transportadores, como su nombre lo indica,
reconocen cobre(II) libre, mientras que el hCtrl reconoce cobre (I)
libre[66]. Sin embargo, todos estos transportadores son saturables y
muy especificos en el reconocimiento molecular por lo que el cobre
tendria que perder al ligante diimina para ingresar a la célula por
alguno de estos sistemas, dando como resultado un patron de ingreso
similar al del Cu(NO3)s.




Es por lo anteriormente expuesto, que la via de acceso mas
probable para estos complejos sea el transporte no regulado, en
donde los ligantes le proporciona lipofilicidad al ién metalico lo que le

permite transportarse con mayor rapidez a travez de la membrana

sin requerir de un transportador especifico para su ingreso. Asi

mismo, es posible que el ligante secundario sea sustituido por alguna
otra molécula presente en el medio que forme complejos estables con

cobre y que se encuentre en altas concentraciones como GSH.

En suma, la variacion en el ligante aminoacidato influye en la
concentracion de cobre intracelular encontrada para los diferentes
compuestos y en sus patrones de ingreso; sin embargo, no es el
Unico factor ni el mas importante en el ingreso de éstos a la célula,

asi como no es un factor determinante en su citotoxicidad.




I X. CONCLUSIONES

La presencia de los ligantes en la estructura de estos
compuestos facilita la entrada de cobre intracelular afectando la
velocidad de ingreso; en consecuencia, es probable que el transporte
no regulado sea la principal ruta de ingreso de estos compuestos. Sin
embargo, el incremento en la concentracion de cobre intracelular es
independiente de la longitud de la cadena lateral del ligante
aminoacidato, asi como, es independiente también de la actividad
antiproliferativa de los compuestos. Esto significa que el ligante
aminoacidato interviene en la entrada del compuesto a la célula pero

no es determinante para el mecanismo de accién de éste.
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