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Resumen

La organizacién mundial de la salud (OMS) establece al cdncer como una de las principales
causas de muerte en todo el mundo; entre los mas incidentes se encuentra el cancer cérvico
uterino (CaCU), ocupando el segundo lugar en la poblacién femenina, por lo que es
considerado un problema de salud grave. Actualmente, se cuenta con diferentes alternativas
terapéuticas utilizadas para su tratamiento (cirugia, radio y quimioterapia); sin embargo, son
poco selectivas, ineficientes en estados avanzados y provocan efectos secundarios graves,
generando la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas. Al respecto, existe un
fuerte interés en evaluar la actividad antitumoral en farmacos conocidos, entre éstos se
encuentran los Ditiocarbamatos, utilizados clinicamente como antioxidantes, antibacteriales,
antifungicos y en el tratamiento de adicciones (abuso del alcohol y cocaina). Sin embargo, su
mecanismo de accidon es desconocido y los reportes en relacion al CaCU y células no
tumorales no es claro. Al respecto, en el presente trabajo se evalud el efecto antitumoral del
Dietilditiocarbamato sédico (DDTC) en células de CaCU (Hela, CaSki y ViBo), asi como en
células no tumorales. Nuestros resultados indican que el DDTC afecté el potencial
proliferativo de las células tumorales de una manera dependiente de la dosis, con una Clsg de
95, 35 y 200 pg/ml para células Hela, CaSki y ViBo respectivamente. Su efecto en la
morfologia fue evidenciado por la reduccidn del citoplasma y nucleo, sugiriendo
caracteristicas apoptéticas. Las evaluaciones para mostrar necrosis indican una baja
deteccién de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes de los cultivos
tratados, asi como la baja incorporacion del ioduro de propidio (IP), sugiriendo que el
decremento en el numero celular es debido a una causa diferente a la muerte necrética. Los
niveles detectados de la proteina proapoptdtica caspasa-3 activa presenta variaciéon de
acuerdo al tipo celular, para CaSki 15.6 %, Hela 9.6 % y ViBo 3.5 %. En cuanto a las células
linfociticas el DDTC afectd su potencial proliferativo cerca de un 80 % a la concentracion de
50 ug/ml; mientras en células fibroblasticas de cérvix humano fue abatido en un 50 % a la
concentracion de 100 pg/ml. No obstante el efecto antiproliferativo del DDTC en células no
tumorales, no presentd actividad citotdxica (necrdtica) en células linfociticas ni fibroblasticas,
indicando que la actividad antiproliferativa y citotoxica del DDTC no induce a una muerte

necrética en ningun tipo celular.




Marco teorico

La célula

Matthias Jacob Schleiden y Theodor Schwann propusieron el concepto de teoria celular
(Pierce, 2010). De acuerdo con esta teoria, todas las criaturas vivas estan formadas por
células, y surgen soélo a partir de células preexistentes; siendo la unidad viva anatémica,
funcional, de origen y de herencia mas pequefia de los seres vivos (Gal et al., 2007). Las
células estan constituidas por pequefios compartimentos separados del entorno externo,
rodeados de membrana y llenos de una solucién acuosa concentrada de compuestos
quimicos (Gal et al., 2007; Alberts et al., 2008). En su interior se producen numerosas
reacciones quimicas que les permiten crecer, reproducirse por division, producir energia para
sus actividades, ocuparse de actividades mecanicas, reaccionar a estimulos y eliminar

residuos. El conjunto de estas acciones se llama metabolismo (Karp, 2011).

Todos los seres vivos tienen como misién fundamental la de reproducirse, preservando sus
caracteristicas esenciales a través de las generaciones (Ramirez y Gonzalez, 2003). Para un
organismo pluricelular, innumerables divisiones de un cigoto producen un organismo de
complejidad y organizacién celular impresionantes (Karp, 2011). Las células se dividen a
través de una serie ordenada de pasos denominados ciclo celular, en el cual la célula
aumenta su tamafio, acrecienta el niumero de componentes intracelulares (proteinas vy
organulos), duplica su material genético y finalmente se divide (Alberts et al., 2008); dando
paso a un proceso denominado proliferacidn, el cual esta definido como el incremento del
numero de células como resultado del ciclo celular y del equilibrio entre crecimiento, division

y muerte (Sanchez, 2001).

Ciclo celular

Desde el punto de vista metabdlico, el ciclo celular es definido como el intervalo existente
entre dos divisiones mitdticas sucesivas (Kierszenbaum y Tres, 2011); es decir, los estadios
por los que pasa una célula de una divisién a la siguiente (Pierce, 2010). Este ciclo esta
constituido por una serie ordenada de acontecimientos macromoleculares que llevan a la
divisién celular y a la produccién de dos células hijas, cada una de las cuales contiene

cromosomas idénticos a los de la madre (Lodish et al., 2005). Ademas, la division debe estar
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finamente regulada y coordinada con el crecimiento celular a través de los factores de
crecimiento que controlan la proliferacién celular y con la replicacion del ADN (acido
desoxirribonucleico), para asegurar la formacién de una progenie de células que contengan
genomas completos (figura 1). En la mayoria de las células, consiste en cuatro procesos
coordinados: crecimiento celular, replicaciéon del ADN, distribucién de los cromosomas

duplicados a las células hijas y divisién celular (Cooper y Hausman, 2009).

Figura 1. El ciclo celular y sus puntos de control. En una célula en proceso de division, la fase mitética (M) se alterna con la
interfase o periodo de crecimiento. La primera parte de la interfase, llamada G1, siguiendo la fase S, la ultima parte de la
interfase se llama G2. En la fase M, se divide el nucleo y los cromosomas son distribuidos de manera equilibrada, y la
citocinesis divide el citoplasma para producir dos células hijas. Los puntos de control se encuentran en las fases G1, G2 y
M. Tomado y modificado de http://www.acercaciencia.com/2012/10/15/ciclo-celular/.

La progresidon de las células a través del ciclo de divisidn celular se regula por sefiales
extracelulares del medio, asi como por sefiales internas que supervisan y coordinan los
diversos procesos que tienen lugar durante las diferentes fases del ciclo celular (Cooper y
Hausman, 2009). El sistema de control celular es un dispositivo bioquimico que actua
ciclicamente, compuesto por un conjunto de proteinas interactivas que inducen y coordinan
los procesos subordinados basicos que duplican y dividen los contenidos de la célula (Alberts

et al., 2008). La progresion a través del ciclo celular es regulada en puntos de transicidn clave
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llamados puntos de control (figura 1); los cuales, aseguran que todos los componentes estén
presentes y en el orden adecuado antes de que la célula proceda a la siguiente etapa; siendo
necesarios para evitar que proliferen las células con cromosomas faltantes o danados. Las
alteraciones a los puntos de control pueden conducir a una division celular desregulada,

como se observa en algunos tipos de cancer (Campbell y Reece, 2007; Pierce, 2010).

Muerte celular

El niumero de células que componen un tejido en un organismo permanece, dentro de ciertos
limites, constante; las células que mueren se sustituyen por otras, proceso que esta regulado
y que asegura la homeostasis, manteniéndose un balance adecuado entre la proliferacién, la
diferenciacién, la supervivencia y la territorialidad (Lizarbe, 2007). La pérdida de la
homeostasis le confiere a las células la capacidad de invadir territorios vecinos o colonizar
tejidos distantes (Hubbard et al., 2012). Para regular el nimero de células predeterminado
de los organismos multicelulares se llevan a cabo dos procesos principales: a) la
multiplicacidn celular (antes descrita) y b) la muerte o eliminacién de un nimero igual de
células (Dubin y Stoppani, 2000). Por lo cual, la muerte celular programada o apoptosis, es
un hecho normal en el que una secuencia organizada de fendmenos conduce a la muerte de
la célula (Karp, 2011).

Existen diferentes tipos de muerte celular, siendo los mds importantes la necrosis y la
apoptosis (figura 2), estos dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su
morfologia y bioquimica; siendo la apoptosis la de mayor relevancia por ser un proceso
natural a diferencia de la necrosis (Dubin y Stoppani, 2000; Pierce, 2010).

Necrosis

Durante la necrosis, las células mueren en respuesta al dafio tisular y exhiben cambios
morfoldgicos caracteristicos. Tipicamente, las células que atraviesan este proceso se dilatan,
estallan y liberan sus contenidos intracelulares, que pueden danar a las células circundantes

y suelen causar inflamacién (Lodish et al., 2005).




Figura 2. Necrosis y apoptosis. Comparacion del proceso necrético y apoptoético con sus efectos a nivel tisular. Tomado y
modificado de http://medicinembbs.blogspot.mx/2011/03/programmed-cell-death-apoptosis.html.

En este proceso, la permeabilidad de la membrana plasmdtica se altera y se establece un
flujo anormal de iones hacia el interior de la célula (principalmente de iones de calcio) que va
acompafado de la entrada pasiva de agua. El volumen celular aumenta y algunas rutas
metabdlicas se alteran debido a las nuevas concentraciones idnicas que se establecen. Asi la
mayor concentracion intracelular de calcio inhibe la produccién de ATP (por sus siglas en
inglés, Adenosine TriPhosphate), a la vez que estimula la sintesis de algunas enzimas
proteoliticas, la cromatina nuclear pierde su conformacion original y constituye pequefios
agregados, mientras que algunos organulos membranosos, como el reticulo endoplasmico o
las mitocondrias, se dilatan por la entrada de agua, los ribosomas se desorganizan y los
lisosomas se rompen. Seguidamente, los organulos estallan, la membrana plasmatica y la
envoltura nuclear se fragmentan y el contenido intracelular se vierte al exterior; provocando
una respuesta inflamatoria. Finalmente las células fagociticas degradan los restos (Paniagua,
2007).

La rotura de la membrana plasmatica con la consecuente lisis celular, permite que sean
liberados al exterior diferentes compuestos intracelulares fuera de la célula (Lizarbe, 2007).
Asi, la muerte celular necrética se puede medir mediante la monitorizacion de la
concentracion de estos compuestos celulares en el medio circundante, como es el caso de la

enzima Lactato deshidrogenasa (LDH), responsable de la conversién de piruvato a lactato
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transformando un NADH en NAD®, durante el metabolismo anaerobio para la produccién de
ATP (Silverthorn, 2008); esta enzima puede ser cuantificada por técnicas colorimétricas. Por
otro lado, la membrana no integra de una célula necrética en estadios tempranos, puede ser
atravesada por diferentes compuestos circundantes en el medio, caracteristica que permite
evaluar la integridad de la membrana utilizando colorantes supravitales como el ioduro de
propidio (IP), molécula con carga que se une a los acidos nucleicos y que no puede penetrar a

las células intactas (Kouri y Mitrovic, 2010).
Apoptosis

El término apoptosis fue acuiiado en 1972 por Kerr y colaboradores para describir un modo
comun de muerte celular programada en distintos tejidos y tipos celulares, ya que las células
gue se estaban muriendo compartian caracteristicas morfolégicas que eran distintas de las

particularidades observadas en las células necroticas.

La muerte por apoptosis es un suicidio de la célula por un mecanismo de autodestruccién, sin
desencadenar reacciones de inflamacién ni dejar cicatrices en los tejidos. Consiste en un
proceso limpio y ordenado caracterizado por la condensacién de la cromatina, que se
acompafia de una fragmentacion de ADN en el nucleo celular. Posteriormente el nucleo se
fragmenta, el volumen celular se reduce, hay una pérdida de la adhesiéon a las células
contiguas, formacién de ampollas en la superficie celular, y englobamiento rdpido de los
restos celulares por fagocitosis (Mdller, 2008 y Karp, 2011).

Este tipo de muerte desempefia un papel fundamental en la embriogenia, ya que ayuda a
modelar los 6rganos durante el desarrollo mediante la eliminacion de células superfluas.
Durante este mecanismo, cada dia se destruyen cerca de 10 mil millones de células del
cuerpo humano adulto, interviniendo un gran nimero de procesos fisiolégicos (Dale et al.,
2012). Ademas, la muerte celular programada constituye un mecanismo de defensa
mediante el cual, las células alteradas o potencialmente peligrosas, son eliminadas por el
bien del organismo. Las células infectadas por virus con frecuencia sufren la muerte celular
programada, lo que evita que se generen nuevas particulas viricas y que se propague el virus
por el organismo hospedador. Otro tipo de alteraciones, como las lesiones en el ADN,
también inducen la muerte celular programada; en este caso, se eliminan las células
portadoras de mutaciones potencialmente daiiinas, incluyendo aquellas células con

mutaciones que pudieran desencadenar el desarrollo de cancer (Cooper y Hausman, 2009).




La apoptosis esta regulada por una via que involucra muchas proteinas, las cuales disparan o
impiden este proceso. La apoptosis puede ser desencadenada por una variedad de estimulos
que actlan ya sea desde afuera de la célula (via extrinseca) o desde el interior celular (via
intrinseca). Los estimulos externos pueden ser la radiaciéon y la falta de factores de
crecimiento esenciales; mientras que un estimulo intrinseco puede ser el dafio espontaneo al
ADN de la célula (Passarge, 2010). Por lo tanto, existen dos rutas de activacion de la

apoptosis: la via extrinseca e intrinseca (figura 3).

Figura 3. Rutas de muerte por apoptosis, en donde se aprecia la ruta extrinseca y la ruta intrinseca. Las flechas indican
activacion y las fechas truncadas una inhibicion. Tomado de Lizarbe, 2007.

Las proteinas reguladoras del proceso de apoptosis pertenecen a la familia Bcl-2 y contienen
distintos dominios estructurales como BH1, BH2, BH3 y BH4 que corresponden a segmentos
helicoidales, unos actian como antiapoptdticos como Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1 y otros funcionan
como proapoptéticos los cuales son Bax, Bad, Bak, Blk y Bid (Schinoni et al., 2006). El
mecanismo central de la maquinaria de muerte en cualquier célula estd constituido por una
familia de proteasas, a las que se han denominado caspasas (Alnemri et al., 1996).
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Independientemente de la naturaleza del estimulo inductor de muerte, el proceso siempre
resulta en la activacién de las caspasas que conduce a la fragmentacién del material genético
de forma rdpida y controlada, sin causar dafios en el entorno celular. En la cascada de
caspasas participan aproximadamente nueve caspasas diferentes, en donde intervienen las
caspasas iniciadoras y convergen en las caspasas efectoras (Rang et al., 2012). La caspasa-3
es considerada la enzima ejecutora mas importante dentro de la cascada, sobre la cual
convergen las dos vias de activaciéon de la apoptosis (Anand, 2011), siendo esencial para
algunos cambios caracteristicos en la morfologia celular y participa en eventos asociados con

la ejecucion y terminacidn de la apoptosis (Porter y Janicke, 1999).
VIA EXTRINSECA

La via extrinseca involucra la activacion de la cascada apoptética a través de receptores en la
membrana celular en respuesta a sefiales extracelulares (Cuello et al., 2006). En esta via, los
receptores como TNFR1, Fas, DR-3, DR-4 o DR-5, interactian con sus respectivos ligandos.
Esta unién permite el reclutamiento intracelular de varias moléculas efectoras que inducen la
activacion de caspasas (Shen et al., 2006). Las caspasas (prototipo de la familia de cisteinil-
aspartil proteasas) llevan en el centro activo una cisteina y rompen el sustrato de forma
especifica después de un residuo de Asp. (Asp-Xaa). La ruta extrinseca causada por los
receptores de Fas y su ligando induce una oligomerizacién de receptores Fas, que conducen a
la activacién del “Dominio de muerte” (DD, del inglés death domain). Mediante la unién de
proteinas adaptadoras citosélicas FADD a los dominios DD activados se origina un complejo
gue puede unir a dos moléculas de procaspasa-8, que reciprocamente se auto-activan
(Muller, 2008). Finalmente, la caspasa-8 puede activar a la caspasa-3, inicidndose asi el
programa de muerte celular (Shen et al., 2006), o bien puede escindir a Bid, un miembro
proapoptético de la familia de Bcl-2. Bid se traslada del citoplasma a la membrana externa
mitocondrial e induce cambios en la permeabilidad de la membrana que promueven la
liberacion del citocromo C del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma
(Veldzquez et al., 2004).

VIiA INTRINSECA

Una sefal determinada de muerte, como agentes genotdxicos utilizados en quimioterapia y
radiacion, determinan una respuesta de estrés celular que induce apoptosis a través de esta
via (Cuello et al., 2006), donde intervienen numerosas proteinas proapoptéticas, tales como
citocromo C, AIF y SMAC/DIABLO (Porter et al., 2006). Entre los inductores de apoptosis mas




importantes se encuentra el supresor de tumores p23. Tras el daifo del ADN, p23 inicia un
periodo de reparacion. Alternativamente, p23 puede enviar a la célula a apoptosis con danos
de ADN irreparable; para ello p23 induce la expresidon del gen bax. La proteina Bax regula en
la membrana mitocondrial externa (junto con miembros de la familia Bcl-2) la liberacién de
citocromo C de la membrana interna de este organulo al citoplasma (Mdller, 2008). El
citocromo C liberado se une a Apaf-1 para formar un complejo multimérico que recluta y
activa a la procaspasa-9. La caspasa-9 activa a su vez a las procaspasas 3y 7 (Veldzquez et al.,
2004), que son las responsables de la escision de varias proteinas que llevan a las

caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas de la apoptosis (Gogvadze et al., 2006).
Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son una familia de moléculas altamente reactivas
que incluyen el radical hidroxilo (-OH), el aniédn superéxido (O, ), perdxido de hidrégeno
(H,0,), vy radicales de peréxido organico. Las ERO se pueden producir in vivo por varios
sistemas de enzimas, tales como la NADPH oxidasa (del inglés, nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase), lipoxigenasas, ciclooxigenasas, y el citocromo P450. En
condiciones fisioldgicas, la cadena respiratoria mitocondrial es el sitio principal para la
produccién de ERO en células (Fleury et al., 2002). Los electrones transportados por la
cadena de transporte de electrones pueden ser desviados de la via a oxigeno, generando
anién superdxido. Las ERO son especies extremadamente transitorias debido a su alta
reactividad quimica. Es esta reactividad quimica responsable de la destruccién del ADN,
proteinas, carbohidratos y lipidos. Sin embargo, en condiciones normales, los antioxidantes
como el glutation reducido (GSH), la catalasa, y el superéxido dismutasa (SOD) generalmente
previenen el dafo tisular (Curtin et al., 2002). Cuando las ERO sobrepasan los sistemas de
defensa de la célula, hay una alteracion de la homeostasis redox, provocando estrés oxidativo
(Schreck et al., 1991).

La muerte celular necrética debido al estrés oxidativo esta bien documentada (Halliwell et
al., 1989). Este fendmeno implica dafo celular masivo, que en su mayoria seria causado por
el radical hidroxilo altamente reactivo. Sin embargo, la posibilidad de que las ERO sean las
moléculas de sefializacién en las muertes fisioldgicas, como la apoptosis, es una idea mas
reciente. Existe una creciente evidencia de que estos compuestos pueden jugar un papel
central en las vias de transduccién de muerte celular. De hecho, hay varias observaciones

gue sugieren que las ERO pueden mediar la apoptosis: (1) la adicion de las ERO o el




agotamiento de los antioxidantes endégenos puede promover la apoptosis (Lin et al., 2004),
(2) la apoptosis a veces puede ser retrasada o inhibida por antioxidantes (Grub et al., 2002;
Medan et al., 2005) y (3) muchos estimulos de apoptosis, tales como TNF-a (Sidoti et al.,
1998), los glucocorticoides (Oshima et al., 2004), la retirada del factor de crecimiento
(Kirkland et al; 2002), y la infeccion por virus de inmunodeficiencia humana, se ha

demostrado que estimulan la produccién de ERO (Gil et al., 2003).

Cancer

El término cancer es utilizado para enfermedades que implican un exceso de células malignas
(las células cancerigenas), que son anormales dividiéndose sin control y pueden invadir otros
tejidos (NCI, del inglés National Cancer Institute; RAE, Real Academia Espafiola, 2013). Es una
enfermedad genética, ya que se pueden rastrear alteraciones dentro de genes especificos en
un conjunto de genes que pertenecen a dos grandes grupos, los oncogenes y los genes
supresores de tumores, cuyos productos ejercen funciones bdsicas en el buen
funcionamiento, crecimiento y muerte de todas nuestras células (Alberts, 2008); al volverse
inestable desde el punto de vista genético, a menudo tienen complementos cromosdmicos

muy anormales, un trastorno conocido como aneuploidia (Karp, 2011).

Como consecuencia de la proliferacién anormal de células, es formada una masa de tejido
llamado tumor que puede ser benigno o maligno. Un tumor maligno es capaz de invadir el
tejido normal adyacente y propagarse por el cuerpo (metdstasis). Sélo a los tumores
malignos se les denomina propiamente como cénceres y es su capacidad para invadir y dar

lugar a metdastasis lo que convierte al cdncer en algo peligroso (Cooper y Hausman, 2009).

Las caracteristicas del cédncer incluyen seis funciones bioldgicas adquiridas durante el
desarrollo de varios pasos en los tumores humanos a los que Hanahan y Weinberg (2011)
llamaron sellos del cancer (figura 4). Estos incluyen el mantenimiento de la sefializacion
auténoma proliferativa, evasion de los supresores de proliferacién, escapatoria a la muerte
celular programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado (atribuida a la presencia de
telomerasa), la induccién de la angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos), y la
capacidad de invasion y metastasis. Recientemente se han afiadido otros sellos o
caracteristicas; como son, la reprogramacion del metabolismo energético (a menudo
dependen de la glucdlisis) y el impedimento de la destruccién inmune (Karp, 2011; Pecorino,
2012).
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Figura 4. Microambiente del tumor mostrando las caracteristicas del cancer y las células que pueden contribuir a su
desarrollo, la participacion de las células varia con el tipo de tumor. Tomado y modificado de Hanahan y Coussens, 2012.

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la transformacién de una célula
normal en tumoral es un proceso multifasico y suele consistir en la progresidon de una lesion
precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado de la interaccion entre
los factores genéticos del paciente y tres categorias de agentes externos: 1) carcinégenos
fisicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizantes; 2) carcinégenos quimicos, como los

asbestos, los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los
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alimentos) o el arsénico (contaminante del agua); y 3) carcinégenos bioldgicos, como las

infecciones causadas por determinados virus, bacterias o parasitos.

Tanto los tumores malignos como los benignos, se pueden producir por la proliferacion
anormal de cualquiera de los diferentes tipos de células del cuerpo, por lo que hay mas de
cien tipos distintos de cédncer que pueden diferir en su comportamiento y respuesta al
tratamiento. Los tumores se clasifican generalmente segun el origen de las células de donde
surgen y se agrupan en: 1) carcinomas, aquellos cuyo origen son células epiteliales; 2)
sarcomas, cuyo origen son las células del tejido conectivo, como el musculo, hueso, cartilago
y tejido fibroso; y 3) aquellos que no se ajustan a ninguna de las categorias anteriores y se
incluyen las leucemias, y los tumores del sistema nervioso (Cooper y Hausman; 2009)

De acuerdo con la OMS, el cancer es una de las principales causas de muerte en todo el
mundo. Tan sdélo en 2011 los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte entre los
mexicanos solo después de las enfermedades del corazén y la diabetes mellitus. De acuerdo
a la informacién del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en 2011 murieron
71 mil 350 personas por cancer en México (INEGI, 2011). Los canceres causados por
infecciones viricas, tales como las infecciones por virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o
por el virus de papiloma humano (VPH), son responsables de hasta un 20 % de las muertes
por cancer en los paises de ingresos bajos y medios (GLOBOCAN, 2008).

Cancer cérvico uterino (CaCU)

De acuerdo al Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos (NCI), el cancer cérvico
uterino es un padecimiento en el cual se encuentran células cancerosas (malignas) en los
tejidos del cuello uterino, que es la abertura del utero (el érgano hueco en forma de pera
donde se desarrolla el feto) y lo conecta con la vagina (canal de nacimiento) (figura 5). Los
tejidos del cuello uterino experimentan cambios y empiezan a aparecer células anormales
(proceso conocido como displasia). Posteriormente, las células cancerosas comienzan a
crecer y se diseminan con mayor profundidad en el cuello uterino y en las dreas
circundantes. En México es la segunda causa de morbilidad hospitalaria entre las mujeres, en
el grupo de 65 a 74 aios se ubica la tasa mas alta (SSA, 2011).
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Figura 5. Anatomia del aparato reproductor femenino. Los érganos que lo componen son el utero, los ovarios, las trompas
de Falopio, el cuello uterino y la vagina. El utero tiene una capa muscular externa que se llama miometrio y un
revestimiento interno que se llama endometrio. Tomado de NCI, 2013.

Casi todos (99.8 %) los casos de cancer de cuello uterino se deben a tipos especificos de un
virus de ADN tumoral transmitido por via sexual, que se denomina virus del papiloma
humano (VPH) (Lépez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006). La infeccién del cuello uterino por
el VPH es la causa mas comun del cdncer de cuello uterino. No obstante, no todas las

mujeres con infeccién por el VPH padeceran de cancer de cuello uterino.
Los factores de riesgo posibles para la infeccidon incluyen los siguientes:

Multiparidad.

Promiscuidad (tener muchas parejas sexuales).

Actividad sexual a edad temprana.

Tener historial de otras enfermedades transmitidas sexualmente.
Verrugas genitales, test de papanicolau con resultados anormales.
Pareja sexual con cancer de cérvix o de pene.

Edad, siendo mas comun después de los 35 afios.

Carga viral, relacionada con la severidad de la enfermedad. El VPH tipo 16
puede alcanzar una carga viral mas alta que otros tipos virales.
Fumar.

Uso prolongado de pildoras anticonceptivas orales.

Tener el sistema inmunitario debilitado.

Predisposicidon genética.

FEEE R E
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Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma (VP), pertenece a la familia Papillomaviridae. Infecta especificamente el
epitelio escamoso de mds de 20 especies diferentes de mamiferos, aves y reptiles. La
particula viral del papiloma humano tiene una capside de 72 capsdmeros (60 hexameros y 12
pentdmeros), con un didmetro aproximado de 55 nm y que contiene al genoma viral (figura
6). Los capsOdmeros estan hechos de dos proteinas estructurales: L1 en mayor proporcion y
L2. El VPH es relativamente estable y debido a que no tiene una envoltura, permanece
infeccioso en un ambiente himedo por meses (Lépez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006).

Recientemente se conocen 15 tipos de VPH en mujeres (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73 y 82) que deben considerarse como de alto riesgo, mientras que 12 de ellos (6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108) deben considerarse de bajo riesgo y sélo 3 (26,
53 y 66) como de probable alto riesgo (Tatti, 2008). EI genoma del VPH consiste de una

molécula de ADN circular de doble cadena, aproximadamente de 8 Kb.
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Figura 6. Organizacion del Genoma del VPH. Se divide en tres regiones: la region larga de control (LCR) que no contiene
marco de lectura alguno, la region que corresponde a las proteinas tempranas (E1 a E8) y la region que corresponde a las
proteinas tardias (L1 y L2). Tomado Lépez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006.

Las proteinas del virus provocan lesiones leves o moderadas debido a su potencial
oncogénico (Lopez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006). Después de que el VPH ha infectado a
las células, el virus expresa las proteinas para integrar su genoma con el de la célula sana y
como consecuencia de la replicacidon de viriones se altera la secuencia de ADN de la célula
provocando una célula cancerosa debido a su interaccién con los oncogenes (Alberts et al.,
2008).
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Clasificacion del CaCU

Una vez detectado (diagnosticado) el cancer cérvico uterino, la etapa o estadio describe la
extension o gravedad del cancer que aqueja a una persona. Actualmente son varios sistemas
los utilizados para la clasificacién del cancer cérvico uterino; el sistema Bethesda (figura 7), es
un método para evaluar y diagnosticar un estudio citoldgico ginecoldgico y se origind en el

Instituto Nacional de Cancer de Bethesda, Estados Unidos (Alonso et al., 2005).

Figura 7. Etapas de progresion en el desarrollo de cancer en el epitelio del cuello uterino. Micrografias dpticas de una
seccion a través del tejido del ttero en diferentes estadios. a) En el epitelio escamoso pluriestratificado normal, las
células estan confinadas en la capa basal. b) En las neoplasias intraepiteliales de bajo grado (NIC 1), las células en division
se pueden encontrar en la tercera parte inferior del epitelio; las células superficiales todavia son alargadas y muestran
signos de diferenciacidn, aunque es incompleta. c) y d) en la neoplasia intraepitelial de alto grado (NIC 2 y NIC 3), las
células proliferan en todas las capas del epitelio y no muestran signos de diferenciacion, presentan mayor actividad
mitdtica y contenido de células inmaduras en los tercios central y superior la lesion. e) Cancer invasivo; la verdadera
malignidad comienza cuando las células atraviesan o destruyen la ldamina e invaden el tejido conjuntivo circundante.
Tomado de science photo library en http://www.sciencephoto.com/media/108012/view.

La lesidon escamosa intraepitelial (SIL, del inglés squamous intraepithelial lesion) se divide en
lesiones de bajo y alto grado (Tatti, 2008). Las lesiones que se encuentran en las biopsias y
colposcopia, se clasifican en neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 1 cuando es de bajo
grado, y cuando es de alto grado como NIC de grado 2 6 3 (Vazquez y Justo, 2011). La
estadificacion de las etapas de la evolucién CaCU, partiendo de la etapa cero, corresponderia
al carcinoma in situ (NIC 3); esta clasificacién continda siendo clinica utilizando la ultima
modificacion de la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en el afio

2009 (Pecorelli et al., 2009).
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Figura 8. Progresion del CaCU por estadios. En el estadio |, el cancer no mide mds de 3 mm de profundidad y 7 mm de
ancho hasta 4 cm; en el estadio Il, el tumor se puede ver sin un microscopio y mide de cuatro centimetros hasta que se ha
extendido mas alla del cuello uterino en los tejidos que rodean el ttero; para el estadio Ill, el cancer se diseminé hacia el
tercio inferior de la vagina, se puede haber diseminado hasta la pared de la pelvis, o puede haber causado problemas en
los rifiones, posteriormente el tumor se volvio lo suficientemente grande como para bloquear los uréteres (los tubos que
conectan los rifiones con la vejiga), el dibujo muestra el uréter derecho bloqueado por el cancer (el bloqueo puede hacer
que el rindn se agrande o deje de funcionar); en el estadio 1V, el cancer se disemind hasta la vejiga, el recto u otras partes
del cuerpo, como el higado, los intestinos, los pulmones o los huesos. Tomado y modificado de Montalvo et al., 2011.

Los estadios tempranos del CaCU (figura 8) incluyen carcinoma in situ (estadio 0), que es un
cancer en su etapa inicial. El estadio I, en donde el cancer se encuentra solamente en el
cuello uterino y se puede ver bajo el microscopio o sin él. El estadio Il, caracterizado por que
el cancer se ha diseminado mas allad del cuello uterino, pero no hasta la pared de la pelvis
(tejidos que revisten la parte del cuerpo entre la cadera) o hasta el tercio inferior de la
vagina; al final de este estadio el cancer se disemind mas alla del cuello uterino hasta los dos
tercios superiores de la vagina o hasta los tejidos que rodean el utero. El estadio lll, etapa
donde el cancer se disemina hasta el tercio inferior de la vagina, hasta la pared de la pelvis o
puede haber causado problemas en los rifones. Finalmente se encuentra el estadio IV, en

donde el cancer se disemind hasta otras partes del cuerpo (Montalvo et al., 2011).
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Diagnostico y tratamiento del cancer

La deteccion temprana y el tratamiento oportuno del VPH en lesiones precancerosas pueden
prevenir la progresién a cancer. Los métodos principales de diagndstico han sido la
histopatologia y métodos citoldgicos como el Papanicolaou, que busca cambios en las células
de la zona de transformacion. Las pacientes con resultados de Papanicolaou anormales que
no tienen una lesién cervical severa son evaluadas por colposcopia y por toma de biopsia o
cono. La escisién por medio del asa electro quirldrgica es buen tratamiento para las lesiones

escamosas no invasivas (Lopez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006).

De acuerdo con el NCI (2013) existen tratamientos para todas las pacientes con cancer
cérvico uterino, que es normado de acuerdo al estadio clinico en el que se encuentre la

paciente. Se emplea tres clases de tratamiento:

) Cirugia (extraccidn del cancer en una operacion).

J Radioterapia (uso de rayos X de alta energia u otros rayos de alta energia para
eliminar las células cancerosas).

J Quimioterapia (uso de medicamentos para eliminar las células cancerosas).
Cirugia

El prondstico (posibilidades de recuperacién) y la seleccidn del tratamiento dependen de la
etapa en que se encuentra el cancer (si se encuentra en el cuello uterino o si se ha
diseminado a otros lugares) y el estado de salud en general de la paciente. El médico puede
emplear uno de varios tipos de cirugia disponibles para el carcinoma in situ con el fin de

destruir el tejido canceroso:

J La criocirugia consiste en la eliminacidn del cancer por congelamiento.
J La cirugia con rayo laser consiste en el uso de un haz de luz intensa para eliminar
células cancerosas.

El médico puede extraer el cdncer empleando una de las siguientes operaciones:
CONIZACION

Consiste en la extraccién de un pedazo de tejido en forma de cono en el lugar donde se
encuentra la anormalidad. La conizacidon se emplea para extraer un pedazo de tejido para
una biopsia, pero también puede utilizarse para el tratamiento del cancer incipiente del

cuello uterino.
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HISTERECTOMIA

La histerectomia es una operacion en la cual se extrae el Utero y el cuello uterino ademas del
cancer. La operacién se llama histerectomia vaginal, si el Utero se extrae a través de la
vagina; histerectomia abdominal total, si se extrae mediante un corte (incisién) en el
abdomen; salpingooforectomia bilateral, cuando son extraidos los ovarios y las trompas de
Falopio; durante la histerectomia radical se extrae el cuello uterino, el Utero y parte de la
vagina; cuando también se extrae los ganglios linfaticos de la regién se denomina diseccién
de los ganglios linfaticos. Si el cancer se ha diseminado afuera del cuello uterino o los
drganos femeninos, se puede extraer el colon inferior, el recto o la vejiga (dependiendo del
lugar al que se haya diseminado el cancer) junto con el cuello uterino, el Utero y la vagina
(exenteracion). A veces es necesaria la cirugia plastica para formar una vagina artificial

después de esta operacion.
Radioterapia

La radioterapia consiste en el uso de rayos X y/o rayos Y para eliminar células cancerosas y
reducir tumores. La radiacion puede provenir de una maquina fuera del cuerpo (radioterapia
externa) o se puede derivar de materiales que producen radiacion (radioisétopos) a través de
tubos plasticos delgados que se aplican al area donde se encuentran las células cancerosas

(radiacion interna). La radioterapia puede emplearse sola o combinada con cirugia.

La radioterapia convencional suele aplicarse en ciclos fraccionados con dosis diarias de 180 a
200 cGy (centiGray) por fraccidn. La diferencia que hay entre el fraccionamiento de tumores
y los tejidos normales es un factor importante para determinar el indice terapéutico
(diferencia entre el control del tumor y las complicaciones de los tejidos normales) de la

irradiacion fraccionada (Eifel, 2010).
Quimioterapia

La quimioterapia consiste en el uso de medicamentos para eliminar células cancerosas.
Puede tomarse en forma de pildoras o via intravenosa (IV). La quimioterapia se considera un
tratamiento sistémico ya que el medicamento es introducido al torrente sanguineo, viaja a

través del cuerpo y puede eliminar células cancerosas fuera del cuello uterino.

Se dispone de una gran variedad de farmacos quimioterapéuticos, la elecciéon y Ia

dosificacion de los cuales depende de los beneficios relativos de cada farmaco, como la

18



combinacidon de varios de ellos. Dentro de las consideraciones previas a la eleccién del
tratamiento es considerada la evolucién natural de la neoplasia concreta, circunstancias y
tolerancia de la paciente y la probabilidad de conseguir una respuesta beneficiosa. Entre los
farmacos antineoplasicos utilizados se encuentra la ifosfamida, cisplatino, beomicina,

mitomicina c, hidroxiourea, vincristina e irinotecan (Markman, 2010).
Prevencion: vacunas

Zhou y colaboradores (1991) desarrollaron las particulas tipo virus (virus like particles, VLP)
expresando los genes L1y L2 de la cépside viral (Lopez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006) sin
contener ningun otro material potencialmente peligroso o infeccioso. Ambas vacunas estan
basadas en la tecnologia de VLP. Una de ellas, la vacuna con dos antigenos o bivalente
contiene VLP que transportan dos genotipos del VPH, el 16 y el 18, que provocan alrededor
del 70 % de los casos de cancer cérvico uterino en la mayoria de las zonas del mundo. La otra
vacuna, una vacuna tetravalente, tiene VLP que ademas de los genotipos 16 y 18 contiene los
genotipos 6 y 11, causantes de alrededor del 90 % de las verrugas genitales en mujeres y
hombres (OMS, UNICEF y Banco mundial; 2009).

Perspectivas

Los farmacos que favorecen la apoptosis mediante diversos mecanismos fueron anunciados
como potenciales innovaciones para el tratamiento del cancer y estdn siendo objeto de
estudio, aunque ninguno de ellos ha sido aprobado aun para su utilizacién clinica. Los
posibles abordajes proapoptéticos terapéuticos han de dirigirse con precision hacia los
tejidos enfermos, a fin de evitar el riesgo evidente de lesionar otros tejidos (Melnikova et al.,
2009; Dale et al., 2012).

La mayoria de las veces se requiere de la combinacién de las terapias para obtener éxito, y
son eficientes en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo son generados efectos
secundarios en el paciente, como pérdida de cabello, irritabilidad, vémito, mareo, por citar
algunos. Estos tratamientos son incapaces de destruir selectivamente a las células cancerosas
sin dafiar en forma simultanea a las células normales. Ante esta situacidén se buscan nuevos

tratamientos y medidas de prevencidn que permitan una mejor calidad de vida del paciente.

Entre las nuevas alternativas para contrarrestar el cancer se buscan compuestos que tengan

potencial antiproliferativo y sean selectivos. Actualmente se ha encontrado que compuestos
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con aplicacién para determinadas patologias no tumorales, presentan actividades
antiproliferativas e inductoras de apoptosis. Un ejemplo de estos compuestos son los
Ditiocarbamatos, particularmente el Disulfiram (DSF), droga que ha sido utilizada por
décadas en el tratamiento del abuso del alcohol, inhibiendo la enzima aldehido
deshidrogenasa y recientemente propuesto como un agente anticancerigeno al igual que sus
metabolitos (Chen et al., 2006).

Disulfiram y sus metabolitos

Los Ditiocarbamatos son una clase de metal-quelante, con varias aplicaciones en medicina
como, el tratamiento de infecciones por bacterias u hongos ademdas de actuar como
antioxidantes. Particularmente el DSF [bis (dietilcarbamoil) disulfuro] (figura 9), que fue
sintetizado en 1881 por Grotky e introducido en la terapéutica como vermicida (Salazar,
2010), fue aprobado como medicamento hace décadas para combatir el alcoholismo (Zuben
et al., 2005) y mas recientemente, se ha sugerido en el tratamiento de la dependencia de
cocaina (Wickstrom et al., 2007). Sin embargo se ha distinguido por ser un compuesto, que al
ser administrado previamente a una ingestién de alcohol, a los primeros minutos provoca
una serie de malestares como son nauseas, vomito, cefalea pulsatil, rubor, disnea, dolor
precordial, sudoracidn, vision borrosa, vértigos, taquicardia e hipotensién, debido a la
acumulacién de acetaldehido en el torrente sanguineo entre 5 a 10 veces mayor a lo normal.
En casos graves pueden ocurrir arritmias cardiacas, depresidon respiratoria, infarto de
miocardio, insuficiencia circulatoria aguda, insuficiencia cardiaca aguda, shock y convulsiones
(Salazar, 2010).

Figura 9. Estructura quimica del Disulfuram (DSF), cuyo nombre IUPAC (del inglés, International Union of Pure and Applied
Chemistry) es 1-(dietiltiocarbamoildisulfanil)-N,N-dietil-metanotioamida. Tomado y modificado de Hu et al., 1997.

20



Los tiocarbamatos en general han sido y son objeto de numerosas investigaciones como
fungicidas, bactericidas e insecticidas. Sus complejos metdlicos son usados como pesticidas y
pueden ser utilizados ademads en los tratamientos del alcoholismo crénico, envenenamiento
con niquel y la acumulacién de cobre. Unido a esto, han encontrado aplicacién en la industria
de la goma como aceleradores de la vulcanizacidon y como aditivos para aceites y grasas por

su propiedad antioxidante (Gonzalez, 2000).

Varios laboratorios han investigado la actividad antitumoral del DSF en células tumorales,
encontrando que disminuye la proliferacion de células de carcinoma pulmonar (Ryan y
Wilding, 2000), carcinoma de ovario (Dazhi, 2002) y en cancer colorectal (Wang et al., 2003);
induce apoptosis en melanoma (Cen et al., 2002; Brar et al., 2004), en células de mama
(Chen et al., 2006; Wickstrom et al., 2007), y en células de leucemia mieloide U937
(Navratilova et al., 2009); ademas, presenta un efecto citotdxico en células de osteosarcoma
humanas U20S (Hyun-Ji et al., 2007) y mostraron reducir la angiogénesis (Gourley y
Williamson, 2006).

Se ha propuesto que el efecto del DSF esta limitado por si mismo, pero al formar un complejo
con cobre se activa y finalmente puede actuar como un inhibidor de proteosoma en cancer
de mama (células MDA-MB-231 y MCF10DCIS) (Chen et al., 2006); ademas, debido a la
formacién de este complejo se inhibe NFkB, potenciando su efecto en lineas celulares de
cancer de colon y de mama (Guo et al., 2010). No obstante, el mecanismo no ha sido
establecido completamente y todo parece indicar que el DSF actia de manera no selectiva.
Asimismo se ha reportado que el DSF puede tener actividad antitumoral y quimio sensitiva
(Wickstrom et al., 2007). También ha resultado ser mas activo en células hematoldgicas que
en tumores solidos. Ademas de mostrar un efecto citotdxico alto en células de leucemia
linfocitica crénica comparado con linfocitos normales, lo que indica una selectividad en

algunos tumores (Yu et al., 2007).

Por otro lado, en 1977, Cobby y colaboradores demostraron que el DSF no es el principio
activo que ejerce la influencia sobre el metabolismo de oxidacién del etanol, pues
encontraron que después de ser ingerido, es reducido rdpidamente a Dietilditiocarbamato
(DDC) por accién de la glutation reductasa (Cobby et al., 1977) que a su vez es metabolizado
a dietilamina, glucordnico de dietilditiocarbamato y sulfato de dietilditiocarbamato
(Gonzalez, 2000). Ademas, Zuben y colaboradores reportan que la actividad inductora de
apoptosis no es realizada por el DSF directamente, ya que éste es convertido rdpidamente a

otros metabolitos; lo que sugiere, que los responsables de la actividad biolégica son los
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metabolitos resultantes (Zuben et al., 2005), siendo mas importantes que el DSF por si solo.
Por lo que existe un interés en la sintesis de analogos del DSF asi como de sus metabolitos

para su evaluacién como agentes antiproliferativos e inductores de apoptosis.
Via metabdlica del Disulfiram

La via metabdlica para la biotransformacion del DSF se muestra en la figura 10; en donde el
DDC sufre una reaccidon de metilacion para formar el MeDDTC, el cual es activado
metabdlicamente por desulfuracion oxidativa y oxidacién para formar el MeDTC, y MeDTC-
SO (Zaldivar-Machorro et al., 2006).

Figura 10. Ruta metabdlica del Disulfiram; donde son utilizadas las siguientes abreviaturas: DSF, bis (dietiltiocarbamoil)
disulfuro; DDC, N,N-dietilditiocarbamato acido; el cual, sufre una reaccion de metilacion para formar el MeDDTC, S-metil-
N,N-dietilditiocarbamato; el cual es activado metabdlicamente por desulfuracion oxidativa y oxidacion para formar el
MeDTC, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato; y MeDTC-SO, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulfoxido; éste es el precursor de
MeDTC-S0O,, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulfona. El DDTC, Dietilditiocarbamato sédico es un andlogo sintético del DDC
que no forma parte de la ruta metabdlica. Tomado y modificado de Hu et al., 1997.

Los diversos metabolitos del DSF han sido evaluados con respecto a su actividad bioldgica,
entre ellos destaca el Dietilditiocarbamato (DDC); el cual induce apoptosis después de
detener en la fase G1/S del ciclo celular y decrecer el nivel de bcl-2, ademas de incrementar
el nivel de p53 (Liu et al., 1998); mientras que induce la apoptosis en lineas leucémicas

(Kanno et al., 2003) presentando un efecto citotéxico.

El andlogo de un metabolito mas estudiado es la Pirrolidina ditiocarbamato (PDTC)
perteneciente a la familia de los ditiocarbamatos; el cual forma complejos con cobre
presentando su actividad anticancerigena por inhibicion del proteosoma (Yu et al., 2007),
induce citotoxicidad en lineas celulares de melanoma (Rickardson et al., 2007), en células de

leucemia linfocitica inhibe al proteosoma 26S induciendo la traslocacién de NFkB (Léevborg
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et al., 2006). Ademas se le atribuye un efecto apoptético en células de cancer de mama
(Daniel et al., 2005), préstata (Chen et al., 2006), en lineas promielociticas HL-60
(DellaRagione, 2000) y se le ha atribuido un efecto citotdxico en lineas leucémicas
(Wickstrom et al., 2007).

No obstante en los estudios mencionados, no existe evidencia del efecto del Disulfiram en
células normales o no tumorales, lo cual genera la necesidad de conocer si es selectivo,
ademas de que se ha demostrado que el DSF al ser ingerido inmediatamente es
metabolizado y convertido a metabolitos que en realidad son los responsables del efecto,
induciendo a la busqueda de metabolitos del Disulfiram que pudiesen potencializar el efecto

antitumoral y ser selectivos con respecto a las células tumorales.

En conjunto, los antecedentes sugieren que el DSF y algunos de sus metabolitos presentan
efectos citotdxicos, antioxidantes, e inductores de apoptosis en diferentes lineas celulares y
modelos experimentales. Por ello el Dietilditiocarbamato sédico (DDTC) puede ser
considerado un candidato para evaluar su efecto antiproliferativo en células de CaCU, al
presentar la estructura base del DSF con el fin de encontrar un compuesto con potencial

antiproliferativo, selectivo e inductor de apoptosis en células cancerigenas.
Dietilditiocarbamato sodico

El Dietilditiocarbamato sddico (DDTC) (figura 11) es la sal del acido dietilditiocarbamico
(acido dietilcarbamoditioico), [(C,Hs),NCS,H], agente quelante utilizado principalmente en la
determinacién analitica de cobre, arsénico, niquel y otros metales (Bennington, 2000). Otras
aplicaciones incluyen la deteccidn de metales téxicos como Se, Cu, Pb, Zn, Fe, Co, Ni, Mn, Cry
Cd (Atanassova et al., 1998), tanto en agua, orina, sangre y en el tratamiento de

envenenamiento humano con metales.

Figura 11. Estructura quimica del Dietilditiocarbamato sddico.
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Los Dietilditiocarbamatos han sido objeto de estudio en la industria e investigacion. Se ha
iniciado el estudio del Dietilditiocarbamato sédico desde los puntos de vista de su actividad
antioxidante e hipoglucemiante. Dicho carbamato, administrado a ratas provocd descensos
en los niveles de glucosa en sangre (Cabo et al., 1996). Sin embargo inhibe la enzima
dopamina B-hidroxilasa, inhibiendo la sintesis de noradrelanina a partir de la dopamina,
cuyas concentraciones aumentan; de ahi la posibilidad de inducir cuadros psicdticos (Salazar,
2010).

En relacion a la actividad del DDTC en células de cédncer no se presenta informacién al
respecto; sin embargo al DDC se le atribuye el efecto formador de complejos con metales, en
especial cobre, que potencia su actividad “anticancerigena” y citotdxica; por lo cual el ion

sodio podria jugar un papel importante en el efecto en células de cancer cérvico uterino.
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Planteamiento del problema

A nivel mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad, siendo la segunda
después de las enfermedades cardiovasculares para el afno 2010 (Jones et al., 2012). En
México el cancer cérvico uterino es la segunda causa de morbilidad hospitalaria entre las
mujeres, en el grupo de 65 a 74 aios se ubica la tasa mas alta (SSA, 2011). No obstante los
tratamientos actuales para combatir esta enfermedad, resultan ser pocos selectivos, tdxicos,
e ineficientes en estados avanzados, generando la necesidad de buscar nuevas estrategias
basadas en compuestos que presenten una accién selectiva, induciendo muerte apoptotica,
con una citotoxicidad minima. Dentro de estas estrategias, en los Ultimos afios se han
explorado compuestos conocidos que presentan un historial clinico y actividad
antiproliferativa e inductora de apoptosis, para su uso como agentes terapéuticos o
preventivos en el desarrollo del cdncer. Entre estos compuestos figuran el Disulfiram, sus

metabolitos, asi como sus andlogos.
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Justificacion

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Mas del 70 % de
todas las defunciones por cancer se producen en los paises de ingresos bajos y medios, cuyos
recursos para la prevencion, diagndstico y tratamiento de la enfermedad son limitados o
inexistentes. En México representa la tercera causa de muerte (INEGI, 2011). De acuerdo con
el Informe mundial sobre el cancer (el analisis mundial de la morbilidad), la incidencia del
cancer podria aumentar en un 50 % hasta el afio 2020, en el que habria 15 millones de
nuevos casos (Ginebra, 2003). En el mundo la segunda causa de muerte por cancer en la
mujer, es neoplasia maligna del cuello uterino, lo cual es un problema de salud grave (Jones
et al., 2012). Por ello, es de vital importancia generar estrategias que den solucién a este
problema. Al respecto, estudios recientes han generado un fuerte interés por compuestos
conocidos, sus analogos o derivados a los que se les han descrito alguna actividad bioldgica,
entre las que destacan, la actividad antitumoral, antioxidante y antibacterial. Dentro de estos
compuestos se encuentran el DSF y sus metabolitos, de los cuales se tienen pocos estudios
relacionados al CaCU, por lo que es necesario generar informacion de la actividad
antitumoral de estos compuestos en células provenientes de cdncer cérvico uterino y su

posible selectividad respecto a células no tumorales, para su potencial aplicacion clinica.
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Hipotesis

Es conocido que el Disulfiram (DSF) y sus metabolitos poseen propiedades antitumorales,
antioxidantes e inductoras de apoptosis en diferentes lineas celulares, abriendo la posibilidad
de que el Dietilditiocarbamato sédico (DDTC) presente actividad antiproliferativa e inductora

de apoptosis, en lineas celulares provenientes de cancer cérvico uterino.

27



Objetivo general

Determinar si el Dietilditiocarbamato sddico (DDTC) afecta el potencial proliferativo de
células de cancer cérvico uterino Hela, CaSki y ViBo; asi como valorar su capacidad de inducir

muerte celular por necrosis o apoptosis.

Objetivos particulares

Determinar el efecto antiproliferativo del Dietilditiocarbamato sddico, expresado como la
concentracion requerida de DDTC para inducir un decremento del 50 % en el nimero celular
(Clsg), en cultivos de células de cancer cérvico uterino Hela, CaSki y ViBo y en cultivos de
células no tumorales, mediante las técnicas de tincidn por cristal violeta vy

carboxifluoresceina (CSFE).

Cuantificar la actividad citotéxica (muerte necrdtica) del Dietilditiocarbamato sédico en
cultivos de células de CaCU, linfocitos de sangre periférica humana y fibroblastos de cérvix,
mediante el ensayo de actividad de LDH (Lactato Deshidrogenasa) y la incorporacién de IP

(ioduro de propidio) para células tumorales.

Establecer si el compuesto Dietilditiocarbamato sédico ejerce un efecto en la morfologia
celular e induce condensacién y/o fragmentacion de ADN en las células tumorales Hela,

CaSki y ViBo con la técnica de microscopia y tincion con DAPI.

Evaluar si el Dietilditiocarbamato sddico, provoca un incremento en la expresion de caspasa-

3 activa en las lineas tumorales Hela, CaSki y ViBo, mediante la técnica de citometria de flujo.

Valorar si el compuesto Dietilditiocarbamato sddico a la concentracién de Clsg induce la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).
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Método

Cultivo de células tumorales HeLa, CaSki y ViBo

Todos los procesos que requieren esterilidad se realizaron en una campana de flujo laminar.
Las lineas celulares provenientes de cancer cérvico uterino Hela, CaSki y ViBo procedentes
de American Type Culture Collection (ATCC); fueron sembradas en cajas petri de 100 mm
(Pirex, USA), con 10 ml de medio RPMI-1640 del Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640;
Microlab, Mex.) suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, Mex.), al 5 %
de suero neonato de ternera previamente desactivado (NCS; Gibco, USA). Los cultivos fueron
mantenidos en una incubadora (Nuaire, USA) a 37 °C, al 5 % de CO, (diéxido de carbono) y
una atmosfera a saturacion humeda. Se permitid la proliferacion de los cultivos hasta
alrededor de un 70 % de confluencia para realizar los ensayos posteriores (Morgan y Darling,
1995).

Obtencion de células no tumorales (linfocitos)

En tubos Vacutainer con EDTA (BD, USA), se consiguieron 20 ml de sangre periférica de un
voluntario sano. Fueron colocados 5 ml de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, USA) y 5 ml de
sangre en tubos cénicos de vidrio (Pirex, USA), se cubrieron con papel aluminio y fueron
centrifugados (Centrifuga; Dinac, USA), con una velocidad inicial de 300 rpm que fue
aumentada cada 2 minutos (300 rpm) hasta llegar a 1500 rpm, después de lo cual se dejaron
centrifugando por 25 minutos adicionales. Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retiré el
plasma y colecté el anillo de leucocitos cuidadosamente; posteriormente, el paquete celular
obtenido de cada tubo fue transferido a otro tubo limpio para ser resuspendido con 10 ml de
PBS. Nuevamente las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos para retirar el
sobrenadante y fueron resuspendidas en 1 ml de RPMI-1640 suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (SFB; Hyclone, USA) anticipadamente desactivado, mientras las células son
concentradas a un solo tubo (volumen total de 4 ml). Consecutivamente, se tomd una

alicuota de 20 pl y se determind el nimero celular con ayuda de la cdmara de Neubauer.
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Procesamiento y obtencion de células de cérvix humano
(fibroblastos).

Las células fibroblasticas no tumorales, fueron obtenidas de una muestra de tejido del cérvix
uterino, proveniente de pacientes sometidas a histerectomia por causas diferentes a CaCU.
Una vez obtenida la pieza quirurgica, ésta se transportd en medio de cultivo RPMI-1640 al 20
% de SFB y fue procesada en las siguientes dos a tres horas. El proceso consistié en escindir el
tejido en trozos pequenos (de 2 a 3 mm), y fueron sometidos a una disgregacién enzimatica
con tripsina al 0.05 %; la cual se llevé a cabo colocando los trozos de tejido en un matraz
Erlenmeyer (Pirex, USA) de 50 ml, con 10 ml de tripsina a 37 °C en bafio maria durante 15
minutos en agitacidon constante. Una vez concluido el tiempo, la mezcla fue vertida a través
de una malla de nylon que permitié sélo el paso del material disgregado, dejando el tejido no
disgregado sobre la malla. El filtrado fue centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm, se decanté
el sobrenadante y el botdn celular fue cultivado en cajas petri de 100 mm. El cultivo fue
mantenido en una incubadora al 5 % de CO, y una atmdsfera de humedad a punto de rocio
durante dos dias maximo; después de este tiempo de incubacidén, se realizdé el cambio de
medio de cultivo removiendo las células no adheridas, adicionando medio fresco
suplementado con SFB al 10 % y se continud asi hasta obtener un 70 % de confluencia. En
este momento se lograron poblaciones (fibroblasticas o epiteliales), las cuales son utilizadas

para llevar a cabo resiembras, que permitan mantener poblaciones de un solo tipo celular.

Preparacion del DDTC

El stock con el que se comenzé a trabajar fue de 1000 pug de DDTC (donado por el Laboratorio
de Sintesis de Farmacos, a cargo del Dr. José Ignacio Regla de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM) disuelto en 50 pl de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich,
USA).

Para los ensayos de curva dosis-respuesta, se realizaron diluciones seriadas que van de 200 a
1.56 ug/ml para la obtencién de una Clso de la forma siguiente: del stock se tomaron 20 pl y
se llevaron a 1 ml con medio RPMI-1640 al 5 % NCS en tubos cénicos de 1.5 ml (eppendorf,
Ger.) para tener una concentracion 400 pg/ml en el primer tubo. Se prepararon 7 tubos
adicionales de 1.5 ml con 500 pl de RPMI-1640 al 5 % de NCS cada uno. Del primer tubo se

tomaron 500 pl para ser depositados en el segundo (completando un volumen de 1 ml), de
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éste fueron tomados nuevamente 500 pl y fueron depositados en el siguiente tubo,
reduciendo la concentracion a la mitad de forma sucesiva hasta llegar a la deseada. Al final
fueron obtenidas ocho concentraciones distintas de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 y 1.56

pug/ml en 1 ml del compuesto.

Para el resto de los ensayos, la cantidad requerida fue tomada de manera puntual
directamente del stock original para llegar a la concentracidn deseada.

Determinacion de la proliferacion celular a través de la técnica
del colorante cristal violeta para células tumorales: HeLa, CaSki
y ViBo y células no tumorales: fibroblastos

Se sembraron en placas de plastico de 96 pozos (Corning, USA) 7,500 células por pozo
provenientes de CaCU y células no tumorales (fibroblastos), con 100 ul de medio RPMI-1640
al 5 % de NCS y al 20 % de SFB respectivamente, por 24 horas para su adherencia. A
continuacion, se retird el medio de cultivo y se adiciond el compuesto a probar en RPMI-1640
fresco (al 5 % de NCS y 20 % de SFB) a las concentraciones deseadas, a partir de una dilucion
seriada. El ensayo control contempld la cantidad de vehiculo (concentracién del disolvente:

DMSO) utilizada en la concentracién maxima del compuesto a probar.

El cultivo con el tratamiento de DDTC se mantuvo por 24 y 56 horas, dando un tiempo total
de cultivo de 48 horas para el caso de las células tumorales y de 80 horas para las células no
tumorales. La determinacion del ndmero celular se realizé por la técnica de incorporacién del
colorante cristal violeta (Kueng et al., 1989). Para ello, se retir6 completamente el medio de
cultivo de las placas de cultivo; inmediatamente, las células fueron fijadas con glutaraldehido
al 1.1 % (Sigma-Chemical, USA), por 15 minutos; posteriormente, se retird el fijador y se dejé
secar al aire; después, se procedio a teifiir a las células con el colorante cristal violeta al 0.1 %
(Sigma-Aldrich, USA) en una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM (Sigma-
Aldrich, USA) pH 6 por 20 minutos, al cabo de los cuales se retird el exceso de colorante a
través de lavados con agua destilada y nuevamente se dejé secar al aire. Por ultimo, el
colorante es solubilizado en acido acético al 10 % (J.T. Baker, Mex.), por 20 minutos en
agitacidn constante, para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un lector de placas
(SofMaxPro, USA).
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Para calcular las Clso (decremento en un 50 % del nimero celular para cada linea celular
tumoral) de las células tumorales y la proliferacion de fibroblastos, los datos arrojados por el
lector de placas fueron procesados en el programa Microsoft® Office Excel 2007; para

obtener graficos de los datos el nimero celular.

Proliferacion de linfocitos humanos con carboxifluoresceina
(CSFE).

Para el ensayo de carboxifluoresceina fueron utilizados los linfocitos obtenidos a través del
proceso antes descrito; después de haber sido contadas se llevaron a una concentracion de
1x10° células/ml. Para marcar con el tinte carboxifluoresceina diacetato succinimidyl ester
(CFSE; Sigma-Aldrich, USA), los linfocitos fueron resuspendidos en 4 ml de PBS con 10 pl de
CFSE (12 uM por mililitro de solucidn o por milléon de células) y se incubaron durante 15
minutos protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS al
5 % de SFB, luego se centrifugaron a 1500 rpm (dos veces) y se resuspendieron en 4 ml de
RPMI-1640 al 20 % de SFB. Para activarlos con fitohemaglutinina, los linfocitos fueron
transferidos a tubos cénicos de 1.5 ml a una densidad de 1x10° células/ml de RPMI-1640
suplementado con 20 % de SFB y 25 pl de fitohemaglutinina/ml (FHG; Micro Lab S.A., Mex.)
diluida 1:10 en PBS homogenizando la suspension. A continuacion, los linfocitos fueron
transferidos a tubos cénicos de 1.5 ml con el tratamiento a evaluar cuidando de mantener

una densidad de 1x10° células/ml de medio total.

Las condiciones establecidas fueron las siguientes: sin activar (sin FHG), activados (con FHG);
vehiculo, al cual se le agregd la cantidad de DMSO empleada en la preparacion de la
concentracion mas alta del DDTC. Las células contenidas en cada tubo cdnico fueron
sembradas en una placa de cultivo de 96 pozos a una concentracién de 200,000 células/pozo

en un volumen de 200 ul y son incubadas en condiciones de cultivo por 72 horas.

Para la evaluacién de proliferacién, las células fueron cosechadas extrayendo todo el medio
de cultivo, y colectando en tubos cénicos de plastico de 1.5 ml. Se centrifugd la suspensién
celular a 1500 rpm durante 5 minutos y se retird el sobrenadante (recuperandolo para su
posterior analisis y el pellet se resuspendid en 250 ul de Verseno frio por 5 minutos,
posteriormente se centrifugd y retird el Verseno. Finalmente se resuspendié con 500 pl de

PBS y 500 ul de paraformaldehido al 2 %, para leerse en el citdmetro de flujo FACSAria Il y los
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datos fueron procesados en el programa FACSDiva versién 6.1.2. (Quah y Parish, 2010 y
2012).

Ensayo de citotoxicidad basado en la actividad de LDH

Las lineas celulares fueron cultivadas en placas de plastico de 96 pozos, 7,500 células por
pozo provenientes de CaCU vy fibroblastos con 100 ul de medio RPMI-1640 al 5 % de NCS, por
24 horas. Posteriormente fueron tratadas con la concentracidn de Clsg segin cada tipo
celular 24 horas adicionales para las células de CaCu y 56 horas para los fibroblastos de
cérvix; dando un total de 48 y 80 horas de cultivo. Posteriormente se colectd el medio de
cultivo en tubos coénicos de 0.6 ul (Eppendorf, Ger.), utilizando un tubo por pozo y fueron
centrifugados (Ultracentrifuga; Becton Dickinson, USA) a 1500 rpm para desechar cualquier

resto celular.

En el caso de los linfocitos, fue utilizado para su evaluacion el sobrenadante (medio de
cultivo) proveniente de la técnica de proliferacién con carboxifluoresceina. Los cuales fueron

centrifugados a 1500 rpm para desechar cualquier resto celular.

Las condiciones para la evaluacién fueron los siguientes controles: control basal (Unicamente
medio de cultivo), control negativo (células sin tratamiento, con medio de cultivo y suero al 5
0 20 %), control positivo (células permeadas durante 1 hora con Tritén X-100 (Sigma-Aldrich,
USA) al 1 % en medio de cultivo fresco) y vehiculo (DMSO en la concentracién utilizada para

el tratamiento con DDTC); cada uno por triplicado.

Para la valoracion: 40 ul del sobrenadante fueron transferidos a una placa de 96 pozos (de un
tubo conico a un pozo de la placa), a cada pozo se adiciond 40 pl de la mezcla de reaccién del
kit Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA) y se dejé incubar por 15 minutos a
temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente se midid la absorbancia a 490 nm

usando lector de placas (SoftMaxPro, USA).

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado, procesando los datos arrojados por el
espectrofotémetro en el programa Microsoft® Office Excel 2007. Obteniendo graficos de los

datos de los ensayos de citotoxicidad.
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Incorporacion de Ioduro de Propidio

Fueron sembradas 30,000 células por pozo en placas de cultivo de plastico de 48 pozos
(Corning, USA), procedentes de lineas de CaCU en las condiciones antes descritas, con 400 pl
de RPMI-1640 suplementado al 5 % de NCS. Después de la adherencia celular, se trataron las
células con DDTC a la concentraciéon de Clsg para cada linea. Después de 24 horas de
tratamiento, las células fueron cosechadas depositandose en tubos para citometro (un tubo
por condicidn) y fueron centrifugados a 1500 rpm recuperando el botdn celular. Para el
control positivo, las células fueron permeadas con 50 pl de Etanol al 70 % por 15 minutos;
transcurrido el tiempo fueron lavadas con PBS y centrifugadas a 1500 rpm rescatando el
botén celular. Posteriormente se agregé a cada muestra 1 ml de PBS suplementado al 5 % de
NCS. Un minuto antes de analizar la muestra se colocd a cada tubo 3 ul de ioduro de propidio
(IP; Sigma-Aldrich, USA) a una concentracidon de 200 mg/l. La muestra fue analizada en el
citometro de flujo FACSAria Il y los datos fueron procesados en el programa FACSDiva versién
6.1.2.

Morfologia celular y condensacion de la cromatina en células
tumorales por microscopia con tincion con DAPI

Se sembraron 750,000 células de CaCU en cajas petri de 50 mm (Pirex, USA) sobre
cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un volumen de 5 ml de RPMI-1640 suplementado al 5 % de
NSC y se incubaron por 24 horas bajo las condiciones antes descritas. Para la administracion
del DDTC; se trataron las células con la concentracion de la Clsg respectiva durante 24 horas,
teniendo un total de 48 horas de cultivo. Al término, las células fueron fijadas y permeadas
con etanol al 70 % durante 15 minutos. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS
filtrado a través de un filtro de membrana (Millipore, USA) con diametro de poro de 22 um.
Las preparaciones fueron escurridas ligeramente en un papel absorbente sin dejarlas secar.
Enseguida se adiciond 50 pl a una concentracién de 3 ug/ml del fluorocromo 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, USA) formando un domo sobre cada cubreobjeto y se dejo
incubar por 4 minutos a temperatura ambiente en obscuridad. A continuacidn, las muestras
fueron lavadas con PBS y se montaron con medio para fluorescencia (Vector Laboratories,
USA) sobre portaobjetos. Las muestras se sellaron con esmalte para ufias transparente.
Después de ser etiquetadas segun corresponda, fueron guardadas en obscuridad a -20 °C
hasta su observacién. Las preparaciones se observaron en un microscopio de

epifluorescencia Nikon Eclipse E600, equipado con una camara de alta resolucién DXM1200F.
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Expresion de caspasa-3 activa en las lineas tumorales mediante
la técnica de citometria de flujo.

Se sembraron 300,000 células provenientes de lineas celulares de CaCU en placas de cultivo
de 48 pozos, con un volumen de 400 pl de RPMI-1640 al 5 % de NSC y se incubaron por 24
horas. Los cultivos fueron tratados con el DDTC a la concentracidn de Clso obtenida para cada
linea celular. Después de un total de 48 horas de cultivo, se realizé la deteccién de la
caspasa-3 activa por citometria de flujo; para esto, las células fueron cosechadas y fijadas con
etanol al 70 % por 15 minutos. Al término del tiempo, las células fueron lavadas
cuidadosamente 2 veces con PBS. Sucesivamente se adiciond el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti-caspasa-3 activa (Sigma-Aldrich, USA), 1:500 en PBS vy se dejo
incubar toda la noche a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con PBS y se
empled el anticuerpo secundario con fluorocromo: anticonejo acoplado a FITC desarrollado
en cabra (Invitrogen, USA), 1:500 en PBS y se dejé incubar en la obscuridad durante tres
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron lavadas las muestras 3 veces con
PBS. En seguida, el botdn celular fue diluido en PBS para leer en el citometro de flujo

FACSAria Il. Finalmente, los datos fueron procesados en el programa FACSDiva version 6.1.2.

Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

Las células provenientes de lineas celulares de CaCU, fueron sembradas y estimuladas con el
DDTC a la concentracion de Clsg correspondiente en placas de plastico de 48 pozos con 400 pl
de RPMI-1640 suplementado al 5 % de NCS. Después del tiempo requerido del estimulo
(después de 5, 4, 3, 2, 1 y % horas); las células fueron cosechadas, lavadas con PBS
complementado al 5 % de NCS y recuperadas por condicion en tubos para citdmetro
completando el volumen a 1 ml. A continuacidn, fue agregado a cada tubo (con excepcién del
control sin marca) 1 ul del reactivo 2’7" diclorofluoresceinadiacetato (DCFH-DA) disuelto en
etanol 2 uM y se dejé incubar durante 30 minutos. Después del tiempo requerido, al control
positivo se le agregd 102 pl de perdxido de Hidrégeno (H,0,; tecsiquim, Mex.) al 30 % y se
dejo incubar por 10 minutos para finalmente leer las muestras en el citdmetro FACSAria Il;

los datos fueron procesados en el programa FACSDiva versién 6.1.2.

35



Resultados

Actividad antiproliferativa del DDTC en células tumorales

Con el propdsito de establecer el efecto antiproliferativo del DDTC en las células tumorales,
cultivos de células CaSki, HelLa y ViBo fueron estimulados con diferentes concentraciones del
compuesto y la concentracion requerida del DDTC que induce un decremento del 50% en la
densidad celular (Clso) fue elegida del gréafico. El nimero celular fue evaluado por medio de la

técnica de tincién con cristal violeta (figura 12, 13 y 14).

El DMSO, se utilizé en todos los experimentos para comprobar que el efecto obtenido en las
diferentes pruebas, es debido al compuesto y no al vehiculo en el que el compuesto es

disuelto.

Figura 12. Efecto del DDTC a diferentes concentraciones en células HeLa mostrando la Cl;, a la concentracion de 95 pg/ml.
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y
posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de DDTC durante 24 h, dando un tiempo total de cultivo
de 48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 5 pl/ml. El numero celular fue evaluado por la técnica de cristal violeta.
El grafico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada condicion fue evaluada por
sextuplicado.
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Figura 13. Efecto del DDTC a diferentes concentraciones en células CaSki mostrando la Cls, a la concentracion de 35
pg/ml. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y
posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de DDTC durante 24 h, dando un tiempo total de cultivo
de 48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 2ul/ml. El nimero celular fue evaluado por la técnica de cristal violeta. EI
grafico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada condicion fue evaluada por sextuplicado.

Figura 14. Efecto del DDTC a diferentes concentraciones en células ViBo mostrando la Clg, a la concentracion de 200
ug/ml. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células /pozo) durante 24 h para permitir su adherencia
y posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de DDTC por 24 h, dando un tiempo total de cultivo de
48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 10 ul/ml. El nimero celular fue evaluado por la técnica de cristal violeta. El
grafico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada condicién fue evaluada por sextuplicado.

Los resultados obtenidos en las figuras 12, 13 y 14 establecen que el DDTC afecta el potencial
proliferativo de las tres lineas tumorales de una manera dependiente de la dosis, sin
embargo, a pesar que las tres lineas celulares son de cancer cérvico uterino, presentaron una
respuesta diferente en cuanto a la concentracidn requerida de DDTC que induce un

decremento del 50 % en el numero celular (Clsg), observando que en células Hela la
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concentracion mas aproximada al 50 % fue de 95 pg/ml, mientras que para las células CaSki y
ViBo fue de 35 y 200 pug/ml respectivamente, sugiriendo que la magnitud de la respuesta al

DDTC podria ser dependiente de la linea celular.
Confirmacion de las Clsg en las lineas celulares de CaCU.

Para la confirmacion de las Clsg, cultivos de células Hela, CaSki y ViBo fueron tratadas con las
concentraciones de 95, 35y 200 pg/ml y el nimero celular fue determinado a través de la

técnica de tincidn con el colorante cristal violeta (figura 15).

Figura 15. Efecto del DDTC en las lineas celulares de CaCU a las concentraciones de Cls, correspondiente. Las células
fueron cultivadas seguin correspondan para cada ensayo por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron
tratadas durante 24 h adicionales, dando un tiempo total de cultivo de 48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO,
células tratadas a la concentracion maxima correspondiente a la concentracion de DMSO; DDTC; células con el
tratamiento respectivo de Cly, para cada linea celular. El grafico es representativo de al menos tres ensayos
independientes.

Los resultados obtenidos en la figura 15 confirman las Clsg elegidas para el DDTC en las tres

lineas tumorales induciendo un efecto antiproliferativo aproximado del 50 %.

Actividad antiproliferativa del DDTC en células no tumorales

Con el fin de establecer si el DDTC afecta el potencial proliferativo de células no tumorales,
cultivos de linfocitos humanos provenientes de sangre periférica y fibroblastos humanos de
cérvix, fueron tratados con diferentes concentraciones de DDTC y el porcentaje de
proliferacién en los cultivos fue determinado mediante el marcaje celular con
carboxifluoresceina a través de citometria de flujo y tincidn con cristal violeta

respectivamente (figura 16y 17).
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Figura 16. Efecto antiproliferativo del DDTC en las células linfociticas de sangre periférica humana. Las células fueron
cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (200,000 células/pozo) durante 72 horas; posteriormente fueron cosechadas y
fijadas con paraformaldehido al 2 % para ser leidas por citometria de flujo. Control, células sin tratamiento; DMSO,
células tratadas con 10 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas a diferentes concentraciones expresadas en pg/ml. El
numero celular fue evaluado por la técnica de carboxifluoresceina por citometria de flujo. Los histogramas son un ensayo
representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es presentado el nimero de eventos evaluados por el
citometro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de forma
exponencial.
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Figura 17. Efecto del DDTC en fibroblastos de cérvix. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (7,500
células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas con DDTC durante 56 h, dando un
tiempo total 80 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO, células tratadas con la concentracion maxima de 10
ug/ml; DDTC, células tratadas con diferentes concentraciones. El nimero celular fue evaluado por la técnica de cristal
violeta. El grafico es representativo de tres ensayos independientes.

Los resultados obtenidos en las figura 16 y 17 establecen que el DDTC afectd el potencial
proliferativo de las células no tumorales de manera dosis dependiente, con una Clsg para
fibroblastos de aproximadamente 100 pg/ml, mientras que en células linfociticas el nimero
celular fue abatido considerablemente en todas las concentraciones, indicando que la
actividad antiproliferativa presente en el DDTC no diferencia entre células tumorales de no

tumorales.

Actividad Citotoxica y/o Necrdtica del DDTC en células tumorales

Es conocido que el decremento en el niumero celular inducido por algin compuesto podria
estar generado por una accidn citotoxica, caracterizada principalmente por inducir la pérdida
de la integridad de la membrana celular, la cual también es una caracteristica de muerte por
necrosis. Con la intencién de determinar si el DDTC presenta una actividad citotdxica
(necrdtica) sobre las lineas celulares de cancer cérvico uterino y células normales; cultivos de
células Hela, CaSki y ViBo fueron tratadas con las concentraciones de su Clsg respectiva. La
integridad de la membrana citoplasmatica fue evaluada mediante evaluacién de la actividad
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos y mediante la
incorporacion celular de ioduro de propidio (IP) (figura 18, tabla 1, figura 19, 20, 21, tabla 2).
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Figura 18. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de células de CaCU tratadas con el DDTC. Las
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (7,500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y
posteriormente fueron estimuladas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total de cultivo de 48 h. Para el control
positivo las células fueron permeadas con Tritdn X-100; mientras que el DMSO, son células tratadas con la concentracion
maxima de DMSO utilizada para el tratamiento con DDTC correspondiente para cada linea celular. El grafico es
representativo de tres ensayos independientes, donde cada condicién fue evaluada por triplicado.

Linea celular ;":83 Control DMSO DDTC
Hela
CaSki
ViBo

Tabla 1. Porcentaje de actividad de LDH en las células Hela, CaSki y ViBo con los diferentes tratamientos.
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Figura 19. Incorporacion de loduro de Propidio (IP) en células Hela. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de
48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales,
dando un tiempo total de cultivo de 48 h; a) células sin tratamiento, b) células sin tratamiento permeadas con etanol al
70%, c) células tratadas con DMSO a la concentraciéon de 5 pl/ml, d) células tratadas con DDTC a la concentracién de Cls,
(95 pg/ml). Los histogramas son un ensayo representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es presentado
el nimero de eventos evaluados por el citometro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la cantidad de
fluorescencia expresado de forma exponencial.
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Figura 20. Incorporacion de loduro de Propidio (IP) en células CaSki. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de
48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales,
dando un tiempo total de cultivo de 48 h; a) células sin tratamiento, b) células sin tratamiento permeadas con etanol al 70
%, c) células tratadas con DMSO a la concentracién de 2 pl/ml, d) células tratadas con DDTC a la concentracién de Cls, (35
pg/ml). Los histogramas son un ensayo representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es presentado el
nimero de eventos evaluados por el citometro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la cantidad de
fluorescencia expresado de forma exponencial.

43



Figura 21. Incorporacion de loduro de Propidio (IP) en células ViBo. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de
48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales,
dando un tiempo total de cultivo de 48 h; a) células sin tratamiento, b) células sin tratamiento permeadas con Etanol al
70%; c) células tratadas con DMSO a la concentracién de 10 pl/ml, d) células tratadas con DDTC a la concentracion de Cls,
(200 pg/ml). Los histogramas son un ensayo representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es
presentado el nimero de eventos evaluados por el citdmetro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la
cantidad de fluorescencia expresado de forma exponencial.

Como se puede apreciar en la figura 18, tabla 1, no se detecté actividad de LDH en los
sobrenadantes provenientes de cultivos tratados y sin tratar con DDTC, coincidiendo con los
resultados obtenidos en las figuras 19, 20, 21 y tabla 2, donde la incorporacién celular de IP

no fue significativa, indicando que el DDTC no afecta la integridad de la membrana
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citoplasmatica de las células tumorales Hela, CaSki y ViBo a las concentraciones de Clsg
respectivas para cada linea celular, es decir, la actividad antiproliferativa presente en el DDTC

es debida a una actividad no citotoxica o necrotica.

Linea celular | Control | IP+ ‘ DMSO ’ DDTC
Hela 2.2 99.2 0.5 5.4
CaSki 0.7 98.5 1.6 1.3
vieo [OOSR O S )

Tabla 2. Actividad citotdxica y/o necrética del DDTC en células tumorales de CaCu. Los valores fueron determinados
mediante la técnica de incorporacion celular de IP.

Actividad Citotoxica y/o Necrédtica del DDTC en células no
tumorales

Para una comparacion de la accidon citotéxica de un compuesto probado en células
tumorales, es recomendable evaluar el efecto en células no tumorales; para ello se realizé la
evaluacién de la actividad de LDH en sobrenadantes de cultivos de linfocitos de sangre
periférica humana y fibroblastos de cérvix estimulados con la maxima concentracién de Clsg
para células tumorales (200 pg/ml) (figura 22, 23, tabla 3).

Figura 22. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de linfocitos de sangre periférica humana tratados
con DDTC. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (200,000 células/pozo) durante 72 horas;
posteriormente fueron recuperados los sobrenadantes para evaluar la actividad de LDH. Para el control positivo las
células fueron permeadas con Tritén X-100; control, células sin tratamiento; DMSO, células tratadas con 10 pug/ml; DDTC,

células tratadas con una concentracion de 200 ug/ml. El grafico es representativo de tres ensayos independientes, donde
cada condicion fue evaluada por triplicado.
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Figura 23. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos fibroblastos de cérvix tratados con DDTC. Las
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (7500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y
posteriormente fueron tratadas con DDTC durante 56 h, dando un tiempo total 96 h en cultivo. Control, células sin
tratamiento; para el control positivo las células fueron permeadas con Tritén X-100; DMSO, células tratadas con 10 pg/ml;
DDTC, células tratadas con 200 pg/ml. El grafico es representativo de tres ensayos independientes, donde cada condicion
fue evaluada por triplicado.

Triton DDTC
X-100 Control DMSO (200 pg/ml)
linfocitos 100 - - -
fibroblastos 100 - 4,78 4.35

Tabla 3. Porcentaje de actividad de LDH de células no tumorales con los distintos tratamientos.

Al igual que en las células tumorales, no se detectd actividad de LDH en los sobrenadantes de
los cultivos de células linfociticas y fibroblasticas, indicando que el efecto antiproliferativo del
DDTC en células fibroblasticas es debido a un proceso celular diferente a una actividad

citotdxica y/o necroética.

Efecto en la morfologia celular y nuclear en células tumorales

Cuando las células son inducidas a una muerte apoptdtica, presentan cambios en su
morfologia, entre ellos la condensacién y fragmentacion de la cromatina nuclear, formacién
de cuerpos apoptéticos, entre otras caracteristicas. Con la intencidn de establecer si el DDTC
induce apoptosis en las células tumorales, cultivos de células Hela, CaSki y ViBo fueron

tratados con el DDTC a las concentraciones de Clsqg respectivas para cada linea celular y la
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morfologia celular asi como la condensacién y/o fragmentacion de la cromatina nuclear fue
determinada mediante microscopia de contraste de fases y tincion con el compuesto

fluorescente DAPI respectivamente (figura 24, 25y 26).

Los resultados obtenidos en las figuras 24a,c,e, 25a,c,e y 26a,c,e, establecen que el DDTC
afecta la morfologia de las células Hela, CaSki y ViBo, observando en las fotografias de
contraste de fases que las células no tratadas presentan forma poliédrica con proyecciones
citoplasmaticas, en su totalidad se encuentran bien adheridas con citoplasma abundante,
casi transparente, los nucleos tienen forma redonda y bien definida ocupando poco mas de la
mitad del volumen celular y con nucléolos bien delimitados (cuadro en figuras 24a,c, 25a,cy
26a,c). La observacidon de nucleos marcados con DAPI, muestran nucleos con una forma
esférica de bordes bien definidos, los puntos mas brillantes correspondientes a la cromatina
perinucleolar son numerosos, de tamanos diversos y se encuentran distribuidos en toda el
area del nucleo (circulo en figuras 24b,d, 25b,d y 26b,d). Sin embargo, las células tratadas con
el DDTC presentan forma redonda, de menor tamaiio, con el volumen del citoplasma
reducido hasta ser casi imperceptible (pyknosis), con pérdida de las proyecciones
citoplasmaticas caracteristicas de la adhesion celular, indicando una disminucién de la
adherencia, los nucleos son compactos con nucléolos poco definidos (flechas en figuras 24e,
25e y 26e). La observacion de nucleos marcados con DAPI, muestran nucleos de menor
tamafio y/o fragmentados que indican condensacion de la cromatina nuclear y/o
fragmentacion del DNA, los puntos mas brillantes han desaparecido casi totalmente y
algunos de estos nucleos presentan una morfologia arrifionada indicando cuerpos
apoptoticos (punta de flechas en figuras 24f, 25f y 26f). Las caracteristicas morfoldgicas
observadas en las células tratadas con el DDTC son similares a las observadas en los cultivos
estimulados con la camptotecina, la cual es un compuesto que ha sido descrito como
inductor de muerte apoptdtica en diferentes lineas tumorales, sugiriendo que el DDTC induce
a las células tumorales de CaCu a expresar una morfologia de células apoptéticas (figuras
24g,h, 25g,h y 26g,h).
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Figura 24. Micrografia dptica de células HelLa con tincion de nucleos con DAPI. El contraste de fases permite observar la
morfologia general de las células. El control y DMSO presentan un ntcleo y citoplasma extendido. Después del
tratamiento con DDTC y Camptotecina se observa la contraccion celular y la compactacion del nicleo (flechas); asi como
la formaciéon de cuerpos apoptéticos (punta de flechas), los cuales son evidenciados con DAPI. Las células fueron
cultivadas sobre cubreobjetos (750,000 células/ plato de cultivo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente
fueron tratadas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total 48 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO,
células tratadas con 5 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la Cls, respectiva (95 ug/ml); camptotecina, células
tratadas con camptotecina (2 pg/ml) como control positivo de apoptosis. Ensayo representativo de al menos tres.
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Figura 25. Micrografia optica de células CaSki con tincion de nuicleos con DAPI. El contraste de fases permite observar la
morfologia general de las células. El control y DMSO presentan un nucleo y citoplasma extendido. Después del
tratamiento con DDTC y Camptotecina se observa la contraccion celular y la compactacion del nucleo (flechas); asi como
la formaciéon de cuerpos apoptéticos (punta de flechas), los cuales son evidenciados con DAPI. Las células fueron
cultivadas sobre cubreobjetos (750,000 células/ plato de cultivo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente
fueron tratadas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total 48 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO,
células tratadas con 2 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la Clg respectiva (35 pg/ml); camptotecina, células
tratadas con camptotecina (6 pg/ml) como control positivo de apoptosis. Ensayo representativo de al menos tres.
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Figura 26. Micrografia optica de células ViBo con tincion de ntcleos con DAPI. El contraste de fases permite observar la
morfologia general de las células. El control y DMSO presentan un ntcleo y citoplasma extendido. Después del
tratamiento con DDTC y Camptotecina se observa la contraccion celular y la compactacion del nicleo (flechas); asi como
la formacidon de cuerpos apoptéticos (punta de flechas), los cuales son evidenciados con DAPI. Las células fueron
cultivadas sobre cubreobjetos (750,000 células/ plato de cultivo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente
fueron tratadas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total 48 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO,
células tratadas con 10 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la Cl;, respectiva (200 pg/ml); camptotecina, células
tratadas con camptotecina (2 pg/ml) como control positivo de apoptosis. Ensayo representativo de al menos tres.
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Expresion de caspasa-3 activa

Con el fin de concluir que el DDTC induce a las células tumorales a una muerte apoptdtica y
partiendo del hecho que el DDTC induce a las células tumorales a expresar una morfologia
celular y nuclear caracteristica de células apoptdticas, cultivos de células Hela, CaSki y ViBo
fueron tratadas con el DDTC a las concentraciones de Clso respectivas para cada linea celular
y la expresién de la caspasa-3 activa fue evaluada por citometria de flujo (figuras 27, 28, 29y
tabla 4).

Figura 27. Efecto del DDTC el células Hela. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000
células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo
total de cultivo de 48 h; consecutivamente fueron cosechadas, fijadas e incubadas con el anticuerpo primario durante
toda la noche; después se empled el anticuerpo con FITC dejando incubar durante tres horas a temperatura ambiente,
para finalmente ser leidas en el citometro de flujo. a) control, células sin tratamiento; b) células tratadas con la
concentracion de 2 pg/ml de camptotecina; c) DMSO, células tratadas con 5 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con
la concentracién de Clsy (95 pg/ml). Valores expresados en porcentaje. El grafico es representativo de al menos tres
ensayos independientes por cada linea celular. En el eje Y en los histogramas, es presentado el nimero de eventos
evaluados por el citometro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de
forma exponencial.
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Figura 28. Efecto del DDTC el células CaSki. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000
células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo
total de cultivo de 48 h; posteriormente fueron cosechadas, fijadas e incubadas con el anticuerpo primario durante toda
la noche; después se empled el anticuerpo con FITC dejando incubar durante tres horas a temperatura ambiente, para
finalmente ser leidas en el citometro de flujo. a) control, células sin tratamiento; b) células tratadas con la concentracion
de 6 pg/ml de camptotecina; ¢) DMSO, células tratadas con 2 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la
concentracion de Clg, (35 pg/ml). Valores expresados en porcentaje. El grafico es representativo de al menos tres ensayos
independientes por cada linea celular. En el eje Y en los histogramas, es presentado el nimero de eventos evaluados por
el citdmetro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de forma
exponencial.
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Figura 29. Efecto del DDTC el células ViBo. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000
células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo
total de cultivo de 48 h; posteriormente fueron cosechadas, fijadas e incubadas con el anticuerpo primario durante toda
la noche; después se empleé el anticuerpo con FITC dejando incubar durante tres horas a temperatura ambiente, para
finalmente ser leidas en el citdmetro de flujo. a) control, células sin tratamiento; b) células tratadas con la concentracion
de 2 pg/ml de camptotecina; ¢) DMSO, células tratadas con 10 pg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la
concentracion de Cls, (200 ug/ml). Valores expresados en porcentaje. El grafico es representativo de al menos tres
ensayos independientes por cada linea celular. En el eje Y en los histogramas, es presentado el nimero de eventos
evaluados por el citometro de flujo FACSAria Il; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de
forma exponencial.

Los valores obtenidos para la activacion de caspasa-3 activa se resumen la tabla 3.

Linea celular Control Camptotecina DMSO DDTC

Hela
CaSki
ViBo

Tabla 4. Valores correspondientes a la activacion de la caspasa-3 con diferentes tratamientos en células de CaCU.
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Los resultados obtenidos en las figuras 27, 28 y 29 muestran que el DDTC induce a las células
tumorales a expresar caspasa 3 activa en un rango de 3.5 a 15.6%, indicando un bajo efecto

inductor de la actividad de esta caspasa.
Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

Es conocido que las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden generar tanto la necrosis
como la apoptosis. Con el propdsito de determinar si la muerte celular generada por el DDTC
induce un estrés oxidativo en las lineas celulares Hela, CaSki y ViBo, éstas fueron sembradas
y tratadas con las Clso obtenidas para cada linea y la generacidén de ERO provenientes de H,0,

fueron cuantificadas por citometria de flujo (figura 30).

Figura 30. Induccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en células Hela, CaSki y ViBo tratadas con el DDTC:. Las
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y
posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo total de cultivo de 48 h; posteriormente fueron
cosechadas e incubadas con DCF-DA durante 30 min. Control sin marca, células sin tratamiento y sin DCF-DA; Control con
marca, células sin tratamiento con DCF-DA; H,0,, células sin tratamiento, con DCF-DA y con H,0, incubado 10 min
adicionales como control positivo; DMSO, células tratadas con DMSO a una concentraciéon de 5, 2 y 10 pg/ml
correspondiente a Hela, CaSki y ViBo respectivamente, con DCF-DA; DDTC, células tratadas con la concentracion de Clg,
correspondiente para cada linea celular del compuesto durante %, 1, 2, 3, 4 y 5 horas. Todos los controles son evaluados a
las 5 horas de tratamiento. El grafico es representativo de al menos tres ensayos independientes por cada linea celular.

Como se puede apreciar en la figura 30, la generacién de ERO en las células tumorales Hela,
CaSki y ViBo tratadas con el DDTC no fue significativa, indicando que la induccién de muerte

observada en las células tumorales es debida a un evento diferente a la generacion de ERO.
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Discusion de resultados

La busqueda de compuestos de origen vegetal o animal con propiedades antitumorales ha
generado un fuerte interés en los ultimos afios, sobre todo, en aquellos que son derivados de
farmacos conocidos y usados clinicamente con otros fines, a los cuales se les ha realizado

modificaciones estructurales, dando origen a derivados o analogos de éstos.

Investigaciones recientes acerca de los Ditiocarbamatos (el DSF y sus metabolitos), indican
gue poseen diversas actividades bioldgicas, entre las que destacan la inhibicion del
proteosoma en células tumorales (Yu et al., 2007), del crecimiento tumoral (Chen et al.,
2006), de factores de transcripcion como NFkB (Guo et al., 2010), y la induccién de apoptosis
en diferentes lineas celulares (Wickstrom et al., 2007). Ademads, se ha descrito que son
capaces de formar complejos con el Cu?**, incrementando su actividad inhibidora del

proteosoma asi como de su actividad inductora de apoptosis (Chen et al., 2004).

En el caso del Dietilditiocarbamato sédico (DDTC), los datos obtenidos en el presente trabajo,
revelan que este compuesto presenta un efecto inhibitorio en lineas celulares de cancer
cérvico uterino Hela, CaSki y ViBo a concentraciones de 95, 35 y 200 pug/ml equivalentes a
554.58, 204.32 y 1167.54 uM respectivamente. Para el caso de Caski y ViBo se observa que
con un aumento de concentracion, presentan un comportamiento dosis-dependiente, a
mayor concentracion, menor nimero celular. Sin embargo para las células Hela, un pequefio
incremento en la dosis, aumenta ligeramente el numero celular, de tal manera que a las
concentraciones de 70, 95 y 120 ug/ml les corresponden valores de proliferacion de 38, 50 y
53 % respectivamente; lo cual corresponde a lo reportado con Dumay (2006), en donde se
muestra que el Dietilditiocarbamato presenta un efecto antagonista inhibiendo a la muerte

celular.

Las concentraciones utilizadas de DDTC para las células tumorales se ha observado que son

altas, comparadas con otros compuestos pertenecientes a la familia de carbamatos.

El DSF cuenta con propiedades antiproliferativas en diversas lineas celulares a diferentes
concentraciones, como en la linea de melanoma humana A-375, con una Clsy de 0.168 uM
(Cen et al., 2002), la linea tumoral de prdstata DU-145 con una Clso de 0.026 uM (Lin et al.,
2010); para células de mama se requiere un rango para la Clso de 0.110 a 0.476 uM (Yip et al.,
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2011); en células de melanoma c81-46A y en leucemia mieloide U937, la viabilidad se afecta
casi un 50 % con una concentracién de 1348.61 uM (Cen et al., 2002; Navratilova et al.,
2009); en células de cancer de préstata PC-3, la sobrevivencia celular se ve afectada con 100
UM (Moriyama et al., 2003); una concentracién de 0.4 uM induce la actividad de las caspasas
3y 7 en células Hela, volviéndose tdéxica a una concentracion de 40 uM (Wickstrom et al.,
2007). Por otro lado, el DDC promueve la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(AWm) en células Hela a una concentracion de 10-100 uM (Dumay et al., 2006). El Pyrrolidin
Ditiocarbamato (PDTC) presenta actividad antiproliferativa en células de leucemia
promielitica humana HL-60 del 40 % a la concentracién de 10 uM (DellaRagione et al., 2000).
Lo anterior muestra que los carbamatos tienen efecto a distintas concentraciones,
dependiendo del tipo celular que se esté evaluando. En el presente trabajo hemos observado
que las concentraciones necesarias del DDTC (analogo del metabolito del DDC) son mayores
gue las cantidades utilizadas de DSF, las cuales fluctian de acuerdo a la linea celular. Sin
embargo, a pesar de ser altas, los efectos citotoxicos que ejerce sobre las lineas celulares

evaluadas no son significativos.

Debido a que algunos agentes terapéuticos usados contra el cancer afectan tanto a células
normales como a células tumorales, es importante evaluar la selectividad del compuesto,
para catalogarse como mds o menos eficientes. En el presente trabajo se evalud la
selectividad del DDTC determinando el efecto en la proliferaciéon celular de linfocitos y
fibroblastos. Para el caso de los linfocitos de sangre periférica humana, se observa que las
concentraciones de DDTC utilizadas afectan fuertemente el potencial proliferativo de las
células. Sin embargo, los fibroblastos de cérvix se ven afectados disminuyendo su numero
celular al 55 % a una concentracién de 100 pg/ml; indicando que los linfocitos son mas
sensibles al compuesto. Son pocos los reportes de Ditiocarbamatos que comparan el efecto
de las células tumorales y células normales en las mismas condiciones. Cabe destacar que el
DSF presenta una accién antiproliferativa e inductora de apoptosis selectiva en las células de
tumor de mama MDA-MB-231, mientras que las células inmortalizadas MCF-10A
(consideradas en el mismo ensayo como normales) bajo las mismas condiciones no se ven
afectadas (Chen et al., 2006). Sin embargo, los resultados no son concluyentes, ya que las

células inmortalizadas presentan alteraciones similares a la de las células tumorales.

A diferencia del DSF que provoca necrosis en células de melanoma c83-2c, observando una
incorporacion de IP a un 48 % (Cen et al., 2002) y la pérdida de la integridad de la membrana

en células Hela (Wickstrom et al., 2007); el DDTC no presentd actividad citotdxica en las
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células tumorales ni en las no tumorales, indicando que el decremento observado en las
células es por un proceso diferente a la necrosis. Por lo tanto su efecto no provoca una
respuesta inflamatoria, generando la posibilidad de que en caso de que genere algun efecto
secundario, seria de menor magnitud en comparacién a los del DSF y sus metabolitos. Tal
efecto permite una accion antitumoral silenciosa, lo que hace del DDTC un buen candidato
para ser estudiado como agente quimioterapéutico. Es importante resaltar que el efecto
inductor de apoptosis presente en estos ditiocarbamatos, genera la ventaja de no inducir un
estado inflamatorio, ya que no se activa la respuesta inmunoldgica, mientras que en
pacientes tratados con quimio y radioterapia se presenta una inmunosupresion (Torrella y
Garcia, 2004).

El efecto del DDTC observado en el presente trabajo sobre la morfologia celular es
considerable, ya que adquiere caracteristicas correspondientes a la muerte por apoptosis; tal
es el caso para las células de cancer de colon H630, en donde el efecto del DSF es potenciado
con la adicién de Cu®*, mostrando células de forma heterogénea (tanto alargadas como
redondas), con un nucleo celular bien definido y compacto (Guo et al., 2010). Para el cancer
colorectal de humano el efecto del DSF es mejor apreciado al mostrar células totalmente

redondas y es manifestada la formacidn de cuerpos apoptoticos (Wang et al., 2003).

Para hacer una correcta evaluacién del tipo de muerte celular, es necesario tomar varios
pardmetros para su andlisis, entre ellos los aspectos moleculares (Galluzzi et al., 2011), la
expresién de caspasas y la generacién de especies reactivas de oxigeno. En el presente
trabajo hemos observado que el DDTC induce la activacion de la caspasa-3 en las diferentes

lineas celulares de CaCU en diferente proporcion.

En cuanto a la cantidad de ERO generada por el DDTC cambia con respecto al tiempo, ya que
la generacién madaxima corresponde a las primeras dos horas después del tratamiento
disminuyendo paulatinamente hasta llegar a niveles basales a las cinco horas. Sidoti-de
Fraisse y cols. (1998) proponen que la induccion de apoptosis a través de la produccion de
ERO en estados tempranos estd involucrada en células Hela a través de TNF-a de la via
extrinseca de la apoptosis. Una produccién temprana de ERO en la mitocondria implica la

aceleracion de la muerte celular (Sidoti-de Fraisse et al., 1998).

El tipo de muerte celular provocada por varios de los miembros de la familia de carbamatos
es clara. Al respecto, se conoce que el DSF induce una muerte por apoptosis en células

leucémicas (Cen et al., 2004) y en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-321 (Chen et
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al., 2006). Sus metabolitos PDTC y DDC inducen apoptosis en células de cdncer de mama
(Daniel et al., 2005) y en lineas leucémicas (Kanno et al., 2003), respectivamente. Sin
embargo el trabajo realizado por Dumay (2006) en células HeLa demuestra que el DDC tiene
funciones antagonistas con respecto a la apoptosis, ya que a bajas concentraciones (10-100
p1M) conduce a las células a la muerte celular, pero los altos niveles de DDC (250-500 puM)
tiene propiedades antiapoptdticas. Por otro lado, se ha observado que este mismo
metabolito (DDC) en células leucémicas HL60, una concentracion de 1000 uM, provoca
necrosis (Kimoto-Kinoshita et al., 2004). Nuestros resultados con DDTC han mostrado que a
pesar de que las concentraciones utilizadas para disminuir en un 50 % la poblacién celular
tumoral son altas (200-1100 pM), no hay presencia de necrosis y que al mismo tiempo, tales
concentraciones no sobrepasan el 10 % de la activacidon de la caspasa-3; sin embargo es

apreciada una morfologia de tipo apoptotica.

Los resultados del presente trabajo muestran que el DDTC induce a las células Hela, CaSki y
ViBo a una muerte celular tipo apoptotica a las concentraciones de 554.5 uM, 204.32 uM vy
1167.54 uM respectivamente afectando considerablemente a las células no tumorales; sin

embargo, no es detectable la muerte por necrosis.

Con respecto a su mecanismo de accidn, es conveniente establecer si el efecto
antiproliferativo del DDTC esta asociado a genes, como c-myc, a proteinas reguladoras del
ciclo celular como Rb o p53 entre otras, con la intencién de esclarecer y completar su
mecanismo de accién, dandole a este tipo de compuestos una aplicacién terapéutica para el

CaCU o para otros tipos de cancer.
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Conclusiones

- La concentracion de Dietilditiocarbamato sédico en que se abate el 50% del numero celular
(Clso) en cultivos de células tumorales fue de 95, 35 y 200 pg/ml para las células de CaCU

Hela, CaSki y ViBo respectivamente.

- La concentracién de Clso correspondiente a las células no tumorales es de 100 pug/ml para
fibroblastos de cérvix; mientras que para linfocitos de sangre periférica humana son

afectados al 80 % a una concentracién de 50 pg/ml.

- El efecto del DDTC no promueve la actividad citotoxica (muerte necrética) en cultivos de
células de CaCU, linfocitos de sangre periférica humana y fibroblastos de cérvix.

- El Dietilditiocarbamato sddico induce la compactacién celular y de la cromatina, con una

ligera fragmentacion de ADN en las células tumorales Hela, CaSkiy ViBo.

- El Dietilditiocarbamato sédico, induce la activacién de la caspasa-3 en las lineas tumorales

Hela, CaSki y ViBo con valores de 9.6, 15.6 y 3.5 % respectivamente.

-El compuesto Dietilditiocarbamato sédico a la concentracién de Clsg induce la generacidn de
especies reactivas de oxigeno (ERO) en las primeras 2 horas después de tratamiento con

valores maximos del 6 % y se reduce en las siguientes tres horas hasta valores de 1 %.

59



Bibliografia y referencias

BIBLIOGRAFIA

Alberts B; Johnson A; Lewis J; Raff M; Roberts K. y Warter P; (2008). Biologia molecular de la
célula (52 ed.) Espafia: Omega., Pp. 1-2, 1208.

Alnemri E; Livingston D; Nicholson D; Salvesen G; Thornberry N; Wong W. y Yuan J; (1996).
Human ICE/CED-3 protease nomenclature. Journal Cell, 87 (2): 171.

Alonso P; Lazcano E. y Hernandez M; (2005). Cancer Cervicouterino: Diagndstico, prevencién

y control (22 ed.) Argentina: Médica Panamericana., Pp. 14.
Anand A; (2011). Lo esencial en patologia (32 ed.) Espaia: Elsevier Mosby., Pp. 15.

Atanassova D; Stefanova V. y Russeva E; (1998). Co-precipitative pre-concentration with
sodium diethylditiocarbamate and ICP-AES determination of Se, Cu, Pb, Zn, Fe, Co,
Ni, Mn, Cr and Cd in water. Talanta, (47): 1237-1243.

Bennington J; (2000). Diccionario enciclopédico del laboratorio clinico (192 ed.) Argentina:

Médica Panamericana., Pp. 126.

Brar S; Grigg C. y Wilson K; (2004). Disulfiram inhibits activating transcription factor/cyclic
AMP-responsive element binding protein and human melanoma growth in a
metaldependent manner in vitro, in mice and in a patient with metastatic disease.
Molecular Cancer Therapeutics, (3): 1049-1060.

Cabo M; Jiménez M; Zarzuelo A; Crovetto G. y Gédmez M; (1996). Dietilditiocarbamato sédico:

acciones hipoglucemiante y antioxidante. Ars Pharm, 37 (1): 69-72.
Campbell N. y Reece J., (2007). Biologia (72 ed.) Espafia: Médica Panamericana. Pp. 229.

Cen D; Gonzalez R; Buckmeier J; Kahlon R; Tohidian N; Meyskens F; (2002). Disulfiram
induces apoptosis in human melanoma cells: a redox-related process. Molecular
Cancer Therapeutics, 1 (3): 197-204.

Chen D; Cui Q; Yang H. y Dou P; (2006). Disulfiram, a Clinically Used Anti-Alcoholism Drug and
Copper-Binding Agent, Induces Apoptotic Cell Death in Breast Cancer Cultures and

60



Xenografts via inhibition of the Proteosome Activity. Cancer Research, (66): 10425-
10433.

Cen D; Brayton D; Shahandeh B; Meyskens F. y Farmer P; (2004). Disulfiram facilitates
intracellular Cu uptake and induces apoptosis in human melanoma cells. J. Med.
Chem., (47): 6914-6920.

Cobby J; Mayersohn M. y Selliah S; (1977). The rapid reduction of Disulfiram in blood and
plasma. Pharmacology and Experimental Therapeutics, 202 (3): 724-731.

Cooper G. y Hausman R; (2009). The Cell: A Molecular Approach (52 ed.) Estados Unidos:

Sinauer Associates Inc., Pp. 650.

Cuello F; Kato C; Sadarangani K; Saez S; Gejman E; Owen G. y Lipkowitz S; (2006). Muerte
celular mediada por receptores: Rol de las hormonas esteroidales ovaricas en la
apoptosis inducidas por el ligando “TRAIL” en canceres ginecoldgicos (boletin
escuela de medicina) Universidad de Chile, 31(1): 5-15.

Curtin J; Donovan M. y Cotter T; (2002). Regulation and measurement of oxidative stress in
apoptosis. J. Immunol. Methods, 265 (1-2): 49-72.

Dale M; Rang H; Ritter J; Flower R. y Henderson G; (2012). Farmacologia (72 ed.) Espafia:
Elsevier, Pp. 71.

Daniel K; Chen D; Orlu S; Cui Q; Miller F. y Dou Q; (2005). Clioquinol and pyrrolidine
dithiocarbamate complex with copper to form proteosome inhibitors and

apoptosis inducers inhuman breast cancer cells. Breast Cancer, (7): 897-908.

Dazhi C; Gonzdlez R; Buckmeier J; Kahlon R; Tohidian N. y Meyskens F; (2002). Disulfiram
induces apoptosis in human melanoma cells. International Journal of Cancer, 1 (3):
197-204.

DellaRagione F; Cucciolla V; Borriello A; Della Pietra V; Manna C; Galletti P. y Zappa V; (2000).
Pyrrolidine dithiocarbamate induces apoptosis by a cytochrome c-dependet
mechanism. Academic Press, 268 (3): 942-946.

Di Saia P. y Creasman W; (2002). Oncologia Ginecoldgica Clinica (62 ed.) Espafia: Harcourt;
Pp. 24-30.

61



Dubin M. y Stoppani A; (2000). Muerte Celular Programada y Apoptosis-Funcién de las
Mitocondrias. Medicina, 60 (3): 375-386.

Dumay A; (2006). The superoxide dismutase inhibitor diethyldithiocarbamate has
antagonistic effects on apoptosis by triggering both cytocrome c realease and
caspase inhibition. Free Radical Biology and Medicine, 40 (8): 1377-1390.

Eifel P; (2010). Radioterapia (4) En: Bereck J. y Hacker N., Oncologia ginecoldgica (52 ed.)
Espana: Wolters Kluwer, Lippincott Williams y Wilkins. Pp. 83-120.

Fleury C; Mignotte B. y Vayssiere J; (2002). Mitochondrial reactive oxygen species in cell
death signaling. J. Biochimie, (84): 131-141.

Gal B; Lopez M; Martin A. y Prieto J; (2007). Bases de la Fisiologia (22 ed.) Espafia: Tebar, Pp.
12-13.

Galluzzi A; Vitale I; Abrams J; Alnemri E; Baehrecke E; Blagosklonny M; Dawson T; Dawson V;
El-Deiry W; Fulda S; Gottlieb E; Green D; Hengartner M; Kepp O; Knight R; Kumar S;
Lipton S; Lu X; Madeo F; Malomi W; Mehlen P; Nufiez G; Peter M; Piacentini M;
Rubinsztein S; Shi Y; Simon H; Vandenabeele P; White E; Yuan J; Zhivotovsky B;
Melino G. y Kroemer G; (2011). Molecular definitions of cell death subroutines:
recommendations of the nomenclature committee on cell death 2012. J. Cell death
and differentiation. Pp. 1-14.

Gil L; Martinez G; Gonzalez I; Tarinas A; Alvarez A; Giuliani A; Molina R; Tapanes R; Perez J. y
Leon O; (2003). Contribution to characterization of oxidative stress in HIV/AIDS
patients. Pharmacol. Res., (47): 217-224.

Gogvadze V. y Orrenius S; (2006). Mitochondrial regulation of apoptotic cell death. Chem.
Biol. Interact., (163): 4-14.

Gonzélez R; (2000). Utilidad de los tiocarbamatos (morfolinditiocarbamato): Vias de accidn.

Revista Cubana de Oncologia, 16 (1): 54-63.

Gourley M. y Williamson J; (2006). Angiogenesis inhibitors: New agents in cancer therapy.
Drugs Aging, (17): 249-255.

Guo X; Xu B; Pandey S; Goessl E; Brown J; Armesilla A; Darling J. y Wang W; (2010).
Disulfiram/copper complex inhibiting NFkB activity and potentiating cytotoxic

e
62




effect of gemcitabine on colon and breast cancer cell lines. Cancer Letters, 290 (1):
104-113.

Grub S; Trommer W. y Wolf A; (2002). Role of antioxidants in the O-hydroxyethyl-D-(Ser)8-
cyclosporine A (SDZ IMM125)-induced apoptosis in rat hepatocytes. Biochem.
Pharmacol., (64): 1725-1736.

Hanahan D. y Coussens L; (2012). Accessories to the Crime: Functions of Cells Recruited to
the Tumor Microenvironment. Cancer Cell, (21): 309-322.

Hanahan D. y Weinberg R; (2011). Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell, (144): 646-
674.

Hyun-Ji C; Tae-Sung L; Jae-Bok P; Kwan-Kyu P; Jung-Yoon C; Doo-Il S; Yoon-Yub P; Yong-Suk
M; Kwang-Gill L; Joo-Hong Y; Sang-Mi H; Young-Su C; Myeong-Rak C; Nam-Gyu P;
Yun-Sik L. y Young-Chae C; (2007). Disulfiram suppresses invasive ability of
osteosarcoma cells via the inhibition of MMP-2 and MMP-9 expression. Journal of
Biochemistry and Molecular Biology, 40 (6): 1069-1076.

Hu P, Jin L. y T. Baillie (1997). Studies on the metabolic activation of disulfiram in rat:
Evidence for electrophilic S-oxygenated metabolites as inhibitors of aldehyde
dehydrogenase and precursors of urinary N-acetylcysteine conjugates. Journal
Pharmacology, 281 (2): 611-617.

Hubbard V; Valdor R; Macian F. y Cuervo A; (2012). Selective autophagy in the maintenance
of cellular homeostasis in aging organisms. Biogerentology, 13 (1): 21-35.

Jones D; Podolsky S. y Greene J; (2012). The Burden of Disease and the Changing Task of
Medicine. N Engl. J. Med; 366 (25): 2333-2338.

Kanno S; Matsukawa E; Miura A; Shouji A; Asou K. y Ishikawa M; (2003).
Diethyldithiocarbamate-induce cytotoxicity and apoptosis in leukemia cell lines.
Biological & Pharmaceutical, 26 (7): 964-968.

Karp G; (2011). Biologia celular y molecular: conceptos y experimentos (62 ed.) China: Mc

Graw Hill Interamericana. Pp. 651.

Kerr J; Wyllie A. y Currie A; (1972). Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-
ranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer., 26 (4): 239-257.

63



Kierszenbaum A.y Tres L; (2011). Nucleo (3) En: Hiatt J. y Gartner L., Histologia basica (32 ed.)
Espafia: Elsevier. Pp-716.

Kimoto-Kinoshita S., Nishida S., Tomura T., (2004). Diethyldithiocarbamate can induce two
different type of death: Apoptosis and necrosis mediating the differential MAP
kinase activation and redox regulation in HL60 cells. Molecular and Cellular
Biochemistry, 265 (1-2): 123-132.

Kirkland R; Windelborn J; Kasprzak 